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RESUMO GERAL

Referéncia: SILVA, P. L. R. Validacdo in planta de potenciais genes no controle de
fitonematoides, via tecnologia de RNA interferente. 2020. 131 p. Dissertagcdo de mestrado
em Ciéncias Genémicas e Biotecnologia — Universidade Catolica de Brasilia, Brasilia, 2020.

Existem cerca de 4 mil espécies de nematoides parasitas de plantas descritas mundialmente e,
dentre estas, os nematoides formadores de galhas (NFG) (Meloidogyne spp.), compdem um dos
géneros economicamente mais importantes. Os métodos atuais de controle de fitonematoides
sdo danosos a0 meio ambiente e possuem alto custo, fazendo-se necessario, portanto, novos
meios de manejo. Nos ultimos anos, a tecnologia de RNA interferente (RNAi) emergiu como
uma ferramenta biotecnoldgica em potencial para controlar populagdes de fitonematoides por
meio do silenciamento de genes essenciais a sobrevivéncia e/ou de genes efetores capazes de
suprimir a resposta de defesa do hospedeiro. Nesse contexto, o Capitulo 1 deste estudo
objetivou realizar prova de conceito em plantas de algoddo geneticamente modificado (GM),
expressando moléculas de dsRNAs, utilizando uma construcdo génica com fragmentos de
dsRNAs para os genes para cisteina protease (Mi-cpl), isocitrato liase (Mi-icl) e fator de splicing
(Mi-fs), in tandem, denominada dsMincl, visando a obtencéo de resisténcia ao fitonematoide
Meloidogyne incognita. Os dados apresentados reforcam o papel fundamental desses genes no
metabolismo, desenvolvimento/parasitismo e reproducdo do fitonematoide, uma vez que a
reducdo da expressdo dos mesmos, levou a uma diminuicdo no sucesso reprodutivo do
fitonematoide (reducdo de galhas g™ raiz, massa de ovos g raiz e fator de reproducdo (FR)).
Assim, foram selecionadas trés progénies na geracdo Ts, oriundas de trés eventos de
transformacédo independentes (dsMinc1-10.16.3, dsMinc1-20.39.3 e dsMincl1-64.15.1), que
demonstraram grande potencial no controle deste fitonematoide. Em paralelo, o Capitulo 2 teve
como finalidade wvalidar a participacdo de cinco potenciais genes efetores
(Minc3s01206921700, Minc3s00292909561, Minc3s00280909294, Minc3s01217g21793 e
Minc3s01635925253) de M. incognita em inibir o sucesso parasitario e/ou reprodutivo deste
fitonematoide em plantas de Nicotiana tabacum GM, transformadas, via Agrobacterium. Diante
da provavel funcdo efetora desses genes (predita in silico), foi realizado o perfil cinético de
expressdao dos cinco genes avaliados, revelando-os como importantes nos processos de
penetracdo e migracdo (fases iniciais) em raizes de plantas, além da sua provavel participacdo
nos estadios finais do ciclo do fitonematoide. As plantas de tabaco GM Ti, contendo as
construcdes de dsRNAs dos cinco genes, assim como as plantas controle (WT) estdo sendo
desafiadas contra M. incognita. A caracterizacdo molecular e o desafio das plantas com M.
incognita estdo ainda em andamento, para determinar o papel destes genes no parasitismo e/ou
reproducdo desse fitonematoide, o que incluira a realizacdo de novos bioensaios, em geracoes
posteriores. As informacdes aqui apresentadas fornecem subsidios para o desenvolvimento de
estratégias de controle de fitonematoides ambientalmente sustentaveis, confirmando, assim, a
importancia da aplicacdo do uso da tecnologia do RNAI para a obtengéo de cultivares GM de
importancia econémica.

Palavras-chave: Parasitismo. Prova de conceito. Meloidogyne incognita. Gossypium hirsutum.
silenciamento génico.



ABSTRACT

There are about 4 thousand species of plant-parasitic nematodes described worldwide. Among
those, root-knot nematodes (RKN) (Meloidogyne spp.) belong to one of the most economically
important genera. The available phytonematodes control methods are harmful to the
environment, expensive, becoming necessary; therefore, new means of management. In recent
years, interfering RNA (RNAI) technology has emerged as a potential biotechnological tool for
controlling populations of phytonematodes by silencing genes essential for survival and/or
effector genes capable of suppressing the host's defense response. In this context, Chapter 1 of
this study aimed to carry out proof of concept on genetically modified (GM) cotton plants,
expressing dsRNA molecules, using a cassette construct with dsRNA fragments for the genes
for cysteine protease (Mi-cpl), isocitrate lyase (Mi-icl), and splicing factor (Mi-fs), in tandem,
called dsMincl, with the objective of obtaining resistance to the phytonematode, Meloidogyne
incognita. The data presented reinforce the fundamental role of these genes in the
metabolism, development/parasitism, and reproduction of the phytonematode, since the
decrease in their expression, led to a reduction in the reproductive success of the phytonematode
(reduction of galls g* root, mass of eggs g root and reproduction factor (RF)). Thus, three
Ts progenies were selected, originating from three independent transformation events
(dsMinc1-10.16.3, dsMinc1-20.39.3, and dsMinc1-64.15.1), which  demonstrated great
potential in the control of this phytonematode. In parallel, Chapter 2 aimed to validate the
participation of five potential effector genes
(Minc3s01206921700, Minc3s00292909561, Minc3s00280909294, Minc3s01217921793, and
Minc3s01635g25253) of M. incognita to inhibit the parasitic success of this parasite and/or
transformed via Agrobacterium. In view of the probable effector function of these genes
(predicted in silico), the kinetic profile of expression of the five evaluated genes was performed,
revealing them as important in the processes of penetration and migration (initial phases) in
plant roots, in addition to their probable participation in the final stages of the phytonematode
cycle. The GM tobacco T1 plants, containing the dsSRNA fragments for the five genes and plant
control (WT), are being challenged against M. incognita. The molecular characterization of
tobacco GM and phytonematode challenge are still in progress to determine the role of these
genes in parasitism and/or reproduction of this phytonematode; thus, conducting new bioassays
in later generations are still necessary. The information presented here provides subsidies for
the developing of new strategies to control these environmentally sustainable phytonematodes,
thus confirming the importance of applying RNAI technology to obtain GM cultivars of
economic importance.

Keywords: parasitism. proof of concept. Meloidogyne incognita. Gossypium hirsutum. gene
silencing.
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Figura 1 — Ciclo de vida do nematoide-das-galhas Meloidogyne sp. J1 = juvenil do primeiro
estadio, J2 = juvenil do segundo estadio, J3 = juvenil do terceiro estadio e J4 = juvenil do quarto
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Figura 2 — llustracéo esquematica do mecanismo de interferéncia por RNA a partir de dsSRNAs
em fitonematoides. A molécula de RNA de fita dupla (dAsSRNA) se liga a uma proteina DICER,
de um modo dependente de ATP que exibem 2 nucleotideos (nt) salientes nas suas extremidades
3’, que a divide em pequenos RNAs interferentes (siRNAs); esses siRNAs se ligam a proteinas
parte do Complexo de Silenciamento Induzido por RNA (RISC). O RISC separa 0s sSiRNAs em
duas fitas: uma das fitas é degradado enquanto a outra serve como uma sonda de busca, que
liga 0 RISC a alvos complementares de RNA. Apds esse reconhecimento, ocorre a formagéo
do complexo siRNA/mMRNA, a enzima argonauta RNaseH (Slicer) identifica e cliva (degrada)
esse RNA de cadeia simples carregado (ssRNA), causando o silenciamento génico. ............. 23
Figura 3 — Mecanismo de RNAI mediado por plantas em nematoides parasitas de plantas.
Moléculas de dsRNAs séo produzidas no citoplasma de células vegetais como RNA hairpin,
produzido por plantas transgénicas (com uma sequéncia em orientacdo senso e anti-senso,
separadas por uma regido ndo codificante). Os dsRNAs podem ser ingeridos pelos
fitonematoides, por meio dos tubos de alimentagdo. Alternativamente, as moléculas de dsSRNAs
sdo processadas pela maquinaria de RNAI da planta e os siRNAs sdo ingeridos pela espécie
LYo SRR 26
Figuras do Capitulo 1

Figura 1.1 — Mapa da producéo agricola do algoddo no Brasil. Os nimeros dentro do mapa
representam o valor absoluto da producao do algodao em mil toneladas. ............cccccevevvivennnne 40
Figura 1.2 — Cassete de expressdo dsMincl. Representacdo esquematica do cassete de expressao
dsMincl (10.781 pb) contendo fragmentos de dsRNAs, in tandem senso e anti-senso
provenientes de trés diferentes genes de M. incognita (Mi-cpl, Mi-icl e Mi-fs) sob o controle do
promotor uceS8.3, seguido pelo terminador Nos (T-nos). Bordas esquerda e direita do vetor
bindrio (LB e RB - left e right borders), respectivamente. Os marcadores de herbicidas
incluiram o gene da aceto-hidroxiacido sintase (ahas), controlado por seu promotor e
terminador (ahas-t), e 0 gene de resisténcia ao glufosinato de amonia (bar), controlado pelo
promotor duplicado 35S do virus do mosaico da couve-flor (35S 2x) € T-n0S. .......cccceevruennns 477
Figura 1.3 — Pipeline experimental utilizado para identificar e caracterizar eventos de algodao
GM expressando as moléculas de dsSRNAs da construcdo dsMincl. Ap6s bombardear embries
de algodéo (cultivar BRS 372) com cassetes linearizados da constru¢do dsMincl, as plantas de
algoddo transformadas foram selecionadas por resisténcia ao Imazapir, conferida pelo gene
ahas. Uma vez aclimatados em casa de vegetacédo, as plantas To foram caracterizadas pela
expressdo do gene bar, imunodetectacdo pelo Kit LibertyLink® e também selecionadas pela
amplificacdo do gene bar por PCR (377 pb). Dessa forma, foram selecionados sete eventos de
transformacéo de algod&@o To. Aleatoriamente, foram selecionados 3 eventos para 0 avanco de
geracdo (dsMincl-10, dsMincl-20 e dsMincl-64). A geracdo de algoddo GM T foi
caracterizada por PCR, como na geracao To. Dessa forma, foram selecionadas trés plantas PCR
positivas para cada evento de transformacéo To selecionado (dsMinc1-10.13, dsMinc1-10.16 e
dsMinc1-10.19; dsMinc1-20.19, dsMinc1-20.25 e dsMinc1-20.39; dsMincl1-64.2, dsMinc1-64.8
e dsMinc1-64.15) para constituir a gerac@o T1. Foi escolhido aleatoriamente um evento de cada
planta de algoddo GM (dsMinc1-10.16, dsMinc1-20.39 e dsMinc1-64.15) para o avanco de
geracdo. Foram semeadas dez sementes de algoddo T», as quais foram caracterizadas
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fenotipicamente em relacéo a resisténcia ao fitonematoide M. incognita e pela amplificacdo do
gene bar, por PCR (377 pb). As plantas que apresentaram fendtipos com maior nivel de
resisténcia (dsMinc1-10.16.3, dsMinc1-20.39.3 e dsMinc1-64.15.1), quando comparados aos
controles de susceptibilidade (BRS 372 e FM 966), foram selecionados para obtencdo da
geracdo Tz. Foram semeadas dez plantas de algodao T3, que foram caracterizadas da mesma
maneira que a geracdo T.. Legenda: ®: autofecundacao.. .........occovevvviiinieinne e 576
Figura 1.4 — Caracterizacdo de plantas de algodao da geragdo T transformadas com dsMincl e
desafiados contra M. incognita. Cada barra representa um total de 10 plantas avaliadas. (a)
padrdo de galhas observados nas raizes de plantas de algoddo e suas respectivas notas. (b)
Porcentagem de plantas suscetiveis (nota 1, pontilhado), moderadamente suscetiveis (nota 2,
cinza escuro) e resistentes (nota 3, preto) de acordo com o indice de galhas. As progénies To,
oriundas de trés eventos de transformacdo, foram avaliadas quanto ao indice de galhas em
relacdo aos controles de suscetibilidade (WT — BRS 372) e de resisténcia (M-315). (c)
Porcentagem de plantas selecionadas por amplificacdo do gene bar por PCR (377 pb) das
progénies T» resistentes (nota 3) no bioensaio contra M. incognita; PCR positivo para plantas
(preto); plantas PCR negativo (CINZA ESCUID). ...uecuveiueerieeieiteeieeeestee e eeesteesae e e seesneesraenees 59
Figura 1.5 — Efeito das moléculas de dsRNAs do cassete de expressdo dsMincl no
desenvolvimento e reproducdo de M. incognita em plantas de algoddo GM. (a) NUmero de
galhas g* de raiz induzidas; (b) FR (fator de reproducdo) e (c) o nimero de massas de ovos g
de raiz de M. incognita em diferentes linhagens T3 (dsMinc1-10.16, dsMinc1-20.39 e dsMinc1-
64.15), controle de suscetibilidade BRS 372 (WT) e de resisténcia (M-315) sdo mostrados aos
120 DAI. Barras indicam os erros padrdo dos dados médios (n = 3-7) e os asteriscos indicam
diferenca significativa pelo teste t de Student (p < 0,05), em comparagédo com plantas de
CONEIOIE NAO GIM (W), ittt et te e a e s te et e e reesaeesneenee e 60
Figura 1.6 — Amplificacdo de regides génicas no cassete de expressdo dsMincl em algod&o Ts.
Gel de agarose 1% contendo amplificacdo do fragmento do gene de selecdo bar de 377 pb (a)
e do promotor uceS8.3 de 257 pb (b). (WT): planta ndo transformada utilizada como controle
negativo; (-): dgua usada como controle negativo da reacdo de PCR; (+): controle positivo —
cassete de expressdo dsMincl; M: marcador em pares de bases (pb) (Ladder 1kb plus
(INVIETOGEN®)). oottt sttt s et 610
Figura 1.7 — Anéalise macroscopica de raizes de plantas de algoddo mostrando que a intensidade
de galhas provocadas por M. incognita foi comparativamente maior nas plantas controle do que
nas progénies das plantas GM T3, aos 120 DAI. As setas amarelas indicam a posigéo das galhas
na raiz de cada planta avaliada. WT, algoddo ndo transformado (BRS 372), M-315, genétipo de
algoddo utilizado como padrao de reSIStENCIA. ........ceevvveieieeiecic e 621
Figura 1.8 — Analise histoldgica de tecidos de galhas de linhagens de algoddao WT (BRS 372)
e GM em imagens de campo claro de sec¢des longitudinais de galhas de algod&o coradas com
azul de toluidina. Controle WT (BRS 372); controle de resisténcia (M-315). (*) células gigantes
e locais de alimentacdo; (n) fitonematoide. As setas vermelhas indicam elementos do xilema.
As setas pretas indicam células gigantes malformadas apresentando parede celular como
material manchado, sugerindo tentativa de mitose. Barras = 50 pM........cccceverenenenenennninns 64
Figura 1.9 — Caracterizagdo média dos niveis relativos de acimulo de transcritos por RT-qPCR
dos genes presentes no dsMincl de galhas em plantas de algodéo infectados por M. incognita,
coletados de plantas de algoddo GM T3 (dsMinc1-10.16.3, dsMinc1-20.39.3 e dsMinc1-64.15.1)
e WT. (a) Expresséo relativa do gene Mi-cpl; (b) expressdo relativa do gene Mi-icl; (c)
expressao relativa do gene Mi-fs. As barras indicam os erros padrdo dos dados médios (n = 3).
Diferencas significativas foram avaliadas pelo teste de Turkey, no qual a expressdo génica de
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Mi-cpl, Mi-icl e Mi-fs em galhas de diferentes eventos de transformacéo de plantas de algodéo
foram comparadas as plantas controle WT (* p < 0,05; ** p < 0,01). .ocovevvevvereinieneiecnannn 66
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bindrios modulares dos genes Minc3s01206g21700 (a), Minc3s00292g09561 (b),
Minc3s00280g09294 (c), Minc3s01217g21793 (d) e Minc3s01635g25253 (e) é representado
esquematicamente. Mostrando também, as regides especificas selecionadas para serem alvo de
silenciamento via RNAI de cada gene. A expressdo dos dsRNAs € dirigida pelo promotor
constitutivo, uceS8.3. Quando o dsRNA ¢ expresso na planta hospedeira, é produzido um RNA
em hairpin (hpRNAI), separado por intron. Os nucleotideos inicial e final das regifes
escolhidas estdo demarcadas e identifiCados. ..........ccocveiieriiieiiee e 82
Figura 2.3 — Amplificacdo dos amplicons dos potenciais genes efetores. Gel de agarose 1%,
demonstrando a reagdo de PCR de colOnia das A. tumefaciens, transformadas com as
construcdes Minc3s012069g21700, Minc3s00292g09561, Minc3s00280909294,
Minc3s01217921793 e Minc3s01635925253, contendo amplificacdo do fragmento da
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Figura 2.5 — Selecdo de plantas GM Tz de N. tabacum em meio MS com KanR 100 pg mL™.
WT: planta ndo transformada que ndo germinou na placa de selecdo. GM: planta transgénica
que geminou e cresceu Na placa de SEIECAD. .........cocvviricieie e 954
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Figura 2.7 — Efeito das moléculas de dsRNAs no desenvolvimento e reproducgéo de M. incognita
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1 INTRODUCAO GERAL

1.1  NEMATOIDES PARASITAS DE PLANTAS E MEDIDAS DE CONTROLE

Mundialmente, existem cerca de 4 mil espécies de nematoides parasitas de plantas
(NPP) descritas (DECRAEMER; HUNT, 2013). H& dois grupos principais desses
fitonematoides: parasitas sedentarios e migratorios. As formas sedentarias incluem muitos dos
géneros economicamente mais importantes, tais como os nematoides formadores de galhas
(NFG) (Meloidogyne spp.) e os nematoides formadores de cisto (NFC) (Heterodera spp. e
Globodera spp.), que sdo endoparasitas, além de outros géneros semi-endoparasitas
(Rotylenchulus spp., Nacobbus spp. e Tylenchulus spp.). J& os endoparasitas migratorios
(Radopholus spp. e Pratylenchus spp.) permanecem mdveis durante todo o seu
desenvolvimento e se alimentam de muitas células de plantas, normalmente sem modificacao
celular prévia (BAKHETIA et al., 2005a; DAVIS; HUSSEY; BAUM, 2009; PERRY; MOENS,
2011).

Existem descritas na literatura quatro racas de Meloidogyne incognita, que possuem
diferentes hospedeiros, sendo as ragas 3 e 4 as mais patogénicas ao algodoeiro (STARR, 1998).
No Brasil, a raca 3 é a mais comum (ASMUS et al., 2015). O ciclo de vida dos NFG
basicamente apresenta estadios iniciados por ovo, quatro estadios juvenis (J1, J2, J3 e J4,
caracterizado pelas ecdises) e a fase adulta (fémea) (Figura 1). Caracteristicas como
temperatura, umidade e plantas hospedeiras influenciam diretamente no ciclo biol6gico desses
organismos. Geralmente, esses individuos atingem a Ultima fase entre trés e quatro semanas
(FERRAZ; MONTEIRO, 1995).



19

Figura 1 — Ciclo de vida do nematoide-das-galhas Meloidogyne sp. J1 = juvenil do primeiro estadio, J2 = juvenil
do segundo estadio, J3 = juvenil do terceiro estadio e J4 = juvenil do quarto estadio.
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Hé& alguns anos atrés, havia pouca informacao disponivel sobre respostas de defesa por
parte das plantas coordenadas por hormonios envolvidos nas relagdes parasiticas complexas de
longo prazo, como interagdes com fitonematoides de raizes (MARTINEZ-MEDINA et al.,
2017). No entanto, muito tém-se estudado acerca desse tema nos ultimos anos (BALI et al.,
2018; GHEYSEN; MITCHUM, 2019; PIYA; BINDER; HEWEZI, 2019; SATO; KADOTA;
SHIRASU, 2019). Sabe-se que 0s NFG podem manipular as defesas de plantas e reprogramar
as células. Essas modifica¢bes geram sitios de alimentacdo em areas das raizes das plantas, que
irdo fornecer os nutrientes necessarios para seu desenvolvimento e reproducao (GHEYSEN;
MITCHUM, 2011). O modo de acdo dos NFG se inicia no momento da infec¢do da raiz
hospedeira. Nesse processo, ocorre a modificacdo de uma ou mais células vegetais, 0 que causa
a sua desdiferenciacdo em um local de alimentagdo especializado que suporta o
desenvolvimento de uma fémea sedentaria, alimentada e reprodutivamente competente. Os
NFG de raiz formam células gigantes, por meio da indugdo de mitoses sucessivas de células
vegetais, sem citocinese simultanea (DAVIS et al., 2000, 2008; GRUNDLER; SCHNIBBE;
WYSS, 1991; WILLIAMSON; GLEASON, 2003).

A maioria dos fitonematoides possuem um estilete oco, por meio do qual séo injetadas
secrecdes das glandulas esofagianas na célula da planta. Com isso, ha a formacdo de um tubo

de alimentagdo que ir4 assegurar forte vinculo do fitonematoide a essa célula especifica, por
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onde se d& a ingestdo dos nutrientes, disponibilizados pela célula vegetal (MITKOWSKI,
ABAWI, 2003). A infeccdo das raizes ocorre pelos juvenis de segundo estadio pré-parasitas
(ppJ2), os quais utilizam sinais quimicos da planta, liberados pelas raizes, para localizar e
infectar os hospedeiros (WANG; MASLER; ROGERS, 2018), ou seja, a quimiotaxia eficiente
para a localizac&o de plantas hospedeiras é crucial. Os ppJ2 entram pelo cértex da raiz, proximo
a zona de alongamento celular, e migram para o interior do cilindro vascular em direg&o & ponta
da raiz, onde selecionam de quatro a oito células para induzir sua alimentacdo. Os estadios J3,
J4 e das fémeas adultas, sdo encontrados necessariamente nas raizes, configurando sua condicéo
de fitonematoide endoparasita sedentério (NOE, 2010).

Repetidos ciclos de divisdo e crescimento celular levam a formacéo de células gigantes
hipertrofiadas e multinucleadas. Essas células gigantes s@o metabolicamente hiperativas e
servem como unica fonte dos nutrientes necessarios para o desenvolvimento dos NFG. Além
disso, a hiperplasia das células circunvizinhas causa a formacdo de nos radiculares ou galhas
macroscopicamente visiveis, nos quais os fitonematoides sdo incorporados (KYNDT;
FERNANDEZ; GHEYSEN, 2014; MEDINA et al., 2017). Com a reducdo do nutriente vegetal
e a absorcdo de agua pelo dano resultante ao sistema radicular, as plantas infestadas sdo,
portanto, fracas e possuem baixo rendimento. Uma vez que a estrutura de alimentagdo é
estabelecida, as fémeas continuam seu desenvolvimento e produzem centenas de milhares de
ovos. Esses ovos sdo, entdo, expelidos como uma massa protegida dentro de uma matriz
gelatinosa, na superficie externa da raiz (DANCHIN et al., 2013).

O parasitismo de M. incognita provoca a inibicdo ou bloqueio da translocacdo de dgua
e nutrientes, além de resultar em um menor desenvolvimento radicular. Como consequéncia, as
plantas apresentam sintomas nao especificos, que se comparam aos de deficiéncia nutricional
e/ou hidrica. E comum observar folhas com manchas de coloracdo amarelada, em contraste com
o verde normal, sintoma conhecido como “carijo” (clorose internerval). Por vezes, em casos
particulares, essas manchas espalhadas podem também ser de coloracdo avermelhada. Outro
efeito secundario sofrido pelas plantas com sistema radicular parasitado pelo fitonematoide é a
maior intolerancia ao estresse hidrico (BARTLEM; JONES; HAMMES, 2014).

O controle de fitonematoides durante anos foi baseado, principalmente, pelo uso de
nematicidas quimicos. Atualmente, nenhuma medida de controle elimina completamente as
perdas decorrentes dos fitonematoides do algodoeiro. Devido aos efeitos colaterais ambientais
e preocupacdes com a saude animal e humana, a aplicacdo de muitos nematicidas sintéticos a
base de carbamatos, organofosforados e organoftalidas foi proibida, ou estdo sob avaliacdo,

pela Unido Europeia (NTALLI et al., 2016). A rotacao de culturas com plantas ndo hospedeiras
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é uma alternativa que pode proporcionar em um ano a supressdo dos fitonematoides, mas a
rotacdo efetiva com essas culturas ndo e largamente utilizada porque muitas delas tém baixo
potencial econémico (NEVES; PINTO, 2017; DUTTA; KHAN; PHANI, 2019).

Atualmente, os principais termos formalmente definidos, aplicados a patogenicidade do
fitonematoide e a resposta da planta, sdo suscetiveis, tolerantes e resistentes. Esses termos
descrevem a capacidade de um nematoide parasita se reproduzir em uma planta hospedeira.
Uma planta hospedeira suscetivel € vulneravel a invasdo e reproducdo por uma espécie ou
populacdo especifica de fitonematoide, enquanto que um hospedeiro tolerante possui a
habilidade de compensar ou recuperar-se dos efeitos prejudiciais provocados pelo ataque por
determinado fitonematoide. Uma planta resistente é aquela que suporta a reproducdo do
fitonematoide em suas raizes e pode ser quantificada com diminui¢cdes na reproducdo do
fitonematoide em relacdo a um controle suscetivel, que varia de efeitos leves a completos. A
resisténcia de ocorréncia natural, frequentemente, envolve a detec¢do do fitonematoide pela
planta, seguida por uma resposta de hipersensibilidade (WILLIAMSON; KUMAR, 2006;
TOMCZAK et al., 2008; MORESCO, 2016).

1.2 SILENCIAMENTO GENICO VIA RNA INTERFERENTE

Existem pelo menos duas formas de silenciamento de genes, via RNA interferente
(RNAI) em plantas. Todas essas vias envolvem a clivagem de um RNA de dupla-fita (dSRNA)
em RNAs curtos. A primeira é o silenciamento via small interfering RNA (siRNA)
citoplasmatico e a segunda é o silenciamento de RNAs mensageiros enddgenos por microRNAs
(miRNAs) (BAULCOMBE, 2004). A molecula de RNA em certos sistemas bioldgicos
apresenta funcdo interferente. Desse modo, quando inserida em um determinado organismo,
altera a ativacdo ou a transcricdo de um determinado gene (IZANT; WEINTRAUB, 1984;
NELLEN; LICHTENSTEIN, 1993). O RNAI é um mecanismo de regulacdo pés-transcricional
da expressao génica induzido por dsRNA, que € amplamente conservado e que ocorre entre
plantas, animais e microrganismos (SEN; BLAU, 2006; CARTHEW; SONTHEIMER, 2009;
BEREZIKQV, 2011).

Inicialmente, Fire et al. (1991) usaram a tecnologia do RNAi no nematoide modelo
Caenorhabditis elegans para manipular a expressdo génica de dois genes, que codificam
proteinas de miofilamentos, presentes nos musculos da parede do seu corpo. Esses efeitos foram
propostos como resultado de um mecanismo antisense simples, dependente da hibridagéo entre
0 RNA exdgeno e os transcritos de RNA mensageiro endégeno (HAMILTON; BAULCOMBE,
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1999; WATERHOUSE; GRAHAM; WANG, 1998, HAMMOND et al., 2000). Embora o
mecanismo do RNAI tenha sido primeiramente decifrado em C. elegans, um fenémeno similar
em plantas ja havia sido descrito como silenciamento génico pés-transcricional ao realizar
experimentos com flores de pettnias. O objetivo era modificar a cor de flores de petinia, por
meio da introducdo de uma enzima-chave (chalcona sintase) para a pigmentacao rosa ou violeta
das flores de pettnia obtendo, assim, flores mais escuras. No entanto, percebeu-se flores menos
pigmentadas, flores variegadas ou completamente brancas. Esses resultados demonstraram que
a atividade da chalcona sintase havia sido substancialmente diminuida (NAPOLI; LEMIEUX;
JORGENSEN, 1990). Isso ocorreu devido a inibicdo pds-transcricional da expressao génica em
razdo de um aumento da taxa de degradagdo do RNA mensageiro (MRNA) (VAN BLOKLAND
et al.,, 1994), cujo mecanismo era conhecido, até aquele momento, por co-supressdo da
expressdo do gene. Esse fendmeno pode proteger as plantas de elementos genéticos moveis,
como os dsRNAs de virus, ou as consequéncias adversas da atividade de transposons
(VOINNET, 2001; WATERHOUSE; WANG; LOUGH, 2001; ROVERE; DEL VAS; HOPP,
2002).

A técnica de silenciamento, via RNAI, envolve uma maquinaria de ribonucleases para
a sua execucdo. Primeiramente, o dsRNA longo é expresso ou introduzido na célula (por
exemplo, como resultado do emparelhamento de bases de transcritos senso e anti-senso, ou a
formagéo de estruturas stem-loop), e processado em SiRNAs pela DICER (dsRNA-specific
RNase Il1-type endonuclease), de um modo dependente de ATP que exibem 2 nucleotideos (nt)
salientes nas suas extremidades 3’. Posteriormente, os siRNAs recém-formados, sdo
desenrolados e carregados pelo complexo silenciador, induzido por RNA (RISC), e a outra fita
do siRNA é degradada. O siRNA possui cadeia simples, que, juntamente com o completo RISC,
ird localizar alvos de mRNAs com sequéncias homologas ao siRNA por pareamento de bases.
Na formacdo do complexo siRNA/MRNA, a enzima argonauta que apresenta atividade de
RNaseH (Slicer) identifica e cliva (degrada) esse RNA de cadeia simples carregado (ssSRNA),
causando o silenciamento génico (Figura 2) (MELLO; CONTE JR, 2004; BAKHETIA et al.,
2005a; HAMMOND, 2005; SIOMI; SIOMI, 2009; WINTER et al., 2009).
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Figura 2 — llustracdo esquematica do mecanismo de interferéncia por RNA a partir de dsRNAs em fitonematoides.
A molécula de RNA de fita dupla (dsRNA) se liga a uma proteina DICER, de um modo dependente de ATP que
exibem 2 nucleotideos (nt) salientes nas suas extremidades 3’, que a divide em pequenos RNAs interferentes
(SIRNAS); esses siRNAs se ligam a proteinas parte do Complexo de Silenciamento Induzido por RNA (RISC). O
RISC separa os siRNAs em duas fitas: uma das fitas é degradado enquanto a outra serve como uma sonda de busca,
que liga o RISC a alvos complementares de RNA. Apos esse reconhecimento, ocorre a formacao do complexo
siRNA/mRNA, a enzima argonauta RNaseH (Slicer) identifica e cliva (degrada) esse RNA de cadeia simples
carregado (ssRNA), causando o silenciamento génico.
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Outra diferente estratégia, aplicada a inducdo do silenciamento génico, é via de
miRNAs, que sdo pequenos fragmentos de RNAs (20-23 nt). Essas pequenas moléculas podem
desempenhar importantes papéis reguladores de genes em animais e plantas, por
emparelhamento aos MRNAS de genes codificadores de proteinas, para direcionar sua repressao
pos-transcricional (BARTEL, 2009; WINTER et al., 2009). Diferente dos siRNAs, que provém
de fora da ceélula, os miRNAs sdo endodgenos, porém possuem semelhangas no seu
processamento e funcdo (CARTHEW; SONTHEIMER, 2009). Sabe-se que os miRNAs sdo
oriundos a estimulos que ocorrem naturalmente no organismo e seguem o mesmo caminho do
RNAI dos siRNAs, também desempenham um papel importante na regulacéo génica em muitos
organismos, desde fitonematoides até plantas e humanos (BARTEL, 2004; SIOMI; SIOMI,
2009).
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Ap0s a descoberta do silenciamento génico direcionado por siRNAs (FIRE et al., 1998),
ficou claro que as estratégias de RNAI tinham um enorme potencial para uso no controle de
pragas. Estudos em plantas e fungos permitiram a descoberta de vias de silenciamento de genes,
que foram desencadeadas pela expressao de transgenes (material genético transferido entre dois
organismos) ou através da replicagdo viral (BAULCOMBE, 2004). Uma das vantagens do uso
do RNAI pode ser sua aplicacdo em organismos sem a utilizacdo da engenharia genética, pois
ndo requer metodos transformadores, e pode ser realizado in vivo. Portanto, 0 método permite
0 estudo de fendtipos especificos do tecido e ao estadio de vida, associados a expressdo génica,
bem como complexos fen6tipos que ndo podem ser modelados em ensaios baseados em células
(PERRIMON; NI; PERKINS, 2010; MOHR; PERRIMON, 2012). Desta forma, ficou claro que
a caracterizacdo das rotas de silenciamento génico, especialmente as rotas de producdo de
siRNAs, foi um importante marco no desenvolvimento de estratégias de controle de pragas.

Nos ultimos anos, o estudo de transcriptomas de fitonematoides tem sido empregado
para prever principalmente in silico o perfil de expressdo génica para fins biotecnol6gico. Apos
a introducdo das técnicas de Sequenciamento de Préxima Geracdo (NGS), amplamente
utilizadas para o sequenciamento de DNA e cDNA, a analise de transcriptomas tornou-se rapida
e eficiente e, atualmente, é possivel detectar e identificar miRNAs, regides ndo traduzidas 3' e
5'e até mesmo mRNAs completos. Com isso, é fornecido uma visdo da complexidade evolutiva
e bioldgica desses organismos (SHIN et al., 2008). Diversos fatores importantes devem ser
levados em consideracdo para aplicar a tecnologia do RNAI no desenvolvimento de plantas
transgénicas resistentes a pragas, com base nos resultados obtidos em C. elegans
(ABDURAKHMONOV et al., 2016). Dentre estes: (1) deteccdo de genes vitais e especificos
do organismo alvo, cujo RNAIi deve causar retardo no desenvolvimento ou letalidade,
preferencialmente, das espécies alvo; e (2) os dsSRNAs devem ser absorvidos principalmente
pelo sistema intestinal do organismo alvo, a partir da alimentacdo com tecidos vegetais, e devem
induzir o silenciamento do gene alvo, amplificar rapidamente e se espalhar sistemicamente.
Esses mesmos critérios devem ser tambem considerados para obtencéo de plantas resistentes a
fitonematoides, assegurando a especificidade desses genes para que ndo tenha efeitos em
espécies ndo alvo como cordatas, plantas, anelideos, insetos polinizadores e moluscos
(DANCHIN et al., 2013).
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1.3  POTENCIAIS GENES ENVOLVIDOS NA RESISTENCIA DE PLANTAS A M.
incognita, POR MEIO DO SILENCIAMENTO GENICO, MEDIADO POR RNAi

Caracteristicas diagnosticas Uteis para identificar os NPP sdo notavelmente poucas
devido ao pequeno tamanho e anatomia simples dos fitonematoides parasitarios. Além disso, o
conhecimento das relacBes entre os fitonematoides e suas distribui¢bes geogréficas, para a
maioria dos fitonematoides parasitarios, permanece inadequado. A pesquisa sistematica é
essencial para facilitar o diagndstico de potenciais problemas de pragas, bem como melhorar as
previsdes sobre a patogenicidade e o alcance do hospedeiro (CHITWOOQOD, 2003).

A homologia existente entre genes que codificam diversas proteinas secretadas pelo
fitonematoide com genes bacterianos, sugere que a transferéncia horizontal de genes (THG)
pode ter sido uma chave no desenvolvimento do parasitismo por fitonematoides
(KONDRASHOV et al, 2006). O banco de dados NCBI de nucleotideos
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/), por exemplo, possui, atualmente, cerca de 120.000
sequéncias totais de M. incognita. Genes compartilhados com parasitas de animais também séo
induzidos em NPPs e podem ter um papel na defesa do hospedeiro (WILLIAMSON;
GLEASON, 2003). Com base na literatura, percebe-se que o uso da tecnologia de RNAI vem
mostrando alta eficacia e resultados extremamente promissores (Tabela 1 e S1), a partir do
silenciamento de genes essenciais a sobrevivéncia do fitonematoide e de genes efetores. Assim,
a tecnologia de RNAI estd emergindo como uma ferramenta biotecnol6gica, extremamente Util
na aplicacdo da nematologia de plantas para elucidar a funcéo dos genes, observando o efeito
fenotipico do knock-down de genes alvo na transcricao.

Como citado anteriormente, as praticas de manejo existentes, como 0 uso de
nematicidas, representam uma ameaca a0 meio ambiente e possuem alto custo. Portanto,
recorrer as estratégias de controle ambientalmente adequadas e econdmicas € uma alternativa a
ser considerada. Nos ultimos anos, 0 RNAi emergiu como uma ferramenta potencial para
controlar os fitopatdgenos, por meio do método de silenciamento génico induzido por
hospedeiros (KOCH; KOGEL, 2014). H&a mais de 10 anos, se sabe que a tecnologia de RNAI
pode se tornar em uma ferramenta de controle de fitonematoides em espécies de interesse
econémico. A primeira demonstracdo de plantas transgénicas com resisténcia a infeccao por
fitonematoides, baseada em RNAI, foi relatada por Yadav, Veluthambi e Subramaniam (2006)
em plantas de tabaco, desafiadas com M. incognita. Com o intuito de gerar culturas de
importancia econdmica GM resistentes a fitonematoides, o uso de dsRNAs para silenciar a

expressao génica € atualmente um tema bastante explorado (URWIN; LILLEY; ATKINSON,
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2002; BAKHETIA et al., 2005b; FANELLI et al., 2005; ROSSO et al., 2005; SOUZA JUNIOR
etal., 2013). De acordo com McCarter (2009), as abordagens para o controle de fitonematoides,
via engenharia genética, podem ser classificadas como atuando em alvos de fitonematoides, na
interface fitonematoide-planta e na resposta da planta.

A captacdo oral de dsRNAs ou siRNAs pelos fitonematoides requer sua passagem
através do tubo de alimentac&o. Isso funciona como um filtro molecular, portanto, ndo é certo
que o dsRNA seja eficientemente ingerido por todos os fitonematoides (Figura 3) (BAKHETIA
etal., 2005a). Urwin et al. (1997) observaram, em seu estudo analisando a atividade da proteina
fluorescente (GFP) nos tubos de alimentacdo de fitonematoides in vivo (realizado nas raizes de
Arabidopsis thaliana), que o fitonematoide G. pallida exclui grande parte da captacdo da
proteina GFP, enquanto o M. incognita ingere imediatamente essa proteina. Portanto, dSRNAs
ou siRNAs podem passar através dos poros do tubo de alimentacdo. Outro detalhe importante
para o funcionamento das moléculas de dsRNAs ingeridos por fitonematoides é que eles
possuem um limen intestinal levemente alcalino, que ndo digere os acidos nucleicos
rapidamente, como observado em C. elegans (TIMMONS; FIRE, 1998). Os dsRNAs movem-
se sistemicamente, a partir do intestino ou da célula injetada, induzindo o silenciamento do gene
em outras células, que expressam uma sequéncia de mMRNA homologa (GRISHOK; TABARA,;
MELLO, 2000).

Figura 3 — Mecanismo de RNAI mediado por plantas em nematoides parasitas de plantas. Moléculas de dsRNAs
sdo produzidas no citoplasma de células vegetais como RNA hairpin, produzido por plantas transgénicas (com
uma sequéncia em orientacdo senso e anti-senso, separadas por uma regido nédo codificante). Os dsSRNAs podem
ser ingeridos pelos fitonematoides, por meio dos tubos de alimentacéo. Alternativamente, as moléculas de dsSRNAs
sdo processadas pela maquinaria de RNAI da planta e os siRNAs sdo ingeridos pela espécie alvo.
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Tabela 1 — Genes alvo do fitonematoide M. incognita, potencialmente envolvidos na infec¢do e/ou no seu desenvolvimento, relatados pelo uso da tecnologia RNAI.

Gene alvo Método de ingestdo  Planta hospedeira 'I;(re]rfrgggéc(j)e Fendtipo observado Referéncia
pMiDuox1 Soaking Phaseolus angularis 14 DAI Reducédo de 70% no n° de nematoides Baketia et al. (2005)
16D10 Soaking A. thaliana 13 DAI Reducdo de 74-81% no n° de nematoides Huang et al. (2006)
16D10 In planta A. thaliana 13 DAI Reducéo de 63-90% no n° de galhas Huang et al. (2006)
Reducédo de 69-93% no n° de ovos
Integrase In planta Tabaco 45 DA Reducéo de 90% no n° de nematoides Yadav, Veluthambi e
(AW871671) Subramaniam (2006)
Mi-fs In planta Tabaco 45 DA Redugéo de 92% no n° de galhas Yadav, Veluthambi e
Subramaniam (2006)
Mi-gsts-1 Soaking S. lycopersicum 42 DAI Reducé&o no nimero de massa de ovos Dubreuil et al. (2007)
Mi-cpl-1 Soaking P. angularis 21 DAI Redugéo de 60% no n° de nematoides Shingles et al. (2007)
Mispc3 In planta A. thaliana 20 DAI Reducéo de 52-61% no n° de nematoides Charlton et al. (2010)
Tp (tirosina In planta G. max 38 DAI Reducéo de 92% no n° de galhas Ibrahim et al. (2011)
fosfatase) Reducdo de 5,4 vezes no didmetro de fémeas
MSP In planta G. max 38 DAI Reducéo de 94,7% no n° de galhas Ibrahim et al. (2011)
Reducdo de 6,5 vezes no didmetro de fémeas
Mi-Rpn7 In planta S. lycopersicum 40 DAI Reducdo de 34% no n° de massa de ovos Niu et al. (2012)
Reduc&o de até 50,8% de ovos
Minc03866 Soaking S. lycopersicum 21 DAI Redugdo de 41,2% no n° de galhas Danchin et al. (2013)
Reducédo de 50,3% no n° de ovos
Minc03313 Soaking S. lycopersicum 21 DAI Redugdo de 57,8% no n° de galhas Danchin et al. (2013)
Reducéo de 53,2% no n° de ovos
Minc01632 Soaking S. lycopersicum 21 DAI Redugdo de 57,7% no n° de galhas Danchin et al. (2013)
Reduc&o de 70,1% no n° de ovos
Minc05001 Soaking S. lycopersicum 21 DAI Redugéo de 51,5% no n° de galhas Danchin et al. (2013)
Reducéo de 71,1% no n° de ovos
Minc08013 Soaking S. lycopersicum 21 DAI Reducéo de 44,5% no n° de galhas Danchin et al. (2013)
Reducdo de 54% no n° de ovos
Minc02483 Soaking S. lycopersicum 21 DAI Reducdo de 54,4% no n° de galhas Danchin et al. (2013)

Redugcédo de 60,9% no n° de ovos




Minc08335

Minc17713

Mi-CRT
(Minc06693)
flp-14

flp-18

Mi-ser-1

Mi-cpl-1
Mi8D05
16D10

Mi-icl
MiMsp40

Misp12

Atlg74770
Minc18876

Mi-msp-1

Soaking

Soaking

In planta

In planta

In planta

In planta

In planta

In planta
In planta
In planta

In planta

In planta

In planta

Soaking

In planta

S. lycopersicum

S. lycopersicum

A. thaliana

Nicotiana tabacum

N. tabacum

N. tabacum

N. tabacum

A. thaliana
Vitis vinifera
N. tabacum

A. thaliana

N. benthamiana

A. thaliana

N. benthamiana

S. melongena

21 DAI

21 DAI

56 DAI

30 DAI

30 DAI

45 DAI

45 DAI

56 DAI
35 DAI
45 DAI
49 DAI

45 DAI

21 DAI
42 DAI

30 DAI

Reducéo de 60,8% no n° de galhas
Reducdo de 56% no n° de ovos

Reducdo de 53,5% no n° de galhas
Reducdo de 64,2% no n° de ovos

Reducédo de 80% no n° de galhas
Reducéo de 50-103% no n° de fémeas
Reducéo de 28-57% no n° de massa de ovos

Reduc&o de 43-59% no n° de fémeas
Reducéo de 15-50% no n° de massa de ovos

Reduc&o de 30% no n° de ovos
Reducdo de 48% no n° de J2 eclodidos

Reducéo de 45% no nimero de galhas
Reducdo de 32% no n° de massa de ovos
Reducéo de 42% no n° de ovos
Redugéo de 90% no n° de galhas

Menor suscetibilidade a infecgcdo por nematoides
Reducdo de até 65% no n° de ovos

Redugcdo de 35,4-50,9% no n° de galhas
Reduc&o de 13,8-18,3% no n° de massa de ovos

Redugdo de 68% no n° de fémeas
Reducdo de 63% dos ovos de nematoides

Redugéo de 32% no n° de galhas

Redugéo de 60% no n° de galhas
Reducdo de 60% no n° de ovos
Reducdo de 33,8-46,9% no n° de galhas
Reducdo de 41-51,2% no n° de massa de ovos

Danchin et al. (2013)
Danchin et al. (2013)

Jaouannet et al. (2013)

Papolu et al. (2013)
Papolu et al. (2013)
Souza Janior et al. (2013)

Souza Janior et al. (2013)

Xue et al. (2013)
Yang et al. (2013)

Lourengo-Tessutti et al. (2015)

Niu et al. (2016)
Xie et al. (2016)

Kakrana et al. (2017)
Nguyen et al. (2018)

Chaudhary et al. (2019)
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Dentre os genes de M. incognita que foram caracterizados com a tecnologia do RNAI,
destacam-se 0s que tiveram alta expressdo em todo o organismo (Minc01632, Minc08335,
Mincl12224), os com alta expressao detectada especificamente em células glandulares
subventrais secretoras (Minc03866) e 0s genes com expressao observada especificamente no
trato intestinal, na fase J2 (Minc00801, Minc17713) (DANCHIN et al., 2013).

1.3.1 Silenciamento génico de genes essenciais de fitonematoides via RNAI

A tecnologia de RNAI pode ser atil para atingir genes essenciais para o
desenvolvimento, reproducdo e metabolismo dos fitonematoides (ROSSO; JONES; ABAD,
2009; LI et al., 2011; LOURENGCO-TESSUTTI et al., 2015; REHMAN; GUPTA; GOYAL,
2016). Em M. incognita, a imersdo com dsRNAs para os genes que codificam a dupla oxidase
(peroxidase e NADPH oxidase), reduziu a reproducdo do fitonematoide em até 70%
(BAKHETIA et al., 2005b). O silenciamento dos genes responsaveis pela produgdo de quitina
nas cascas dos ovos (quitina sintase) do fitonematoide M. artiellia afetou também o seu
desenvolvimento (FANELLI et al., 2005). Em outros estudos, a mortalidade de fitonematoides
foi alcancada ap6s a alimentacdo com dieta artificial contendo dsRNAs, onde as plantas GM
que expressavam 0s dsRNAs tiveram maior resisténcia ao parasita (FIRE et al., 1998; FIRE,
1999).

Algumas proteases sdo demonstradas como efetores, entretanto, também possuem papel
essencial na vida do fitonematoide. Algumas proteases, previamente descritas em M. incognita,
sdo duas proteases de cisteina-L (cisteina) (NEVEU; ABAD; CASTAGNONE-SERENO,
2003; SHINGLES et al., 2007), uma serina protease semelhante a quimotripsina (FRAGOSO
et al., 2005) e uma protease aspartica da catepsina D (FRAGOSO et al., 2009). Para os parasitas
helminticos, as proteases apresentam diversas funcdes na intera¢do parasito-hospedeiro,
podendo variar desde a participacdo durante a invasao dos tecidos do hospedeiro, até a nutricao
do parasita e a evasdo das respostas de defesa do hospedeiro (TORT et al., 1999). As secrecdes
dos fitonematoides parasitas séo consideradas como parte essencial no controle das diferentes
etapas da interagdo com seus hospedeiros. Em fitonematoides, proteinas secretoras codificadas
por genes expressos nas glandulas esofagicas sdo essenciais para a penetracdo no hospedeiro e
estabelecimento do parasitismo (DAVIS et al., 2000). Como exemplo, os genes que codificam

enzimas que degradam a parede celular, como a B-1,4-endoglucanase e a poligalacturonase,
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transcritos nas glandulas subventrais de M. incognita, podem estar envolvidos na penetragdo
das raizes (ROSSO et al., 1999; JAUBERT et al., 2002).

O desenvolvimento de plantas transgénicas resistentes a fitonematoides com base em
inibidores da cisteina protease (cistatinas) fornece informacdes que sdo Uteis para o
desenvolvimento de resisténcia mediada por RNAI. A cistatina expressa de forma transgénica
fornece 70-80% de resisténcia contra diversos fitonematoides em vérias plantas hospedeiras
(URWIN et al., 1997b, 1997c; URWIN; GREEN; ATKINSON, 2003; ATKINSON et al.,
2004). Em M. incognita, a sequéncia de uma cisteina protease (CPL) (Mi-cpl-1, M. incognita
cathepsin L-like protease 1) apresenta em seu N-terminal um peptideo sinal de secrecéo curta
de 19 aminoécidos. Essa protease também possui uma prd-regido putativa de 162 aminoacidos
e um dominio enziméatico maduro de 221 residuos, com um potencial sitio de N-glicosilacdo
antes do local de clivagem, que pode ser envolvido no dobramento correto ou secrecdo da
enzima. Alinhamentos de sequéncia proteica de Mi-cpl-1 indicaram que esta molécula codifica
para uma protease cisteina do tipo L-catepsina (NEVEU; ABAD; CASTAGNONE-SERENO,
2003).

O gene da CPL, é especificamente expresso nas células intestinais de J2s infecciosos de
M. incognita. Em fitonematoides parasitas, a digestdo extracelular de proteinas da dieta tem
sido proposta como um papel importante para CPL semelhantes a L-catepsina intestinal. A
proteina pode estar envolvida nos processos digestivos de M. incognita, porém, os dados
sugerem gue sua funcdo ndo esta estritamente relacionada a alimentacdo, mas na sua relacao
com o parasitismo da planta (NEVEU; ABAD; CASTAGNONE-SERENO, 2003).

A inibicdo do gene Mi-cpl-1 prejudica a digestdo da proteina da dieta e suprime a
multiplicacdo de fitonematoides (VAIN et al., 1998). Shingles et al. (2007), observaram uma
reducao no transcrito génico e a reducdo no nimero de plantas infectadas com fitonematoides
em quase 60%, assim como o numero de fémeas estabelecidas produzindo ovos aos 21 dias
apos a infecgdo. A partir da analise de hibridizacao in situ em fitonematoides jovens e maduros,
mostrou que o gene Mi-cpl-1 € expresso no intestino, 0 que sugere que 0 seu produto € uma
enzima digestiva. Os efeitos da funcdo desse gene foram consistentes com uma reducdo na
eficiéncia da alimentagdo. Além disso, estes autores observaram que Mi-cpl-1 € expressa em
um nivel similarmente alto em ppJ2, M. incognita jovem e adulta. Esses resultados indicam que
a protease é importante em todos os estadios de desenvolvimento do fitonematoide, como
descrito por Souza Junior et al. (2013). Ao utilizar N. tabacum GM para avaliar o efeito da
expressdo de dsRNAs complementar aos MRNAs com genes de proteases no ciclo de vida do

fitonematoide (Mi-asp-1, Mi-ser-1 e Mi-cpl-1), bioensaios foram realizados com ppJ2. Ao se
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avaliar a expressdo do transcrito dos genes das proteases nos ovos oriundos dos eventos
transgénicos, foi observada uma reducio significativa no gene Mi-cpl-1 (SOUZA JUNIOR et
al., 2013). O gene Mi-cpl-1 foi direcionado para gerar linhagens transgénicas de tomate para
avaliar a resisténcia a fitonematoides, via RNAI. Foi demonstrado que Mi-cpl-1 desempenha
um papel crucial durante a interagdo fitonematoide-planta, in planta, o que provoca efeitos
prejudiciais no desenvolvimento de M. incognita, refor¢cando o potencial da tecnologia RNAI
para 0 manejo de fitonematoides em plantas cultivadas (DUTTA et al., 2015).

Acredita-se que os fitonematoides sejam os Unicos animais a utilizarem o ciclo
glioxilato para gerar carboidratos, a partir da p-oxidagdo dos acidos graxos (HOLMES, 1993;
BARRETT; WRIGHT, 1998; JONES; BURNETT; ZOLLMAN, 1999). Ainda assim, diversos
autores relataram a atividade de enzimas importantes nesse ciclo em outros animais, como aves
(DAVIS et al., 1990), répteis (DAVIS; JONES; GOODMAN, 1986; GOODMAN; DAVIS;
JONES, 1980) e mamiferos placentarios (KONDRASHOVA; RODIONOVA, 1971; POPOV
etal., 2001; MORGUNOV et al., 2005). A via do glioxilato, geralmente encontrada em plantas
e microrganismos, é semelhante ao ciclo do acido citrico, mas depende de duas enzimas criticas,
a malato sintase e a isocitrato liase (ICL), para contornar duas etapas da descarboxilacdo
(CORNAH; SMITH, 2002; KONDRASHOV et al., 2006). De acordo com alguns autores, 0s
fitonematoides utilizam essa via para producdo de energia, a partir de lipidios armazenados
durante a embriogénese (BRAECKMAN; HOUTHOOFD, 2009; PASSEY; FAIRBAIRN,
1957), fase larval (O’RIORDAN; BURNELL, 1990), inani¢cdo e durante as fases de nédo
alimentacdo (REVERSAT, 1981; WADSWORTH; RIDDLE, 1989; LOURENCO-TESSUTTI
et al., 2015), como para os ppJ2 de Meloidogyne spp. Em M. incognita existem cinco enzimas
vinculadas a via do glioxilato. Estas incluem homdlogos da malato sintase, varias enzimas ndo
compartilhadas com o ciclo &cido citrico (por exemplo, formiato tetrahidrofolato ligase e a ICL
(Mi-icl)), porém ha enzimas compartilhadas com esse ciclo, como a malato desidrogenase
(MCCARTER et al., 2003). Esse gene é considerado relevante para a vida do fitonematoide M.
incognita, porem ndo ha muitos estudos sobre sua importancia (KONDRASHOV et al., 2006;
HAEGEMAN; JONES; DANCHIN, 2011). Lourenco-tessutti et al. (2015), avaliando o potencial
do gene Mi-icl para resisténcia em plantas de tabaco, observaram que houve uma redugdo média de
65% nos ovos g de raiz inoculada em plantas expressando dsRNA de Mi-icl, porém a formacéo
de galhas néo foi afetada pelo RNAI de ICL.

Genes associados ao metabolismo de RNAs também tém sido alvo de silenciamento em
fitonematoide para suprimir o desenvolvimento e a reproducdo (YADAV; VELUTHAMBI;
SUBRAMANIAM, 2006). Esses genes sdo conhecidos como fatores de splicing, e séo
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relevantes pela interagdo com o pré-mRNAs, com outros fatores de splicing e com componentes
proteicos das Pequenas Ribonucleoproteinas Nucleares (SNnRNPs), que possuem bastante
importancia no splicing alternativo (BURGE; TUSCHL; SHARP, 1999; ZAHLER, 2012). O
gene do fator de splicing (Mi-fs) de M. incognita é essencial para o desenvolvimento do
fitonematoide, pois estd envolvido no metabolismo do mRNA, e é considerado um gene de
manutencdo (KUMAR et al., 2017). Um estudo mostrando o silenciamento génico via RNAI
de M. incognita em plantas de tabaco, demonstrou reducdo do nimero de galhas (92%) e nao
foi identificado o cDNA do Mi-fs por RT-PCR, o que sugerem ser devido a degradacéo total do
RNA. Essa auséncia é especifica dos mMRNAs alvo, sendo uma caracteristica notavel da resposta
de RNAI, ou seja, indica que o dsRNA gerado pela planta hospedeira pode desencadear o
mecanismo de RNAI no fitonematoide (YADAV; VELUTHAMBI; SUBRAMANIAM, 2006).
Kakrana et al. (2017) testaram o promotor NRRS para direcionar a expressdo no gene Mi-fs e
constataram uma expressdo ligeiramente reduzida deste gene Mi-fs nas fémeas isoladas das
raizes de A. thaliana em comparacao ao controle, indicando que o gene Mi-fs, impulsionado
por esse promotor, ndo foi silenciado significativamente. Bioensaios com eventos de A. thaliana
expressando dsRNA do gene Mi-fs inoculadas com M. incognita apresentaram numero de
galhas, fémeas e massa de ovos reduzido em 71,4, 74,5 e 86,6%, respectivamente (KUMAR et
al., 2017).

Raizes de soja expressando uma construcdo com repeticdo invertida de trés genes Hg-
rps-3a, Hg-rps-4 e Hg-spk-1 envolvidas em diferentes aspectos do processamento do RNA
mostrou 81-88% de reducdo no numero de cistos de H. glycines (KLINK et al., 2009).
Posteriormente, o silenciamento mediado por RNAI do gene Prp-17 de H. glycines que codifica
um fator de splicing de mRNA, previamente identificado em C. elegans, resultou em
significativas reducdes em nimero de cistos g™ de raiz de tecido da raiz (53% de reducéo) e
nimero de ovos g de raiz de tecido da raiz (79% de reducio) em soja transgénica inoculada
com H. glycines (LI et al., 2010). Em estudo similar, plantas de soja expressando o dsRNA para
o fator de splicing Mi-fs de M. incognita em G. max, controlado pelo promotor uceS8.3, gerou
uma reducdo de 71-91% do numero de ovos g* de raiz (GROSSI-DE-SA et al., 2010;
FRAGOSO et al., 2020, submetido).

1.3.2 Silenciamento génico de genes efetores de fitonematoides via RNAI

Fitonematoides possuem possiveis proteinas efetoras, como celulases e proteases, e
diferentes moléculas de fungéo desconhecida (HUANG et al., 2003; SOUZA et al., 2011). Para
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que ocorra a penetracdo do fitonematoide, o estilete deposita uma série de proteinas (efetores)
na raiz da planta, além de executar funcGes importantes para lidar com as defesas da planta
(GHEYSEN; MITCHUM, 2011). Proteases sdo enzimas proteoliticas universais, que clivam
ligacGes peptidicas internas dentro de proteinas e peptideos. Estdo presentes em um largo
espectro de organismos, incluindo bactérias, plantas, invertebrados e vertebrados (NEVEU,;
ABAD; CASTAGNONE-SERENO, 2003). Um estudo demonstrou, que apds uso da tecnologia
soaking com J2 de M. incognita com dsRNAs para dois genes expressos nas glandulas
subventrais do fitonematoide, a calreticulina (Mi-crt) e poligalacturonase (Mi-pg-1), uma
reducdo de seus transcritos em cerca de 92% (ROSSO et al., 2005). Huang et al. (2006)
demonstraram um modelo de silenciamento génico, o qual resultou numa reducdo de 93-97%
dos transcritos do gene efetor 16D10 em J2. No ensaio, utilizando soaking para administrar
dsRNAs para os fitonematoides, plantas de A. thaliana inoculadas estes J2 apresentaram uma
reducdo na reproducdo de M. incognita de 74 a 81%. Esses autores constataram também, por
meio da avaliacdo in planta, que plantas de A. thaliana, expressando dsRNA para o gene
16D10, reduziram o namero de galhas de 63-90%, assim como houve diminui¢do do tamanho
das mesmas. Chen et al. (2005), por exemplo, observaram em G. rostochiensis, por meio da
imersdo de J2 em dsRNAs (soaking), a redugdo da proteina secretora anfidial AMS-1 que
codifica 0 mMRNA, reduzindo consideravelmente a capacidade dos fitonematoides de localizar
plantas hospedeiras.

A inibicdo do gene efetor Minc00801 em J2 causou a redu¢do no nimero de galhas. O
gene Minc00801 apresentou expressao forte e especifica nas glandulas retais das fémeas (J4),
que sdo conhecidas por formarem a matriz de massa de ovos. Este gene também exibe uma
expressdo relativamente baixa durante as primeiras fases de vida do fitonematoide, seguido por
uma regulacdo positiva no J4 adulto. A alta abundancia de expressdo deste gene sugere um
papel na postura de ovos e, eventualmente, no sucesso reprodutivo do fitonematoide
(MAGGENTI; ALLEN, 1960; DANCHIN etal., 2013; RUTTER et al., 2014). Esses resultados
indicam que Minc00801 é uma proteina que mantém a capacidade de M. incognita de infectar
e deve ser mais investigada.

Como as células glandulares do es6fago estdo diretamente conectadas através do
esodfago ao estilete do fitonematoide, as proteinas secretoras, que sdo exclusivamente expressas
e secretadas pelas células glandulares, tém grande probabilidade de ter fungdes bioldgicas nas
interacbes fitonematoide-planta. A proteina Minc04584, fortemente expressa nas células
glandulares subventrais de M. incognita, pertence a familia de genes MAP-1 (Proteinas de

aviruléncia de Meloidogyne - 1), supostamente desempenha papéis nos estadios iniciais de
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interacdo entre o fitonematoide e sua planta hospedeira (CASTAGNONE-SERENO;
SEMBLAT; CASTAGNONE, 2009; RUTTER et al., 2014). Embora a fungdo exata desta
familia de genes ainda nao tenha sido descrita, o transcrito de MAP-1 foi recentemente isolado
de doze espécies diferentes de Meloidogyne, indicando que tem uma funcao indispensavel para
0 parasitismo nesse género (TOMALOVA et al., 2012). A busca por genes presentes nos
fitonematoides, e sua caracterizacdo e aplicagdo em plantas economicamente importantes,
como o algoddo, é de suma importancia para avaliar novos métodos de controle. Apesar dos
esforcos extensivos nos ultimos anos, a maioria das proteinas efetoras de Meloidogyne spp.

permanecem desconhecidas e descaracterizadas.

1.4  PROMOTORES GENICOS EM PLANTAS

Os promotores génicos, também conhecido por sequéncias regulatorias, sao
responsaveis pela regulacdo da expressdo génica. Os promotores que controlam a expressdo
transgénica sdo componentes essenciais que muitas vezes sao negligenciados. Essas sequéncias
regulatérias permitem que a expressdo do transgene seja regulada, restrita e sintonizada,
fornecendo um controle mais preciso sobre a maneira pela qual os fenétipos sdo expressos
(TWYMAN, 2003). A escolha do promotor correto, € um dos fatores mais importantes para
diferentes niveis de expressdo do transgene (BRUDERER, 2003).

Na biotecnologia vegetal os promotores sdo tipicamente divididos em trés categorias:
primeiramente a constitutiva, que é ativa continuamente na maioria ou em todos o0s tecidos;
seguido pelo promotor do tipo espaco-temporal, no qual a atividade é especifica do tecido ou
especifica do estadio de vida da planta; e, por ultimo, a do tipo induzivel, onde é regulada pela
aplicacdo de um sinal quimico ou fisico externo (POTENZA; ALEMAN; SENGUPTA-
GOPALAN, 2004). No entanto, geralmente os promotores incluem um iniciador e TATA-box,
bem como motivos de agdo cis especificos que se ligam a fatores de transcricdo, havendo
diferengas nos tamanhos e sequéncias (PEREMARTI et al., 2010).

Na transgenia de plantas, cada transgene adicional requer seu proprio promotor,
tornando-se necessario encontrar diferentes promotores que atinjam o mesmo perfil de
expressao ou usar um promotor varias vezes na mesma planta transgénica. O uso repetitivo do
promotor pode, em alguns casos, ter impactos negativos indesejaveis na expressdo e
estabilidade do transgene (METTE et al., 2000; MOURRAIN et al., 2007). Sabe-se que ha
diversos promotores que podem ser utilizados na transformacao de plantas. O promotor 35S do
virus mosaico da couve-flor (CaMV35S) (ODELL; NAGY; CHUA, 1985), € o promotor
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constitutivo mais utilizado na geracdo de plantas GM, por induzir um nivel elevado de
expressdo de transgenes (principalmente em dicotiledoneas) (GUDYNAITE-SAVITCH;
JOHNSON; MIKI, 2009; YOO et al., 2005).

A ubiquitina é uma proteina com fungdes bastante relevantes para as células eucariontes,
dentre elas, o controle transcricional, controle da tradugdo, regulagdo da endocitose, trafego de
proteinas e reparo do DNA (HERNANDEZ-GARCIA et al., 2009). Promotores da ubiquitina
mostraram conduzir niveis de expressdo génica superiores ao promotor CaMV35S em estudos
de plantas transgénicas (CALLIS; RAASCH; VIERSTRA, 1990; WANG, 2003;
HERNANDEZ-GARCIA; FINER, 2014; MANN et al., 2011; VIANA et al., 2011). Esse fato
deve-se ao carater dos genes de ubiquitina possuirem expressao na maior parte dos tecidos
vegetais. A sequéncia do promotor uceS8.3 foi isolado de plantas de soja e patenteado pelo
nosso grupo de pesquisa. Esse possui a capacidade de controlar a expressdo do gene constitutivo
da proteina de conjugacdo a ubiquitina da familia Leubc4 de soja (GROSSI-DE-SA et al.,
2010). Foi relatado uma alta expressdo de genes controlados por esse promotor em raizes em
comparagdo com outros tecidos de Glycine max (caule, vagem e folha) (MIRANDA, 2011).
Além disso, os niveis de expressdo do promotor uceS8.3 em raiz, caule e tecidos florais sdo
maiores se comparados a expressdo do promotor CaMV35S otimizado (regies regulatérias
duplicadas e junto com o enhancer de AMV (virus do mosaico da alfafa) (CaMV35SdAMV)
(GROSSI-DE-SA et al.,, 2010). O promotor uceS8.3 pode ser utilizado e aplicado
biotecnologicamente para diferentes tipos de estresses bioticos, incluindo fitonematoides
(VIANA et al., 2011; ARTICO et al., 2013; LINS, 2015). Sendo assim, por esse promotor
possuir alta capacidade de conduzir expressdo em tecidos florais e raizes, ele foi utilizado em
todas as construcdes génicas utilizadas ao nesse trabalho.

2 OBJETIVO GERAL

Avaliar diferentes genes com potencial no controle de M. incognita, via tecnologia de

RNAI, em plantas de interesse econdmico e plantas modelo.
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CAPITULO 1 - PROVA DE CONCEITO EM ALGODAO: AVALIACAO DO EFEITO
DO SILENCIAMENTO DE TRES GENES PIRAMIDADOS NO CONTROLE DE M.

incognita

RESUMO

O nematoide-de-galhas é considerado um dos principais patégenos vegetais, devido aos severos
danos causados a varias commodities agronémicas, incluindo o algoddo, gerando grandes
perdas econdmicas. Com base nas limitaces dos métodos de controle atuais, 0 uso da estratégia
de RNAI in planta tem se tornado uma abordagem revolucionaria. Tal abordagem baseia-se no
fornecimento de moléculas de RNA dupla fita (dASRNAS) aos fitonematoides, via alimentacao,
visando o silenciamento génico para obtencdo de resisténcia. Nesse contexto, o objetivo deste
estudo foi transformar e caracterizar plantas de algod&do com dsRNAs, por meio da piramidagéo
de trés regides génicas alvo, cisteina protease (Mi-cpl), isocitrato liase (Mi-icl) e fator de
splicing (Mi-fs), denominado dsMincl. Todas essas moléculas sdo potencialmente envolvidas
em processos essenciais do desenvolvimento e processamento de mRNA de M. incognita. Eixos
embrionérios de algod&o foram transformados com o vetor de expressdo dsMincl e sete eventos
primarios (To) contendo as sequéncias de dsRNAs foram obtidos, sendo confirmados por
andlises de PCR. As plantas de algodao T: foram, inicialmente, selecionadas por PCR e as
progénies T e T3 foram submetidas ao bioensaio de desafio contra M. incognita. O nimero de
copias do transgene nas plantas GM To, estimado pela metodologia de quantificacdo relativa
(gPCR), variando de um a trés entre os eventos analisados. As progénies T, oriundas de trés
eventos de transformacao, foram desafiadas contra M. incognita e comparadas com as plantas
ndo transformadas controle (WT-BRS 372) e com as plantas padréo de resisténcia (M-315),
para a avaliacdo da reproducdo do fitonematoide nas raizes. Os resultados mostraram que houve
reducdo de 33,3 a 87,5% no nimero de galhas em comparacdo ao controle de suscetibilidade.
No bioensaio da geracdo Ts, aos 120 dias apos a infeccdo (DAI) por M. incognita, o nimero
médio de galhas g raiz! e o fator de reproducéo (FR) de fitonematoides, formadas no sistema
radicular, diferiu significativamente (p < 0,05) nos eventos dsMinc1-20.39.3 e dsMincl-
64.15.1, em relacdo ao controle WT. O nivel de silenciamento dos genes Mi-cpl, Mi-icl e Mi-fs
em M. incognita, provocados pela ingestdo de dsSRNA e/ou siRNA, provenientes do dsMincl,
presentes nas plantas GM de diferentes linhagens T3, foi realizado por RT-gPCR. O acimulo
médio de transcritos dos genes Mi-cpl, Mi-icl e Mi-fs, presentes em galhas de raizes de algodao
obtidos das plantas expressando dsMincl, mostrou uma diminuicéo significativa (p < 0,05) de
82,8, 95,4 e 70,7%, respectivamente, nas linhagens Tz em relacdo ao controle. Portanto, 0s
dados obtidos sugerem que moléculas de dsSRNA/siRNA correspondentes aos genes presentes
no vetor dsMincl foram ingeridos por M. incognita durante o processo parasitario. Este € 0
primeiro relato que descreve a funcionalidade da técnica de RNAIi em planta de algodéao
resultando no silenciamento de genes essenciais ao nematoide, e demonstrando aumento no
nivel de resisténcia a M. incognita. Assim, os dados aqui apresentados poderédo contribuir para
0 manejo mais sustentavel de fitonematoides, com a redugdo de agrotdxicos em lavouras de
algodéo e, consequentemente, com o incremento da competitividade do agronegocio brasileiro.

Palavras-chave: Gossypium hirsutum. RNA interferente. Meloidogyne incognita.



38

1 INTRODUCAO

1.1  HISTORICO DO ALGODAO E SUA IMPORTANCIA

Existem mais de 50 espécies de Gossypium spp. (algod&o) distribuidas em regides aridas
a semidridas dos tropicos e subtrépicos. Dentre essas espécies, quatro foram domesticadas na
Africa-Asia e nas Américas, devido ao alto teor de fibra. As espécies de Gossypium spp. exibem
uma variacdo morfoldgica extraordinaria, variando de plantas perenes herbaceas a arvores de
15 m, com uma gama diversificada de caracteristicas reprodutivas e vegetativas. Um nivel
paralelo de diversidade citogenética e genémica surgiu durante a radiacdo global do género,
levando a evolucdo de oito grupos de espécies diploides (n = 13) (genoma dos grupos A, B, C,
D, E, F, G e K). Informacdes indicam que a origem de Gossypium spp. ocorreu por volta de 5
a 10 milhdes de anos atras. Evolutivamente, o algodao alopoliploide parece ter surgido nos
ultimos 1-2 milhdes de anos, como consequéncia da dispersdo transoceanica de um taxon com
genoma A para a Ameérica, seguido de hibridacdo com um diploide do genoma D indigena.
Apbs a formacdo, os alopoliploides diversificaram-se em trés linhagens modernas, duas das
quais contém as espécies comercialmente importantes G. hirsutum e G. barbadense (WENDEL
etal., 2009; HU et al., 2019). Das diversas espécies de algodao, apenas seis sdo alotetraploides
(2n=2x=52), dentre estas, o G. hirsutum (A1D1) (SUN et al., 2006; GROVER et al., 2014), que
possui um genoma bastante complexo com tamanho de 2,5 Gb (WANG et al., 2018). O genoma
do algodéo é altamente complicado devido aos altos niveis de redundancia génica, aos varios
eventos de duplicacdo de genoma, antes e apds a aleloploidizacdo (ADAMS et al., 2003). Foi
relatado que uma duplicacgéo total do genoma de algodéo diploide, semelhante ao ancestral G.
raimondii (Ds), ocorreu aproximadamente ha 60 milhdes de anos atrds com aumento de cinco
a seis vezes da ploidia (RENNY-BYFIELD et al., 2014). Em virtude de suas sequéncias
homdlogas e grande parte de repeticBes, dois mapas gendmicos preliminares foram realizados
até 2015, com as informagdes do genoma de referéncia de G. raimondii (Ds) e G. arboreum
(Az2), progenitores diploides (PATERSON et al., 2012; LI et al., 2015; ZHANG et al., 2015).
Recentemente, novas analises do genoma de G. hirsutum foram disponibilizadas (HU et al.,
2019; WANG et al., 2019).

O algodoeiro (G. hirsutum L.), planta dicotiledonea da familia Malvaceae, é cultivado
em regifes de todos os continentes, devido ao seu alto rendimento e importancia como
fornecedor de matéria-prima para industrias (SOUZA, 1996; WENDEL et al., 2009; WANG et
al., 2019). Essa espécie representa a maior fonte de fibras téxteis naturais do mundo,
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responsavel por mais de 90% da producao anual de fibras de algoddo (WENDEL et al., 1992;
WANG et al.,, 2019). Identifica-se geralmente como uma planta perene, produzindo
economicamente por aproximadamente 5 anos (SOUZA, 1996), porém, na pratica, 0s
agricultores o cultivam como uma planta anual, 0 que aumentou a produtividade por area
(PATERNIANI, 2001). Além disso, existem diversos produtos diretamente derivados que
desempenham papéis cruciais na vida cotidiana e geram um grande “input” na economia
mundial. A producdo do algoddo fornece renda para 100 milhGes de familias em
aproximadamente 150 paises e seu impacto econémico anual mundial foi avaliado em,
aproximadamente, US$ 500 bilhées (GUAN; SONG; CHEN, 2014; LI; ZHANG, 2016). O
algodéo e seus subprodutos sdo usados para a fabricacdo de colchdes, papel especial, plasticos,
creme dental, 6leo de salada, racdo, fertilizantes, entre outros (WILKINS; RAJASEKARAN;
ANDERSON, 2000; GUAN; SONG; CHEN, 2014). Outras utilizacGes j& estudadas para o
algoddo, referem-se ao composto fendlico gossipol (presente nos tecidos da planta,
principalmente na semente), que apresenta atividade anticancerigena, além de propriedades que
a caracteriza para uso como anticoncepcional masculino (COUTINHO, 2002; MOON et al.,
2008).

O algodao € amplamente distribuido no centro e no norte da América do Sul, no Caribe
e chega até a ilhas distantes no Pacifico (Ilhas Salomé&o e Marquesas). Essa planta ja é conhecida
ha mais de 7 mil anos a.C., e tecidos produzidos com algoddo ja existiam ha aproximadamente,
3 mil anos a.C. na India (conhecida como o centro de origem do algod&o). Em 1576, no Brasil,
os indigenas ja usavam o algoddo para preparar fios e tecidos, e usavam as sementes para
preparar alimentos. Em 1760, o estado do Maranhéo ja exportava 130 sacas de algoddo para a
Europa e em 70 anos passou a exportar 78.300 sacas (PORTO, 2016). No ano de 1919, havia
202 fébricas de tecidos de algoddo Brasil, distribuidas nos estados de Sdo Paulo (49), Minas
Gerais (43), Distrito Federal e Rio de Janeiro (17) e na Bahia (13). Nessa época, a inddstria
téxtil nacional respondia por 75% a 80% da producéo de tecidos de algoddo consumidos no
Brasil (COSTA; BUENO, 2004). Em 1933, a producdo de algoddo brasileira era de
aproximadamente, 500.000 sacas e, em 1937, essa produgdo aumentou para quase trés milhdes,
a qual era exportada, principalmente, para Inglaterra, Alemanha e Japdo (KIAWU; VALDES;
MACDONALD, 2011). Em 1996, o algodao contribuia com cerca de 50% para a industria téxtil
mundial, o que justificou sua importancia internacional.

As lavouras de algodao corresponderam a 32.596,10 mil hectares de area plantada no
mundo na safra 2018/19, sendo que a India possui a maior area plantada (12.250 mil hectares),
seguida pelo Estados Unidos (EUA) (4.130 mil hectares), China (3.367 mil hectares) e
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Paquistdo (2.325 mil hectares). O Brasil ocupa a 5% posicdo mundial em &rea plantada de
algodao (1.618,2 mil hectares), destacando-se por ser uma das cultivares agricolas mais
importantes do Pais (ABRAPA, 2020). No Brasil, a Regido Centro-Oeste € a principal
produtora de fibra, com cerca de 1.237,6 mil hectares plantados somente na regido, sendo mais
de 93% produzida no estado do Mato Grosso (Figura 1.1). O Brasil encontra-se como o quarto
maior produtor de pluma de algoddo do mundo (2.613 mil toneladas), estando abaixo da india
(6.314 mil toneladas), China (6.042 mil toneladas) e EUA (4.790 mil toneladas). Para a safra
de 2019/20, ha uma expectativa de producéo de 2.850 mil de toneladas de algoddo em pluma
no Brasil (CONAB, 2020). Esses dados colocam o Pais no patamar de competitividade,
produtor e consumidor de algodao, além da forte participacdo como exportador no mercado

mundial.

Figura 1.1 — Mapa da producéo agricola do algodao no Brasil. Os nimeros dentro do mapa representam o valor
absoluto da producgdo do algoddo em mil toneladas.

Producao de algodao

B sem produgao

[ Até 50 mil toneladas

[ 50 - 100 mil toneladas

I 100 - 200 mil toneladas
Il Acima de 200 mil toneladas

Fonte: CONAB (2020).

O crescimento e a produtividade da cultura do algoddo sdo muitas vezes dificultados
por diferentes estresses bidticos e abiodticos. Os estresses bidticos sdo os mais frequentes, o que
resulta na queda da produtividade da cultura e, dentre estes, pode-se citar insetos-praga (37%),
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ervas daninhas (36%) e patdgenos (9%). Cerca de 30% da producéo de algodao é perdida devido
ao ataque de insetos-praga, apesar das medidas para o controle pela aplicacdo de pesticidas
quimicos (OERKE, 2006; GOUDA et al., 2014).

1.2  FITONEMATOIDES QUE AFETAM A PRODUCAO DO ALGODAO

Na natureza, as plantas sdo constantemente submetidas a uma gama dindmica de insetos-
praga e patogenos, que desafiam sua capacidade de crescimento e sobrevivéncia. Uma
importante restricdo a producdo sustentavel é o impacto de pragas de solo e, dentre estas, 0s
fitonematoides configuram como uma das principais pragas agricolas, causando sérios danos
as culturas e acarretando prejuizos econémicos (GOULART, 2010). Perdas devido aos NPPs
foram estimadas em US$ 358,24 bilhdes anualmente em todo 0 mundo (ABD-ELGAWAD;
ASKARY, 2015). As espécies de fitonematoides que se destacam por causarem danos
significativos a producdo mundial de algoddo s&o: M. incognita, R. reniformis, P. brachyurus,
Hoplolaimus columbus e Belonolaimus longicaudatus (BRIDGE, 1992; STARR, 1998;
STARR et al., 2007). No Brasil, sabe-se que M. incognita, R. reniformis e P. brachyurus
ocorrem em 24,4%, 12,8% e 96,2% no Estado do Mato Grosso, respectivamente (GALBIERI,
ASMUS, 2016), principal regido produtora de algod&o do Pais.

Nesse cenario, 0s NFG de raiz (Meloidogyne spp.) atacam mais de 2000 espécies de
plantas (ELLING, 2013), e representam possivelmente uma das espécies mais danosas do
mundo, no qual a informacdo mais recente diz que esses geram perdas globais de
aproximadamente US$ 157 bilhdes anuais (ABAD et al., 2008; SINGH; SINGH; SINGH,
2015). Esse fato ocorre devido a grande variedade de hospedeiros desses fitonematoides, que
vao desde as principais culturas agricolas, como algodao (Gossypium spp.), soja (Glycine max.),
tomate (Lycopersicon esculentum) e arroz (Oryza sativa), até plantas lenhosas, incluindo as
principais espécies madeireiras (PAN et al., 2019). Isso se deve as caracteristicas fisioldgicas e
ecologicas dessas plantas, como o curto periodo de geracéo, alta taxa reprodutiva e capacidade
de formar complexos com outros patdgenos transmitidos pelo solo, como fungos (TRUDGILL,;
BLOK, 2001; BACK; HAYDOCK; JENKINSON, 2002).

O controle de fitonematoides possui um alto custo para os produtores de algodéo,
qguando comparado com qualquer outra classe de doencas de plantas. 1sso ocorre devido aos
custos relacionados ao combate quimico, danos diretos da alimentacdo nas raizes, perdas
indiretas e maior susceptibilidade as murchas. Esse elevado custo correspondeu a US$ 464,49
milhGes em 2016 e foi apenas parcialmente efetivo (NEVES; PINTO, 2017). Portanto, pode-
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se concluir que uma das maneiras mais segura e eficaz de se controlar os fitonematoides é a
partir do desenvolvimento de cultivares resistentes. Visto que ndo ha aumento dos custos de
producdo, ndo interfere no meio ambiente e ndo leva a desequilibrios ambientais (BARBOSA
et al., 2009; STARR; BRIDGE; COOK, 2002; DAVIS; STETINA, 2016). Porém, as fontes de
resisténcia existentes ndo estdo sendo usadas pelas empresas obtentoras comerciais, uma vez
que a avaliacdo desse item é muito laboriosa e dispendiosa (COTTON INCORPORATED,
2017).

Em 2006, foram identificados dois principais genes no algodoeiro que conferem
resisténcia a M. incognita, a partir do RNR Auburn 623, resultante do cruzamento entre os
algodoeiros resistentes Clevewilt 6 e Will Jack Jones (SHEN et al., 2006). A fonte dos genes
de resisténcia esta nos cromossomos 11 e 14 e parecem ter diferentes modos de acao, resultando
em um mecanismo de resisténcia com dois estadios. Os genes presentes no cromossomo 11 ndo
impedem a penetracdo dos J2, contudo, logo apds a penetracdo, o desenvolvimento desses
juvenis € inibido. J& no cromossomo 14, esses genes expressam a forma mais tardia da
resisténcia, prevenindo ou reduzindo a producao de ovos, porém, ndo impede a formacédo de
galhas (GUTIERREZ et al., 2010; HE et al., 2014). Desta forma, esses dois genes sdo
complementares para permitir que o algoddo apresente uma resposta de resisténcia a M.
incognita. No entanto, depender exclusivamente de apenas dois genes de resisténcia ira
aumentar a pressdo de selecdo sobre as populacdes de fitonematoides, ampliando assim a
probabilidade do desenvolvimento de populages resistentes. Portanto, a combinacdo dos atuais
genes de resisténcia com outros novos, que possuam diferentes modos de acéo, deve prolongar
a competéncia dos genes (DAVIS; STETINA, 2016).

Até 2017, ndo existiam no mercado, variedades de algoddo que apresentassem
caracteristicas agrondmicas rentaveis e um nivel de resisténcia contra M. incognita. Dessa
forma, é importante identificar e caracterizar as fontes de resisténcia e inclui-las no
germoplasma melhorado (ALVES et al., 2017). Porém, em 2018, foi lancada a variedade de
algoddo IMA 5801B2RF, que é resistente a M. incognita e a ramularia (IMAMT, 2018).
Contudo, sabe-se que os fitonematoides possuem uma alta taxa de adaptagéo e, portanto, uma
abordagem para o desenvolvimento de novas metodologias de controle que explorem as
diferencas fundamentais entre a biologia dos fitonematoides e a de suas plantas hospedeiras se
faz necessario (CHITWOQD, 2003).
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1.3  METODOS DE TRANSFORMAGCAO DE ALGODAO

A transformacéo de plantas consiste na incorporacédo de uma molécula de DNA exogena
de forma estavel no genoma alvo. Atualmente, existem dois principais métodos de
transformacéo para o desenvolvimento de plantas GM: Agrobacterium spp. e transformagéo
genética mediada por bombardeamento de particulas. Entre suas etapas, a regeneracdo das
plantas, seja por embriogénese somatica ou organogénese é relevantemente necessaria
(WILKINS; MISHRA; TROLINDER, 2004; SAKHANOKHO et al., 2005; BASSO et al.,
2020).

O mecanismo de transferéncia de genes entre o Agrobacterium spp. e plantas facilitou
a insercdo de genes externos benéficos em diversos genomas vegetais (JOHN, 1997; BARTON
et al., 1983). A transformacdo genética, mediada por Agrobacterium spp., tem sido um método
amplamente utilizado e preposto para transferir genes para plantas (WILKINS;
RAJASEKARAN; ANDERSON, 2000), por possuir baixo custo operacional e elevada
reprodutibilidade dos protocolos de transformacdo (BRASILEIRO; CABRAL; SILVA, 2015).

Firoozabady et al. (1987) e Umbeck et al. (1987) foram os primeiros a conseguir
algoddes GM, a partir de hipocotilos e cotilédones, via embriogénese somética. Embora certas
variedades de algoddo tenham sido transformadas por Agrobacterium spp., e as plantas tenham
sido subsequentemente regeneradas através da embriogénese, as cultivares comercialmente
importantes mostraram-se recalcitrantes para a regeneracao. 1sso se deve, principalmente, a sua
incapacidade de desenvolver tecidos embriogénicos (CHAKRAVARTHY et al., 2014). Esse
método € bastante utilizado para realizar a transferéncia de transgenes de um DNA de
transferéncia (T-DNA) da A. tumefaciens para a célula da planta. Essa bactéria possui
capacidade de infectar plantas feridas e transferir uma sequéncia especifica de um plasmideo
(Ti, Tumour inducing), o T-DNA, para a célula vegetal. A expressdo que ocorre nas células
vegetais de genes, presentes no T-DNA (chamados oncogenes), interferem na biossintese de
fito-hormonios. Quando as células sdo infectadas por A. tumefaciens, essa expressdo leva a
formacdo da galha-da-coroa. A regido vir do plasmideo Ti é essencial para a transferéncia do
T-DNA, pois esta contém genes que, quando expressos, irdo promover a transferéncia do T-
DNA, que sera integrada ao genoma da planta (GELVIN, 2003; HWANG et al., 2017).

Outro método, comumente utilizado para transformar plantas de algoddo, é a
biobalistica. Este método se baseia no uso de particulas de metal, em alta velocidade, para
fornecer DNA biologicamente ativo nas células vegetais (CHAKRAVARTHY et al., 2014).

Apos a penetracdo das células vegetais pelas particulas, 0 DNA se desassocia das particulas e
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é integrado no genoma da planta, podendo entéo ser expresso. Finer e Mcmullen (1990) foram
0s primeiros a obter plantas de algoddo GM por bombardeamento de particulas de culturas,
derivadas de calos embriogénicos. Apesar de diversas transformacdes bem sucedidas
(KUMAR; DHINGRA; DANIELL, 2004; LIU et al., 2011; RIBEIRO et al., 2017), um certo
namero de desvantagens, tais como baixa frequéncia de transformacéo de explantes, ocorréncia
de quimeras, alta frequéncia de transformantes epidérmicos, insercdo de copias fragmentadas
de transgenes, co-supressdo devido a copias multiplas foram encontradas associadas ao sistema
de transformacdo por bombardeamento de particulas (DEBLOCK, 1993; DEPICKER; VAN
MONTAGU, 1997; WILKINS; RAJASEKARAN; ANDERSON, 2000).

1.4  ALGODAO GENETICAMENTE MODIFICADO

O melhoramento classico de plantas é a melhor maneira de se realizar a domesticacéo
do algodéo e, assim, obter variedades resistentes. Com 0 avanco da engenharia genética foi
possivel obter plantas geneticamente modificadas (GM), que oferecem a possibilidade de
melhorar as culturas existentes (plantas resistentes a estresses bioticos e abidticos), que sdo na
maioria, as principais commodities para exportacdo em paises em desenvolvimento
(PICKERSGILL, 2007; NAVARRETE et al., 2016). O conhecimento sobre o genoma do
algoddo aumentou consideravelmente nas duas Ultimas décadas, principalmente com a
descoberta e aprimoramento de diferentes técnicas de sequenciamento génico. Com a obtencéo
do genoma do algodao foi possivel selecionar uma série de genes candidatos, para melhorar sua
qualidade e sua produtividade (YU et al., 2014; HU et al., 2019; WANG et al., 2019). Desde
1996, a tecnologia dos transgénicos instituiu uma reestruturacdo da cadeia produtiva no mundo,
sendo que, em 2018, foram contabilizados 191,7 milhGes de hectares plantados com plantas
GM (ISAAA, 2019). A crescente conscientizacdo dos problemas, associados ao usO
indiscriminado de pesticidas e a falta de caracteristicas desejadas no germoplasma de algodéo,
aumentou o0 interesse em adotar o uso de transgénicos (ISAAA, 2016). Os beneficios
econémicos estimados gerados pelas culturas GM de 2003 a 2016 no Brasil foram de US$ 19,8
bilhdes e de US$ 3,8 bilhdes somente em 2016. Essas culturas beneficiam cerca de 300.000
agricultores no Pais cuja situacdo econdmica melhorou desde que passaram a adotar essa
tecnologia (ISAAA, 2017).

Em 2018, a maior area de culturas GM plantadas pertencia ao EUA, Brasil, Argentina,
Canada e india, correspondendo a 75, 51,3, 23,9, 12,7 e 11,6 milhdes de hectares,
respectivamente. Coletivamente, esses paises ocupam 91% da area global de culturas GM. A
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area plantada mundial de algoddo GM alcangou 24,9 milhdes de hectares. A &rea plantada com
algoddo GM ¢ liderada pela India (11,6 milhdes de hectares), seguido pelos EUA (5,06 milhdes
de hectares), China (2,93 milhdes de hectares), Paquistdo (2,8 milhdes de hectares) e Brasil (1
milhdo de hectares). A adocao continua de culturas biotecnologicas por agricultores em todo o
mundo (93%) indica que as culturas biotecnoldgicas continuam a ajudar a atender desafios
globais de fome, desnutricdo e mudangas climaticas (ISAAA, 2019). Dentre os beneficios da
tecnologia GM, os mais importantes, para o agricultor, sdo os ganhos de produtividade, maior
rendimento operacional e menor tempo gasto no manejo da safra, ou seja, facilidade de manejo
(CELERES, 2014).

Com o advento de novas tecnologias aplicado ao melhoramento de organismos vivos, a
prospeccdo e caracterizacdo de genes e moléculas que podem conferir caracteristicas de
melhoramento as plantas, tem sido o alvo de diversos grupos de pesquisa (BRASILEIRO;
CARNEIRO, 2015), como a tecnologia de RNA interferente (RNAIi). Uma das vantagens de
plantas transgénica com resisténcia mediada por RNAI, é a incapacidade de traducdo inerente
de dsRNA para produzir uma proteina funcional, além de incluir a probabilidade de uma
excelente biosseguranca e a possibilidade de empilhamento de varios genes de resisténcia
(essenciais e/ou efetores) (BAKHETIA et al., 2005a; RODERICK; URWIN; ATKINSON,
2018). Esse recurso, combinado com alta especificidade do RNAI, faz desta tecnologia uma
estratégia que pode, finalmente, fornecer uma abordagem de controle de pragas segura e
abrangente, adequada tanto para produtores organicos como ndo organicos (BURAND;
HUNTER, 2013).

Tendo em vista 0 nimero reduzido de gendétipos de algodéo resistentes aos NFG e o
aumento de areas contaminadas com este fitonematoide, tornam-se necessarios estudos focados
na identificacdo de novas fontes de resisténcia. Altos niveis de resisténcia poderdo ser
alcancados com a piramidacéo de sequéncias de dsRNAs de dois ou mais genes potencialmente
envolvidos no parasitismo de fitonematoides, ja caracterizados individualmente, em plantas
modelo. Esta estratégia permitira a obtencdo de linhagens, que poderdo ser introduzidas em
programas de melhoramento genético convencional, para o desenvolvimento de novos

cultivares.
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2 HIPOTESE

Plantas de G. hirsutum GM para expressdo piramidal de dsRNAs para os genes Mi-cpl,

Mi-icl e Mi-fs, dirigidas pelo promotor constitutivo uceS8.3, conferirdo fenotipo de resisténcia

a M. incognita.
3 OBJETIVOS
3.1 OBIJETIVO GERAL

Realizar prova de conceito em plantas de algoddo GM, expressando moléculas de

dsRNAs para 0s genes cisteina protease (Mi-cpl), isocitrato liase (Mi-icl) e fator de splicing

(Mi-fs), visando obter resisténcia ao fitonematoide M. incognita.

3.2

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Transformar geneticamente embrides da variedade de algoddo BRS 372, por meio da
técnica de biobalistica, com cassete de expressdo, contendo o promotor uceS8.3 e 0s
dsRNAs para os genes Mi-cpl, Mi-icl e Mi-fs;

Cultivar os eventos de algod&o transformados em casa de vegetacao;

Caracterizar as plantas de algoddo GM, dentre os individuos potencialmente
transformados por imunodetec¢édo e PCR;

Determinar o nimero de cdpias dos transgene por qPCR,;

Realizar bioensaios de infec¢do das plantas com M. incognita, para avaliacdo do numero
de galhas, massa de ovos e fator de reproducéo;

Quantificar o silenciamento génico nas galhas das plantas de algoddo GM, por meio da
técnica de RT-gPCR;

Verificar se existem diferencas morfoldgicas entre as células gigantes das plantas

controle e das plantas GM, expressando os dsSRNAs, apés infeccdo com M. incognita.
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4 MATERIAL E METODOS
41 CONSTRUCAO GENICA

O cassete de expressdo usado na transformacdo genética de algodéo foi projetado para
a expressao de fragmentos in tandem de sequéncias de cDNAs senso e anti-senso (BASSO et
al., 2020) para os genes de M. incognita Mi-cpl (201 pb) (N° de acesso: AJ557572), Mi-icl (234
pb) (ndo depositada) e Mi-fs (200 pb) (AW828516) sob o controle do promotor constitutivo da
proteina conjugada da ubiquitina (uceS8.3) da soja (GROSSI-DE-SA et al., 2010; FRAGOSO
et al., 2020, submetido), seguido pelo terminador do sinal de poliadenilagdo da nopalina
sintetase (T-nos). As sequéncias alvo senso e anti-senso foram separadas por uma sequéncia de
ligacdo oriunda do intron da piruvato desidrogenase quinase (PDK) de 748 bp de comprimento
para a formagcdo de dsRNA auto complementar. As sequéncias dos genes marcadores do
herbicida acetohidroxiacido sintase (ahas) (ARAGAO et al., 2000) e resisténcia ao bialaphos
(bar) (THOMPSON et al., 1987) foram incluidas para conferir tolerancia ao Imazapir e ao
glufosinato de amdnio, respectivamente. O cassete de expressao foi sintetizado quimicamente
pela Epoch Life Science, Inc. (Texas) e clonada no vetor pCambia 3300 (Figura 1.2). O cassete
de expressédo dsMincl (10.781 pb) foi excisado do vector por digestdo com a enzima de restrigéo
BamHlI, antes da transformacéao do algodao.

Figura 1.2 — Cassete de expressdo dsMincl. Representacdo esquematica do cassete de expressdo dsMincl (10.781
pb) contendo fragmentos de dsSRNAS, in tandem senso e anti-senso provenientes de trés diferentes genes de M.
incognita (Mi-cpl, Mi-icl e Mi-fs) sob o controle do promotor uceS8.3, seguido pelo terminador Nos (T-nos).
Bordas esquerda e direita do vetor binério (LB e RB - left e right borders), respectivamente. Os marcadores de
herbicidas incluiram o gene da aceto-hidroxiécido sintase (ahas), controlado por seu promotor e terminador (ahas-
t), e o0 gene de resisténcia ao glufosinato de aménia (bar), controlado pelo promotor duplicado 35S do virus do
mosaico da couve-flor (35S 2x) e T-nos.

BamHI BamHI

: cpl-icl-fs Sy-/21-1d2 |

| ]
LB@ AHAS-t AHAS

42 MATERIAL VEGETAL

Foram utilizadas sementes de algoddo (G. hirsutum) da cultivar BRS 372 (Embrapa,
Brasil), as quais foram deslintadas com acido sulfarico (Emsure®, Cod. 100731) concentrado e
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desinfestadas com alcool etilico 70% (Baker®, Cdd. 901402), hipoclorito de sodio 3%, e lavadas
com 4gua destilada. Posteriormente, foram acondicionadas em um recipiente estéril, contendo
alcool 70%, permanecendo por 1 minuto. Apds o descarte do alcool, foi adicionado hipoclorito
de sodio 2% em quantidade suficiente para cobrir todas as sementes, durante 20 minutos. O
hipoclorito de sodio foi descartado e as sementes lavadas cinco vezes em agua esteril. As
sementes deslintadas e desinfestadas permanecem no escuro, imersas em agua estéril por 18 a
20 horas. Ap0s este periodo, a 4gua foi retirada e as sementes continuaram no recipiente imido

e escuro, por 48 horas, até a germinagdo dos embrides.

43  TRANSFORMAGAO DAS PLANTAS DE ALGODAO

A transformacdo dos embrides de algoddo foi realizada, por meio da técnica de
biobalistica, utilizando 5 pg do cassete de expressao, como descrito em Rech, Vianna e Aragao
(2008), com modificagbes. Apds o bombardeamento, os eixos embrionérios foram transferidos
imediatamente para a cultura/selecdo (1x meio de sais basais MS (MURASHIGE; SKOOG,
1962), glicose a 3%, N-Benzil-9-(2-tetrahidropiranyl)-adenina (BAP) 13,3 mM, Imazapir 300
nM (BASF®, Germany), carvio ativado 0,1% e agar 0,6%, pH 5,7) e cultivado a 28 °C sob
fotoperiodo de 16 h (50 pmol m2s™). Apds 30 dias, os explantes resistentes ao Imazapir foram
transferidos para um novo meio de cultura sem Imazapir para elongacdo de brotos e raizes.
Posteriormente, as plantulas foram transferidas individualmente em um copo (0,2 dm?®)
contendo areia e vermiculita (1:1) e, em seguida, cobertas com saco plastico para aclimatacédo
e mantidas em casa de vegetacdo. Apds uma semana, as plantas aclimatadas foram transferidas
para recipientes maiores (5 dm®) contendo solo fertilizado para o desenvolvimento natural das
plantas e obtencdo de sementes. Simultaneamente, cultivaram-se plantas BRS 372 nao
transformadas (tipo selvagem - WT) como controles negativos para plantas de algoddo GM
com dsMincl, que foram finalmente aclimatadas numa estufa em condi¢es semelhantes as
mencionadas acima. As plantas foram testadas com o kit de imunodeteccdo do gene bar, Kit
LibertyLink® (BASF®, Germany), de acordo com as orientacbes do fabricante
(ENVIROLOGIX, 2007). Apos a selegdo dos eventos positivos nesses testes, foi dado o inicio

as analises moleculares para a identificacdo de plantas transformadas com o gene de interesse.
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4.4  CARACTERIZACAO MOLECULAR DE PLANTAS DE ALGODAO GM

O DNA genbmico foi extraido de cerca de 20 mg de tecido foliar fresco dos eventos de
transformacdo primarios (To) pelo método CTAB (DOYLE; DOYLE, 1987), com
modificacbes, conforme descrito por Zhang e Hong (2013). Apos a extracgdo, foi realizado a
PCR (Polymerase Chain Reaction) para detectar os eventos de algoddo com a presenga do
cassete de expressdo dsMincl, utilizando os oligonucleotideos que amplificam o gene bar e o
promotor uceS8.3, descritos na tabela 1.1. A PCR incluiu uma combinagdo do Hot Start Taq
Master Mix Kit (QIAGEN®, Alemanha), 40 ng de DNA gendmico de plantas de algodio (GM
e WT) e 0,5 uM de cada oligonucleotideo. O sistema de amplificacdo por PCR foi configurado
no seguinte programa no termociclador T100™ Thermal Cycler (Bio-Rad): desnaturagéo inicial
a 95 °C durante 5 min e 35 ciclos a 95 °C durante 45 s, 60 °C durante 45 s e 72 °C durante 1
min e uma extens&o final a 72 °C durante 5 min. O DNA gendémico das plantas WT foi usado
como controle negativo, enquanto o cassete de expressdo dsMincl, usado para a transformagéo
do algodao, foi utilizado como um controle positivo. Os produtos de PCR foram analisados por
eletroforese em gel de agarose 1% e visualizados por coloracdo com brometo de etidio (0,2 mg
mL1).

Plantas PCR positivas foram mantidas em vasos de 5 L em casa de vegetagédo a 26 °C e
suas flores foram autofecundadas selando as pétalas antes da antese, para 0 avango da geracéo.
Apdbs a geracdo de sementes, essas foram colhidas para extracdo de DNA para uma nova
confirmagéo. A extracdo do DNA das sementes foi realizada, de acordo com McDonald, Elliot
e Sweeney (1994), com modificagdes. As flores das plantas To positivas foram submetidas a
autofecundagdo manual para obtencdo da geracdo Ti, cujas progénies foram caracterizadas

posteriormente.
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Tabela 1.1 — Oligonucleotideos utilizados na caracterizacdo molecular de plantas de algoddo GM, transformadas com o cassete de expressdo dsMincl, e na avaliacdo do
silenciamento de M. incognita.

oligglr?ngegzdeo Sequéncias (5° — 3°) Twm (°C) aﬁgigzo(lg;)) Ensaios
bar_Fw GGCCAGCAGATATTCGTAGAG Detecgdo de cassetes de transformacéo em plantas de
bar_Rv ATCGTTAGGGAGACCGATCA 60 s algoddo GM por PCR
uceS8.3_Fw GGTATTTGTGAGTGTGTGAGAGAGA Detecgdo de cassetes de transformacéo em plantas de
UceS8.3_Rv GACGATACGCGTTCAGATCTGAAAG 58 251 algodao GM por PCR
ahas_Fw GTCACTGGGTTAATATCTCTCGAATCTTGCA Determinacdo do nimero de cOpias em cassete no genoma
ahas_Rv CCTACTTCCAATGTCTGATTAGTGCTTCTGG 57 479 GM do algodao
ghubcl Fw TGGCATTATATTGTCATTGTTACTATCC Determinacdo do nimero de cOpias em cassete no genoma
ghubcl_Rv ACCATGTTATCTTATTCTAAGACAAGCTC 55 121 GM do algoddo
MincGAPDH_Fw AGCAATGGAAATTTGGTAGTTGA Determinacdo dos niveis de transcricdo de transgene em
MincGAPDH_Rv GGAGCTGAGATAACCACCTTCTT 60 200 galhas geradas por M. incognita (RT-PCR)
MincACT_Fw GATGGCTACAGCTGCTTCGT Determinacdo dos niveis de transcricdo de transgene em
MincACT_Rv GGACAGTGTTGGCGTAAAGG 60 218 galhas geradas por M. incognita (RT-gPCR)
MincEF1_Fw TGGGAGTCAAGCAACTTATCG Determinacdo dos niveis de transcri¢do de transgene em
MincEF1_Rv GTCAAGGGCTTCCAACAAAGT 60 272 galhas geradas por M. incognita (RT-gPCR)
MinclCL1_Fw CGTGACTGGTATGTTCCCATAG Determinacgdo dos niveis de transcri¢do de transgene em
MincICL1_Rv CCAGCTTCGATATAGGCTTTCA 60 9 galhas geradas por M. incognita (RT-gPCR)
MincCLP1_Fw AAAGCATCAACGGGACTATACC Determinacdo dos niveis de transcricdo de transgene em
MincCLP1_Rv GCTTGCGGTATTGGTTGAAAG 60 92 galhas geradas por M. incognita (RT-qPCR)
MincSPL_Fw GCTTCCGCTGCAAAGAAAT Determinacdo dos niveis de transcricdo de transgene em
MincSPL_Rv GTATGTGGTGTGCTCAACTTTAC 60 107 galhas geradas por M. incognita (RT-qPCR)
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45 DETERMINACAO DO NUMERO DE COPIAS DO CASSETE DE EXPRESSAO
dsMinc1 NO GENOMA DE PLANTAS DE ALGODAO GM POR MEIO DE gPCR

O numero de copias do cassete de expressdo do transgene dsMincl no genoma de plantas
de algoddo GM foi determinado de acordo com Yang et al. (2012) em plantas de eventos To de
algoddo, por meio da técnica de qgPCR 222t (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). Para este
propdsito, o DNA gendmico de plantas de algoddo WT e dsMincl foi extraido a partir de 100
mg de folhas frescas, utilizando o kit DNeasy Planta Maxi (Qiagen®), de acordo com as
instrugdes do fabricante. A concentracdo do DNA foi determinada tanto por espectrofotometria
em comprimento de onda de 260 nm, quanto em gel de agarose a 0,8% corado com brometo de
etidio (0,2 mg mL1). O DNA gendmico (20 ng) das plantas GM T, foram utilizados como
molde para a amplificacdo do gene ahas e do gene enddgeno do algoddo ubiquitina (ghubcl),
presentes no cassete de DNA pBSK::ghubcl::ahas, usadas para calcular o nimero de cépias do
transgene, utilizando os oligonucleotideos ahas_Fw e ahas_Rv.

Primeiramente, a quantidade absoluta dos dois genes foi determinada em relacdo a
curvas padrao. Duas curvas padrdo foram obtidas através da representacdo grafica dos valores
de Ct em relacio a dilui¢Bes em série do plasmideo pBSK::ghubcl::ahas (10, 102, 1031 0*e
10°). O nimero de copias do plasmideo foi calculado com os valores de Ct com base nas curvas
de normalizagcdo. O numero relativo de copia do gene alvo foi obtido pela relagdo entre a

guantidade absoluta de gene alvo e do gene enddgeno na mesma amostra.

46  MULTIPLICACAO DE FITONEMATOIDES E EXTRACAO DOS OVOS

Os fitonematoides (M. incognita, raca 3) foram propagados e mantidos em plantas de
tomateiro (S. lycopersicum L. cv. Santa Clara) cultivadas em casa de vegetacao por trés meses.
A coleta dos fitonematoides foi realizada em diferentes estadios de desenvolvimento (28 a 90
dias apds a inoculacéo). Os ovos foram extraidos de acordo com Hussey e Barker (1973), com
modificacOes. Raizes de tomateiro foram trituradas no liquidificador por um minuto em
hipoclorito de sédio (NaOCI) a 0,5%. Em seguida, o material foi peneirado e lavado em um
conjunto de peneiras de 100, 200 e 500 mesh, até completa retirada do hipoclorito. Os ovos
retidos na peneira de 500 mesh foram contados com o auxilio de uma Camara de Peters

(VRAIN, 1977) e, apds ajuste da concentragdo (5.000 ovos mL™t) foram inoculados nas plantas.
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4.7  BIOENSAIOS DE INFECCAO DE M. incognita EM PLANTAS DE ALGODAO GM

Para o desafio das plantas de algoddo GM ao M. incognita, foram obtidas sementes da
geragdo T»e T3, para cada bioensaio subsequente, por meio da autofecundagéo das flores das
progénies selecionadas. Para a geracdo das plantas T, foram selecionadas dez sementes PCR
positivas de cada evento GM e para a geracao T3, foram escolhidas dez sementes aleatoriamente
de trés eventos GM e, dos controles de resisténcia e susceptibilidade. As sementes foram
germinadas em papel Germitest e, apos 5 dias, as plantulas foram transferidas para sacos
plasticos, contendo 2 L de substrato composto por areia, solo estéril e matéria organica (1:1:1)
(Bioplant, Brasil). Esta etapa foi conduzida em casa de vegetacgéo e a avaliacdo foi realizada no
Laboratorio de Nematologia da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. Apds 15 dias da
semeadura, cada planta foi inoculada com aproximadamente 8.000 ovos, distribuidos em trés
orificios de 2 cm de profundidade adjacentes ao caule da planta. Apds 120 dias da inoculacio
(DAI), cada planta teve seu sistema radicular lavado cuidadosamente para a remocdo do
substrato, mantendo a parte aérea intacta, e submetida a avaliacdo quanto a infeccdo pelo
fitonematoide.

As plantas das geragdes T e Tz de trés eventos GM independentes (To) foram analisadas
e organizadas em um delineamento inteiramente ao acaso. A triagem das progénies T e T3 foi
composta por 10 plantas em uma Unica linha. Tendo em vista o elevado nimero de individuos
(plantas), foi realizado um screening, no qual, cada progénie foi pontuada individualmente
guanto ao indice de galhas (IG) (TAYLOR; SASSER, 1978), nota 1 = altamente suscetivel (>
51 a 100% de galhas); nota 2 = moderadamente suscetivel (> 31 a 50% de galhas); nota 3 (<
30% de galhas) = resistente. As notas foram atribuidas em comparacdo com as plantas
suscetiveis (WT) e com o padrdo de resisténcia (gendtipo de algoddo M-315). O genoétipo de
algoddo correspondente ao padrdo de suscetibilidade (FM 966) foi adicionado ao bioensaio
apenas como controle da multiplicacdo do fitonematoide. As plantas resistentes foram
replantadas para obtencéo das sementes por autofecundacao.

Para a avaliacdo das progénies Tz resistentes, primeiramente, as plantas foram
classificadas pela sele¢do, descrita acima. Como a anélise das raizes das plantas de algodao ndo
poderia ser destrutiva, as raizes classificadas com nota 3 foram distribuidas em uma bancada
para a excisdo de 50% da raiz, preservando a raiz primaria, cuja amostra teve o peso fresco
determinado individualmente. Essas raizes foram mantidas em camara fria para analises
posteriores. As plantas com notas 3, e PCR positivas para o gene bar, foram replantadas para

obtencgéo das sementes por autofecundacéo, e as com notas 1 e 2, e PCR positivas ou negativas,
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foram descartadas (Figura 1.3). As raizes nota 3 foram coradas com Floxina B (TIHOHOD,
1993) e avaliadas quanto ao numero de galhas, massa de ovos e nimero de ovos. Foram
selecionadas, aleatoriamente, trés raizes nota 1 e 2 de cada evento GM e trés raizes de cada
controle para as contagens. O fator de reproducdo (FR) foi calculado como FR = Pf/Pi (Pf:
Populacdo Final; Pi: Populagéo Inicial). As trés plantas selecionadas foram, entéo, replantadas
e autofecundadas para gerar progénies Ta.

48 ANALISE MORFOLOGICA DAS CELULAS GIGANTES NAS PLANTAS
EXPRESSANDO dsMincl

Para verificar possiveis modificagdes morfoldgicas nas galhas de raizes de algodéo
expressando as moléculas de dsSRNA do cassete de expressdo dsMincl, foram coletadas galhas
do algoddo WT (BRS 372), de plantas do controle de resisténcia (gen6tipo M-315) e de plantas
de algoddao GM geradas, 120 DAI. As galhas coletadas das raizes de algoddo foram colocadas
imediatamente em glutaraldeido 2% e submetidas a 20 minutos de vacuo para facilitar a
penetracdo do fixativo no tecido. A fixacdo das galhas foi feita durante 15 dias, a 4 °C, sob
agitacdo constante. O fixativo foi trocado a cada dois dias. As galhas ja fixadas foram, entéo,
submetidas ao processo de desidratacdo nas seguintes condic¢des: 2 horas em etanol 15%; 2
horas em etanol 30%; 2 horas em etanol 50%, 16 horas em etanol 70%. No dia seguinte, seguiu-
se com a desidratacdo: 2 horas em etanol 85% e pelo menos 6 horas em etanol 100%, trocando
0 etanol a cada 2 horas. Todo esse processo foi realizado no gelo para que a acdo do alcool no
tecido ocorresse lentamente. Depois de desidratadas, as galhas foram colocadas em solucgéo de
50% Technovit® (Heraeus Kulzer), 50% etanol e mantidas a 4 °C, durante pelo menos 12 horas.
Posteriormente, as galhas foram transferidas para 100% Technovit® liquido e mantidas nessa
solucéo por sete dias a 4 °C. Ap0s esse processo, as galhas foram embebidas em Technovit®
sélido (0,1 g de Hardner 1 em 10 mL de Technovit®, adicionando-se 333 L de Hardner 11, para
cada 5 mL dessa solucdo, para se obter a polimerizacdo). Os blocos polimerizados de
Technovit® foram cortados em micrétomo na espessura de 3 um e os cortes distribuidos em
laminas de vidro tratadas com polilisina, como selante. As laminas foram mantidas a 45 °C, por
16 h, para que os cortes ficassem perfeitamente aderidos a lamina. Apds a secagem, as laminas
foram coradas com azul de toluidina, por 5 minutos, e observadas em microscopio Optico

(Axiocam, Zeiss) para analise morfoldgica das galhas.
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49  AVALIACAO DO SILENCIAMENTO DOS GENES Mi-cpl, Mi-icl E Mi-fs EM
FITONEMATOIDES EXTRAIDOS DAS RAIZES DE PLANTAS DE ALGODAO GM POR
PCR EM TEMPO REAL (RT-gPCR)

Para a extragcdo do RNA total, foram selecionadas cinco galhas geradas por M. incognita
em raizes de plantas de algoddo Tz com caracteristicas semelhantes, a fim de otimizar a
quantidade de nematoides coletadas que foi extraido, utilizando o PureLink™ Plant RNA
Reagent (Invitrogen™, EUA). A integridade do RNA total extraido foi confirmada em gel de
agarose 1% e visualizados por coloragdo com brometo de etidio (0,2 mg mL™). O RNA foi
tratado com DNase | Turbo (Ambion®, EUA) de acordo com as instruces do fabricante. A
sintese de cDNAs foi realizada utilizando o oligo NVdso e 1U da enzima Moloney Murine
Leukemia Virus Reverse Transcriptase (M-MLV RT) (Sigma®), utilizando 820 ng de RNA
total. As extracGes de RNA e sintese de cDNAs foram realizadas em triplicadas bioldgicas,
seguindo as recomendac0es dos fabricantes, e a quantificacéo foi realizada com o fluorimetro
Qubit® (Invitrogen®, EUA).

Para andlise da expressdo relativa dos genes alvo do fitonematoide Mi-cpl, Mi-icl e Mi-
fs foi utilizada a técnica de RT-qPCR, normalizada pela expressao dos genes endogenos, fator
de elongacdo (EF1), actina (ACT) e gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH)
previamente identificados como genes de referéncia estavel para andlise RT-gPCR em M.
incognita (RUTTER et al., 2014; LOURENCO-TESSUTTI et al., 2015). Os oligonucleotideos
utilizados para os experimentos de RT-gPCR foram desenhados a partir de uma sequéncia de
M. incognita, disponibilizada pelo INRA (https://meloidogyne.inrae.fr/Credits) (Tabela 1.1).
As quantificacdes por RT-qPCR foram realizadas no equipamento QuantStudio™ 3 Real-Time
PCR System (Applied Biosystems). O mix utilizado para reacdo foi composto por SYBR®
Green (PROMEGA®), agua destilada, 500 mM de cada oligonucleotideo e 2 puL do cDNA
(1:10), totalizando um volume final de 10 pL para cada reacdo. Todas as reacdes foram
realizadas em triplicadas biologicas e técnicas. As condigdes dos ciclos de PCR foram: 95 °C
durante 10 min para ativar a hot-start Taqg DNA polimerase, 40 ciclos a 95 °C durante 15 s
(passo de desnaturagdo), 60 °C durante 1 min (etapa de anelamento dos oligonucleotideos e
extensdo). Finalmente, a curva de dissociacdo foi criada apos a amplificacdo para verificar a
presenca de produtos ndo especificos ou dimeros de oligonucleotideos. Os controles negativos
(NTC — No template control) foram preparados contendo somente agua destilada e mix da
reacdo para averiguar a possibilidade de amplificacdo inespecifica da reacdo. Os dados brutos

de fluorescéncia para todas as corridas foram importados para o software de RT-gPCR, Miner


https://meloidogyne.inrae.fr/Credits
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(ZHAO; FERNALD, 2005), a fim de determinar a eficiéncia da amplificagcéo para cada gene.
Os valores de Cq utilizados foram gerados pelo QuantStudio™ Design & Analysis Software
(Applied Biosystems). A expressdao génica relativa foi determinada pelo método AACq
(LIVAK; SCHMITTGEN, 2001), utilizando o software SATgPCR, também utilizado para a
andlise estatistica (teste de Tukey (p < 0,05)) (RANCUREL et al., 2019). Os valores relativos
de expressao foram determinados tendo como amostra referéncia plantas WT.

410 ANALISE ESTATISTICA

Os dados de nimero de galhas, massa de ovos e o fator de reproducao foram analisados
estatisticamente utilizando o software R (R CORE TEAM, 2017), pacote Easyanova
(ARNHOLD, 2013). A normalidade dos dados e a homogeneidade das variancias foram
confirmadas pelos testes Shapiro-Wilk e Bartllet, respectivamente. As diferencas entre médias
foram determinadas pelo teste t de Student (p < 0,05).

5 RESULTADOS

51  TRANSFORMACAO E CARACTERIZACAO MOLECULAR DE PLANTAS DE
ALGODAO GM

Eixos embrionarios de plantas de algoddo da cultivar BRS 372 foram transformados
com o cassete dsMincl, contendo dsRNAs in tandem para os genes Mi-cpl, Mi-icl e Mi-fs, sob
0 controle do promotor uceS8.3, patenteado pelo nosso grupo de pesquisa (GROSSI-DE-SA et
al., 2010) (Figura 1.2), por bombardeamento de microparticulas (biobalistica). Foram
bombardeados 7.050 embrides com o vetor dsMincl. Desses, 299 plantulas foram selecionadas
in vitro e aclimatadas em casa de vegetacdo. ApoOs o teste de imunodeteccdo, 52 plantas
mostraram expressao do gene bar, indicando uma eficiéncia de transformacao de 0,7%.

Todos os eventos primarios (To) foram férteis e exibiram crescimento e fenotipo
normais em comparacdo com as plantas de algoddo WT. A andlise por PCR confirmou a
integracdo completa do T-DNA exdgeno (gene especifico e marcador bar) nos eventos
independentes (To), bem como nas progénies T1, T> e Ta. No total, foram obtidos sete eventos
To, 0s quais foram autofecundadas para obtencdo das progénies Ti.

Para avaliar o numero de cdpias do cassete de expressdo do transgene dsMincl no

genoma de plantas de algoddo GM T, foi aplicado o método 224, baseado em qPCR. Para isso,
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o nivel de transcricdo da cassete transgene foi determinado por qPCR em relacdo a expressao
do gene de controle endégeno de uma planta para normalizar todas as varia¢fes de reacdo em
relacdo as diferencas iniciais na concentracdo de DNA do molde. Assim, o DNA gendmico dos
eventos de algoddao GM T foi usado como molde para a amplificagédo por gPCR do gene ahas,
presente no cassete de transgene dsMincl e do gene enddgeno do algoddo ghubcl (ubiquitina).
As curvas de amplificagdo para 0s genes ahas e ghubcl mostraram boa reprodutibilidade. Foi
observada uma cépia para os eventos dsMincl-1 e dsMincl-10, duas copias para dsMincl-9,
dsMincl-17 e dsMinc1-64 e trés copias dsMincl1-38 e dsMinc1-20 (Tabela 1.2).

Tabela 1.2 — Relagdo das progénies T, de algoddo transformado com o cassete de expressdo dsMincl e seus
respectivos nimeros de copias do transgene estimado pela técnica de qPCR.

ID daplanta  NUmero de cOpias estimada

dsMincl-1 1
dsMinc1-10
dsMinc1-17
dsMinc1-19
dsMinc1-20
dsMinc1-38
dsMinc1-64

WT

ONWWNDN PP

Os individuos T: foram selecionados por PCR, no qual as plantas positivas foram
autofecundadas para obtencdo das progénies T2, as quais foram submetidas ao primeiro
bioensaio de desafio contra M. incognita. Plantas que apresentaram fenétipo suscetivel ao
fitonematoide, mesmo sendo PCR positivas, foram descartadas. Sendo assim, apenas 0s eventos
de transformacdo resistentes a M. incognita que exibiam o transgene foram selecionadas para a
geracdo T3, que, semelhantemente, foi desafiada contra M. incognita. Dez progénies Ts
resistentes, oriundas de cada um dos trés eventos de transformagao independentes To, foram
selecionados para confirmacdo do transgene dsMincl. O pipeline experimental usado para

identificar e caracterizar os eventos de transformacédo de algoddo GM é mostrado na figura 1.3.
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Figura 1.3 — Pipeline experimental utilizado para identificar e caracterizar eventos de algoddo GM expressando as
moléculas de dsRNAs da construcéo dsMincl. Ap6s bombardear embrifes de algoddo (cultivar BRS 372) com
cassetes linearizados da construgdo dsMincl, as plantas de algoddo transformadas foram selecionadas por
resisténcia ao Imazapir, conferida pelo gene ahas. Uma vez aclimatados em casa de vegetag&o, as plantas To foram
caracterizadas pela expressdo do gene bar, imunodetectacdo pelo Kit LibertyLink® e também selecionadas pela
amplificagdo do gene bar por PCR (377 pb). Dessa forma, foram selecionados sete eventos de transformagao de
algoddo To. Aleatoriamente, foram selecionados 3 eventos para o avanco de geragdo (dsMinc1-10, dsMincl-20 e
dsMinc1-64). A geracdo de algoddo GM T; foi caracterizada por PCR, como na geracdo To. Dessa forma, foram
selecionadas trés plantas PCR positivas para cada evento de transformacdo Ty selecionado (dsMinc1-10.13,
dsMinc1-10.16 e dsMinc1-10.19; dsMinc1-20.19, dsMinc1-20.25 e dsMinc1-20.39; dsMinc1-64.2, dsMincl1-64.8
e dsMinc1-64.15) para constituir a geracdo Ti. Foi escolhido aleatoriamente um evento de cada planta de algodao
GM (dsMinc1-10.16, dsMinc1-20.39 e dsMinc1-64.15) para o avan¢o de geracdo. Foram semeadas dez sementes
de algoddo T, as quais foram caracterizadas fenotipicamente em relagdo a resisténcia ao fitonematoide M.
incognita e pela amplificacdo do gene bar, por PCR (377 pb). As plantas que apresentaram fenétipos com maior
nivel de resisténcia (dsMinc1-10.16.3, dsMinc1-20.39.3 e dsMinc1-64.15.1), quando comparados aos controles de
susceptibilidade (BRS 372 e FM 966), foram selecionados para obtencdo da geracdo Ts. Foram semeadas dez
plantas de algod&o T3, que foram caracterizadas da mesma maneira que a geracdo T». Legenda: @: autofecundacéo.
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52 A PRESENCA DE dsRNAs PIRAMIDADOS NAS GERACOES T, E Ts DO
ALGODAO REDUZEM A REPRODUCAO DE M. incognita

5.2.1 Avaliacéo das progénies T2

Dez progénies T», oriundas da geragéo T1 (dsMincl-10.16, dsMinc1-20.39 e dsMinc1-
64.15), representando trés eventos de transformacdo, foram desafiadas contra M. incognita e
comparadas com os controles de suscetibilidade (WT) e de resisténcia (M-315) para a avaliagdo
da reacdo nas raizes provocadas pelos fitonematoides. Observou-se que na média geral, 66,7%
das plantas apresentaram reducdo no nimero de galhas igual ou superior a 70% (nota 3) em
comparacdo as plantas WT. Os eventos GM dsMinc1-10.16, dsMinc1-20.39 e dsMinc1-64.15
obtiveram 33,3%, 87,5% e 80% de plantas resistentes, respectivamente (Figura 1.4a). Esses
resultados sugerem a estabilidade do transgene no avanco das geracdes do algodéo.

Ap0s a avaliacdo do bioensaio e a recuperacao das plantas T que obtiveram nota 3, foi
realizada a PCR para confirmar a presenca do cassete génico dsMincl. Na média geral, 38,9%
das plantas avaliadas apresentaram resultado positivo para a amplificacdo do gene bar por PCR
(377 pb). Os eventos GM dsMinc1-10.16, dsMinc1-20.39 e dsMinc1-64.15 obtiveram 33,3%,
42,9% e 37,5% de plantas positivas para PCR, respectivamente (Figura 1.4b). As progénies que
obtiveram nota 3, mas que ndo foram confirmadas por PCR, foram descartadas, e isso

demonstra a segregacdo do transgene dentro da populacéo.
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Figura 1.4 — Caracterizacdo de plantas de algoddo da geragdo T transformadas com dsMincl e desafiados contra
M. incognita. Cada barra representa um total de 10 plantas avaliadas. (a) padrdo de galhas observados nas raizes
de plantas de algodao e suas respectivas notas. (b) Porcentagem de plantas suscetiveis (nota 1, pontilhado),
moderadamente suscetiveis (nota 2, cinza escuro) e resistentes (nota 3, preto) de acordo com o indice de galhas.
As progénies T, oriundas de trés eventos de transformacéo, foram avaliadas quanto ao indice de galhas em relagao
aos controles de suscetibilidade (WT — BRS 372) e de resisténcia (M-315). (c) Porcentagem de plantas
selecionadas por amplificagdo do gene bar por PCR (377 pb) das progénies T resistentes (nota 3) no bioensaio
contra M. incognita; PCR positivo para plantas (preto); plantas PCR negativo (cinza escuro).
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5.2.2 Avaliacdo das progénies T3

Apos 120 dias de infeccdo por M. incognita, o numero médio de galhas de
fitonematoides formadas no sistema radicular diferiu significativamente (p < 0,05) em alguns
eventos GM (dsMinc1-20.39.3 e dsMinc1-64.15.1) em relacdo ao controle WT. As plantas WT
apresentaram uma média de 237 galhas g de raiz, enquanto os eventos de transformacéo de
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algoddo GM dsMinc1-20.39.3 e dsMinc1-64.15.1 mostraram uma redugdo significativa de 34,1
e 46,9%, respectivamente (Figura 1.5a). Por outro lado, a redugio do niimero de galhas g™ raiz
na linhagem dsMinc1-10.16.3 foi de apenas 17,7%, nao diferindo significativamente em relacao
ao controle. As plantas WT tiveram um FR dos fitonematoides consideravelmente alto (média
do FR = 4,2), sendo significativamente (p < 0,05) maior quando comparado com os eventos de
transformacdo GM dsMinc1-20.39.3 (média do FR = 2,3, 45,3% menor que a planta WT) e
dsMinc1-64.15.1 (media = 1,9, 54% menor que a planta WT) (Figura 1.5b). O evento dsMinc1-
10.16.3 apresentou uma meédia do FR semelhante a WT (média do FR = 3,5). As massas de
ovos foram coradas com Floxina B e contabilizadas. O niimero médio de massa de ovos g* de
raiz de M. incognita é significativamente (p < 0,05) maior no algoddo WT (n° = 82) em
comparacdo aos eventos de transformacdo GM dsMinc1-10.16.3 (n° = 48) e dsMinc1-64.15.1
(n° = 21) (Figura 1.5¢). Houve uma reducéo de 33,9-74,5% do namero de massa de ovos dos

eventos GM comparadas a planta WT.

Figura 1.5 — Efeito das moléculas de dsRNAs do cassete de expressao dsMincl no desenvolvimento e reproducéo
de M. incognita em plantas de algoddo GM. (a) Numero de galhas g de raiz induzidas; (b) FR (fator de
reproducéo) e (c) o nimero de massas de ovos g de raiz de M. incognita em diferentes linhagens Ts (dsMinc1-
10.16, dsMinc1-20.39 e dsMinc1-64.15), controle de suscetibilidade BRS 372 (WT) e de resisténcia (M-315) séo
mostrados aos 120 DAI. Barras indicam os erros padrdo dos dados médios (n = 3-7) e os asteriscos indicam
diferenca significativa pelo teste t de Student (p < 0,05), em comparagdo com plantas de controle ndo GM (WT).
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Ap0s a caracterizagdo fenotipica das plantas desafiadas com M. incognita, foi realizada
a PCR das plantas selecionadas como resistentes (nota 3) para confirmar a presenca do cassete
génico dsMincl e posterior avango de geracdo. Além da amplificacdo do gene de selecéo bar
(377 pb), foi realizada a caracterizacdo molecular para a amplificacdo do promotor uceS8.3
(257 pb) (Figura 1.6). As progénies classificadas inicialmente com a nota 3, porém néo
confirmadas por PCR, foram descartadas.

Figura 1.6 — Amplificacdo de regides génicas no cassete de expressdo dsMincl em algoddo Ts. Gel de agarose 1%
contendo amplificagdo do fragmento do gene de selecdo bar de 377 pb (a) e do promotor uceS8.3 de 257 pb (b).
(WT): planta ndo transformada utilizada como controle negativo; (-): &gua usada como controle negativo da reacéo
de PCR; (+): controle positivo — cassete de expressdo dsMincl; M: marcador em pares de bases (pb) (Ladder 1kb
plus (Invitrogen®)).

(a) (b)
dsMinc1-10.16.3 dsMinc1-10.16.3
M C+ C WI 3 6 7 9 15 22 M C+ C WI 3 6 7 9 15 22
dsMinc1-20.39.3 dsMinc1-20.39.3
M C+ C- WTI 8 12 16 19 20 25 31 M c+ Cc- wr 8 12 16 19 20 25 31
dsMinc1-64.15.1 dsMinc1-64.15.1
M C+ C- WT 3 4 21 28 30 M C+ C- WT 3 4 21 28 30

A figura 1.7 mostra uma avaliacdo visual das raizes das plantas de algoddo WT, GM e
do gendtipo de algoddo resistente (M-315), revelando a diferenca no padrdo da reacdo
provocada pelo fitonematoide em cada gendtipo. O sistema radicular do algoddo WT é
caracterizado pela presenca de galhas unificadas, grandes e maltiplas. Diferentemente, as galhas
encontradas nas plantas de algoddo GM geradas e do gen6tipo M-315, sdo simples, menores e
isoladas. Estes dados corroboram com a avaliacdo do numero de galhas identificadas em cada

raiz analisada, conforme demonstrado na figura 1.5a.
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Figura 1.7 — Analise macroscopica de raizes de plantas de algoddo mostrando que a intensidade de galhas
provocadas por M. incognita foi comparativamente maior nas plantas controle do que nas progénies das plantas
GM T3, aos 120 DAI. As setas amarelas indicam a posicdo das galhas na raiz de cada planta avaliada. WT, algodédo
ndo transformado (BRS 372), M-315, genétipo de algoddo utilizado como padrao de resisténcia.
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53 RAIZES DE PLANTAS DE ALGODAO EXPRESSANDO MOLECULAS DE
dsRNAS DO CASSETE DE EXPRESSAO dsMincl INDUZEM ALTERACOES NAS
CELULAS GIGANTES INDUZIDAS POR NFG

Para verificar a presenca de diferencas na formacao das células gigantes entre as plantas
GM expressando dsMincl e plantas controle, foi realizada uma anélise morfologica das sec¢des dos
tecidos radiculares infectados com fitonematoides. A planta WT mostrou tipicamente multiplos
sitios de alimentacdo bem desenvolvidos e nematoides maduros em seu interior, assim como
desorganizacdo e assimetria celular e ruptura do cortex radicular causada pelo aumento da
regido do cilindro vascular. Todas as linhagens GM (dsMinc1-10.16.3, dsMinc1-20.39.3 e
dsMincl-64.15.1) apresentaram galhas menos desenvolvidas, tornando as celulas gigantes,
assim como os fitonematoides, menos visiveis, quando comparado com as plantas nédo
transformadas. De forma semelhante ao geno6tipo de algodao resistente (M-315), cada galha das
linhagens transgénicas apresentou menor ndmero de sitios de alimentacdo, aparentemente
blogueados em seu desenvolvimento, e células gigantes menos expandidas em relacdo ao
controle. As plantas de algoddo GM apresentaram mais elementos de xilema em comparagéo
com a WT. No evento de transformacdo dsMinc1-10.16.3, algumas células gigantes estavam
malformadas, apresentando parede celular com coloracédo diferente, sugerindo tentativa de
mitose (Figura 1.8).
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Figura 1.8 — Anélise histoldgica de tecidos de galhas de linhagens de algoddo WT (BRS 372) e GM em imagens de campo claro de se¢des longitudinais de galhas de algoddo
coradas com azul de toluidina. Controle WT (BRS 372); controle de resisténcia (M-315). (*) células gigantes e locais de alimentacdo; (n) fitonematoide. As setas vermelhas
indicam elementos do xilema. As setas pretas indicam células gigantes malformadas apresentando parede celular como material manchado, sugerindo tentativa de mitose. Barras
=50 um.
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5.4  ANALISE DE EXPRESSAO RELATIVA DOS GENES PRESENTES NO dsMincl
EM FITONEMATOIDES EXTRAIDOS DE RAIZES DE PLANTAS DE ALGODAO GM

Para analisar o potencial dos genes Mi-cpl, Mi-icl e Mi-fs em M. incognita provocados
pela ingestdo de dsRNAs e/ou siRNAs, provenientes do dsMincl presentes nas plantas GM de
diferentes linhagens T3 (dsMinc1-10.16.3.3, dsMinc1-10.16.3.7, dsMinc1-10.16.3.15, dsMinc1-
20.39.3.12, dsMinc1-20.39.3.16, dsMinc1-20.39.3.20, dsMincl1-64.15.1.21 e dsMincl-
64.15.1.28), foi realizado RT-gPCR. Os resultados obtidos na avaliacdo do acumulo de
transcritos do gene Mi-cpl em fitonematoides, presentes em galhas de raizes de algoddo, obtidos
das plantas expressando dsMincl mostrou uma diminuic¢do significativa (p < 0,05) de 82 e
83,6% na expressdo nas linhagens Tz dos eventos de transformacdo dsMinc1-20.39.3 e
dsMinc1-64.15.1, respectivamente, em relacdo ao controle (Figura 1.9a, Figura Sla). A
transcricdo do gene ICL também foi drasticamente suprimida pelo dsSRNA Mi-icl derivado de
plantas de algoddo GM dsMincl, resultando em uma supresséo significativa (p < 0,01) nas
linhagens GM dsMinc1-10.16.3 (94%), dsMinc1-20.39.3 (97,4%) e dsMinc1-64.15.1 (94,9%),
em relacdo ao controle (Figura 1.9b, Figura S1b). Em relacdo a transcricdo do gene envolvido
no processamento de RNA de fitonematoides, fator de splicing (Mi-fs), houve reducao
significativa (p < 0,05) apenas na linhagem dsMinc1-20.39.3 (70,7%), em relacéo ao controle.
Os eventos de transformacdo dsMinc1-10.16.3 e dsMinc1-64.15.1 apresentaram reducédo de
63,2 e 36,8%, respectivamente, porém nao significativa em comparacdo com a WT (Figura
1.9¢).
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Figura 1.9 — Caracterizacdo média dos niveis relativos de acimulo de transcritos por RT-gPCR dos genes presentes
no dsMincl de galhas em plantas de algodao infectados por M. incognita, coletados de plantas de algoddo GM T3
(dsMinc1-10.16.3, dsMinc1-20.39.3 e dsMincl1-64.15.1) e WT. (a) Expressdo relativa do gene Mi-cpl; (b)
expressdo relativa do gene Mi-icl; (c) expresséo relativa do gene Mi-fs. As barras indicam os erros padréo dos
dados médios (n = 3). Diferencas significativas foram avaliadas pelo teste de Turkey, no qual a expressdo génica
de Mi-cpl, Mi-icl e Mi-fs em galhas de diferentes eventos de transformacdo de plantas de algoddo foram
comparadas as plantas controle WT (* p < 0,05; ** p < 0,01).
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6 DISCUSSAO

Uma das principais vantagens em utilizar a tecnologia do RNAI, utilizando dsRNAs
especifico para controlar pragas agricolas, como fitonematoides, € a alta especificidade ao gene
alvo, sendo benéfico para 0 meio ambiente e diminuindo efeito em organismos ndo alvos
(ROSSO; JONES; ABAD, 2009; DUTTA; BANAKAR; RAO, 2015). Analises do
transcriptoma de fitonematoides pode ser realizada para identificar genes que séo
diferencialmente expressos no seu ciclo de vida e que podem estar envolvidos no parasitismo
das plantas. Com isso, a partir de informagdes do transcriptoma, a metodologia de RNAI
representa um avanco no melhoramento genético de plantas, conferindo resisténcia a
fitonematoides (DANCHIN et al., 2013). Dependendo do gene alvo, a regulagéo negativa da

transcri¢do pode produzir efeitos letais nesses fitoparasitas e reduzir a infec¢do ou multiplicagédo
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nas plantas (FAIRBAIRN et al., 2007). Desse modo, identificar genes com potencial valor para
controlar fitonematoides, por meio do silenciamento de mMRNA, € importante para a agricultura
sustentavel.

Nos estudos iniciais, as moléculas de dsRNAs foram, na maioria dos experimentos,
administradas por ingestdo para validar potenciais moléculas no controle de fitonematoides
(URWIN; LILLEY; ATKINSON, 2002). Essa metodologia, conhecida como soaking, realizada
por imersdo com dsRNAs sintetizados in vitro para fornecer moléculas de dsRNAs especificas
aos fitonematoides, possui potencial para o controle do patdgeno, visto que o dsRNA regula
especificamente a expressdo de genes alvo por meio do silenciamento da expressdo destes
genes. No entanto, a eficiéncia desse método pode ndo gerar um silenciamento suficiente devido
a instabilidade do dsRNA quando exposto a diversos ambientes (LI et al., 2017). Como
alternativa para o controle, a alimentacdo dos fitonematoides com plantas GM, que expressam
moléculas de dsRNAs especifica para o organismo alvo foi desenvolvida como um método
eficaz para fornecer moléculas de dsRNAs e controlar esses relevantes fitoparasitas na
agricultura. Assim, as plantas GM fornecem aos fitonematoides um estresse continuo, por
possuirem um nivel de expressdo de dsRNAs relativamente estavel. O uso de RNAI in planta
contra fitonematoides foi descrito pela primeira vez por Huang et al. (2006), Steeves et al.
(2006) e Yadav, Veluthambi e Subramaniam (2006). No entanto, ndo ha estudos utilizando a
piramidacdo de genes alvo a fitonematoides, como o M. incognita, em plantas de interesse
comercial. Neste estudo, foram selecionados trés genes, caracterizados por nosso grupo de
pesquisa, incluindo o gene que codifica para uma cisteina protease (Mi-cpl), envolvida no
processo de digestdo do fitonematoide (SOUZA JUNIOR et al., 2013), do gene para isocitrato
liase (Mi-icl), enzima presente na via do glioxilato (LOURENCO-TESSUTTI et al., 2015) e do
gene envolvido no processamento de RNA de fitonematoides, fator de splicing (Mi-fs)
(GROSSI-DE-SA et al., 2014; FRAGOSO et al., 2020 submetido), de M. incognita para a
construcdo do vetor de dsSRNAs piramidado (Mi-cpl (201 pb), Mi-icl (234 pb) e Mi-fs (200 pb)),
que foi inserido em plantas de G. hirsutum por biobalistica.

Em nossos dados, os eventos de transformacgdo de algoddo GM dsMinc1-20.39.3 e
dsMinc1-64.15.1 apresentaram uma reduco significativa no nimero de galhas g* de raiz de
34,1 e 46,9%, respectivamente (figura 1.5a). Reducdo semelhante (45%) do numero de galhas
foi observada em plantas de tabaco expressando dsRNA para o gene Mi-cpl (SOUZA JUNIOR
etal., 2013). Plantas de tabaco, expressando dsRNAs do gene Mi-icl, ndo apresentaram reducéo
no numero de galhas em comparacdo a WT (LOURENCO-TESSUTTI et al., 2015). Por outro
lado, avaliando o silenciamento do mesmo gene alvo (Mi-icl), Yadav, Veluthambi e
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Subramaniam (2006) observaram reducdo de 92% no numero de galhas em raizes de tabaco
GM em comparagdo a WT. Outros estudos também mostraram reducdo no ndmero de galhas
em plantas expressando dsRNAs de genes alvo de fitonematoides, semelhante aos dados aqui
descritos (32-50,8%) (Tabela 1) (DANCHIN et al., 2013; NIU et al., 2016; KAKRANA et al.,
2017; CHAUDHARY et al., 2019; CHUKWURAH et al., 2019). De acordo com Dong et al.
(2007) e Coyne e Ross (2014), a redugdo no numero de galhas reflete a capacidade de uma
planta em diminuir ou superar o ataque de fitonematoides, como M. incognita. Sendo assim, 0s
trés potenciais genes utilizados na construcdo dsMincl podem possuir papel importante no
parasitismo de M. incognita, por apresentar reducdo no nimero de galhas. Foi observado que
todos os eventos de transformacdo apresentaram um pequeno nimero de galhas nas raizes
(Figura 1.5 e 1.7); entretanto, a forma das galhas presentes em raizes de algodao expressando o
dsMincl sdo simples, menores e isoladas, além de frequéncia de galhas bem menor. Chaudhary
et al. (2019) também relataram uma menor frequéncia de galhas nas plantas expressando
dsRNA para o gene Mi-msp-1 em comparagdo com as plantas WT, indicando que o
silenciamento de algum dos genes alvo desfavorece a infeccao do fitonematoide e, portanto, o
silenciamento foi eficiente.

De acordo com Coyne e Ross (2014), o nimero de massa de ovos fornece um nivel mais
alto de indicacgdo de resisténcia. Sendo esse, um parametro relacionado a reproducéo Util para
avaliar o nimero de fitonematoides capazes de atingir a maturidade em uma determinada planta.
Comparadas as plantas controle WT, as plantas de algoddo GM dsMinc1-10.16.3 e dsMinc1-
64.15.1 apresentaram reducdo de 42% e 74,5%, respectivamente, no numero médio de massa
de ovos gt de raiz. Souza Junior et al. (2013) obtiveram resultado semelhante no silenciamento
do gene Mi-cpl, também presente na construcdo aqui apresentada, em plantas de tabaco, no qual
observaram reducdo de 32% no nimero de massa de ovos. Esses dados sdo indicativos que 0s
fitonematoides fémeas jovens podem ter tido o desenvolvimento atrasado e, assim, nao
alcancaram a maturidade. Como as fémeas adultas NFG produzem sua progénie em uma Unica
massa de ovos, 0 nimero de massa de ovos implica 0 nimero semelhante de fémeas
reprodutoras. Portanto, o silenciamento de genes induzido pelo hospedeiro (SGIH) do dsMincl
resultou na reducdo da formacdo de galhas nas raizes (Figura 1.7), presumivelmente porque
atenuou o desenvolvimento de NFG J2 para as fémeas em eventos de transformacdo GM. Pode-
se esperar um desenvolvimento atrasado de fitonematoides com a degradacéo da transcrigéo de
importantes genes de manutencdo, como 0s genes alvo aqui utilizados. A producéo reduzida de

massa de ovos é uma observacdo consistente em trabalhos onde importantes genes efetores
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relacionados ao parasitismo (DUTTA et al., 2015) e genes essenciais (PAPOLU et al., 2013)
em fitonematoides que foram silenciados.

Em uma interacdo do tipo compativel, a relacdo entre o nimero de massa de ovos e
galhas pode representar valores maiores do que 1 (mais de uma massa de ovos por galha
desenvolvida) (ARGUEL et al., 2012). Portanto, essa relacdo pode apresentar resultados
distintos quando h& o silenciamento de genes importantes na formacdo de alguma dessas
estruturas (galhas e massas de ovos). Isso foi observado em nosso trabalho, no qual a planta de
algoddo GM dsMinc1-10.16.3 n3o apresentou reducéo significativa no nimero de galhas g* de
raiz em relacdo a WT, porém apresentou reducéo significativa no nimero de massas de ovos g
! de raiz quando comparada a WT. Isso indica que o fitonematoide conseguiu infectar a raiz da
planta dessa linhagem, porém ndo conseguiu completar o ciclo reprodutivo (GUIMARAES et
al., 2017), provavelmente provocada pelo silenciamento de algum dos genes alvo presentes no
dsMincl.

A contagem de ovos € Util no estabelecimento do fator de reproducgdo (FR), que indica
a aptidao reprodutiva dos fitonematoides e 0 sucesso parasitario em uma planta hospedeira. O
FR calculado de M. incognita foi significativamente reduzido nas linhagens GM dsMincl-
20.39.3 e dsMinc1-64.15.1, que apresentaram reducdo de 45,3 e 54%, respectivamente (Figura
1.5b) em comparacdo ao WT. Souza junior et al. (2013), Lourenco-Tessutti et al. (2015) e
Fragoso et al. (submetido) observaram reducdo de 42, 65 e 92% no nimero de ovos em plantas
de tabaco expressando dsRNA dos genes Mi-cpl, Mi-icl e Mi-fs, respectivamente. Essa
capacidade reprodutiva reduzida também foi relatada por Chaudhary et al. (2019) em
fitonematoides que se alimentam de S. melongena expressando dsRNA para o gene efetor Mi-
msp-1 de M. incognita, embora em maior grau, reduzido em 62,4-70,6% em linhagens GM em
comparacdo com as plantas WT. Plantas de tomate GM expressando dsRNAs do gene MiPA
reduziram significativamente (28,3-37,2%) a reproducdo de M. incognita, em comparagdo as
plantas WT (CHUKWURAH et al., 2019). A supressdo na reproducdo de fitonematoides é
considerada um atributo da resisténcia das plantas a esses parasitas (BOERMA; HUSSEY,
1992). Como os NFGs completam trés ciclos em uma safra anual, uma reducdo de 60% na
multiplicacdo de NFGs por ciclo é suficiente para minimizar a populagdo de fitonematoides
abaixo do limiar econdmico (FULLER; LILLEY; URWIN, 2008; SHIVAKUMARA et al.,
2017).

Neste estudo, o nivel da expressdo de Mi-cpl, Mi-icl e Mi-fs em M. incognita
alimentados com plantas GM de algodao foi reduzido em 72-83,6, 94-97,4 e 36,8-70,7%,

respectivamente, em comparagcdo com o grupo controle. A regulagdo negativa dos transcritos
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dos genes alvo em fitoparasitas normalmente indica a eficacia do RNAI induzido pelo
hospedeiro (PAPOLU et al., 2013). Nossos resultados de RT-qPCR, portanto, fornecem
evidéncias de silenciamento dos genes Mi-cpl, Mi-icl e Mi-fs em M. incognita e corrobora com
a multiplicacdo reduzida de fitonematoides observada nas linhagens de algoddo GM durante a
avaliacdo fenotipica. Apesar da elevada reducdo, principalmente dos genes Mi-cpl e Mi-icl, o
RNAI mediado pelo dsRNA do hospedeiro ndo eliminou completamente a expressdo dos
produtos génicos, ou seja, 0s genes alvo foram silenciados, mas ndo eliminados. Esses dados
sdo consistentes com os resultados observados por meio do silenciamento desses genes,
individualmente, mediado por RNAi (SOUZA JUNIOR et al., 2013; LOURENCO-TESSUTTI
et al., 2015; FRAGOSO et al., 2020, submetido). Souza janior et al. (2013) observaram uma
reducao de 50% nos niveis de transcrito de Mi-cpl em ovos de M. incognita que se alimentaram
de plantas de tabaco expressando o dsRNA desse gene. Além disso, também foi observado que
ao silenciar os genes de proteases alvo, a expressdo das proteases ndo alvo foi aumentada,
sugerindo a existéncia de uma resposta natural dos organismos para compensar a falta de
algumas proteases (regulacéo positiva).

Lourenco-Tessutti et al. (2015) ndo conseguiram realizar a analise do silenciamento
génico de Mi-icl em M. incognita, visto que a quantidade de ovos obtidos foi muito reduzida,
impossibilitando a extracdo de RNA e a analise de RT-gPCR. No presente estudo, a reducao da
expressdo do gene Mi-icl foi altamente significativa em todas as linhagens de algoddo GM
(Figura 1.9c¢), indicando a alta importancia dessa enzima para o fitonematoide. A enzima ICL
estd presente no ciclo do glioxilato (mecanismos de tolerancia ao estresse), uma derivacdo do
ciclo do &cido citrico (ROTHSTEIN; MAYOH, 1964 COLONNA; MCFADDEN, 1975;
PATEL; MCFADDEN, 1977). Sabe-se que os nematoides utilizam o ciclo do glioxilato para
gerar carboidratos a partir da B-oxidacdo dos acidos graxos (BARRETT; WRIGHT, 1998), e
assim, supde-se que os ppJ2 do género Meloidogyne utilizam essa via para producao de energia
quando estdo fora da planta hospedeira (OPPERMAN et al., 2008).

Os resultados de expressao relativa para o gene Mi-fs, apresentou reducdo significativa
apenas para a planta de algoddo GM dsMinc1-20.39.3. Em G. max expressando dsRNA de um
gene relacionado ao fator de splicing (HgPrp-17), de H. glycines foi relatada uma reducéo de
5,5 vezes dos transcritos em relacdo ao controle (TIAN et al., 2019). Yadav, Veluthambi e
Subramaniam (2006) ndo conseguiram verificar 0s niveis de expressdo do gene Mi-fs a partir
dos fitonematoides isolados de plantas GM que expressam 0 dsSRNA desse gene, o que pode ser
explicado, provavelmente, devido a auséncia, por silenciamento, desses mMRNAS nos

fitonematoides. Nossos resultados podem se fundamentar no fato da existéncia de vias
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metabdlicas de energia que compensam os genes alvo do RNA. (LI et al., 2017). Além disso,
menos dsSRNA/SIRNA expressos pela planta resulta em um silenciamento menos eficaz
(DALZELL et al., 2010; LI et al., 2017), o que também poderia explicar o ocorrido para esse
gene nas plantas GM. Enzimas do tipo DICER em plantas podem ter diminuido os niveis de
expressdo do dsRNA produzidos nas linhagens de algoddo GM dsMinc1-10.16.3 e dsMincl-
64.15.1. Em insetos, sabe-se que quanto maiores as concentra¢es de dsRNA intacto produzidas
em plantas GM, maiores os efeitos inibitorios do RNAi (BOUCHE et al., 2006; GORDON;
WATERHOUSE, 2007; LIU et al., 2015), porém esse fato ndo € relatado em nematoides.
Estudos anteriores mostraram que os NFG sdo capazes de ingerir moléculas de 28 a 140 kDa,
incluindo a proteina fluorescente verde e as proteinas cristalinas formadas pela bactéria Bacillus
thuringiensis (URWIN et al., 1997a; LI et al., 2007; ZHANG et al., 2012). Se o dsRNA for
ingerido de forma intacta, prevé-se que o dsRNA passe para as células intestinais, seja
processado pelo complexo DICER do fitonematoide e siga a via RNAIi normal. Os siRNAs
processados pela maquinaria do RNAI da planta séo apresentados ao tubo de alimentacdo.
Porém, apds o processamento do dsRNA na célula da planta, posterior a acdo da DICER, os
siRNAs sdo imediatamente incorporados ao complexo RISC, dando origem a outra
conformacdo da molécula. Esse complexo proteina-acido nucleico seria muito grande para
atravessar até os maiores poros do tubo de alimentacéo do fitonematoide (LILLEY et al., 2007),
0 que pode reduzir a eficiéncia do silenciamento. Entretanto, Huang et al. (2006) demonstraram
que a captacdo pelo fitonematoide de dsRNA intacto ou de siRNAs processados pode ocorrer
e é suficiente para induzir um feno6tipo de RNAI. No presente estudo, nenhuma evidéncia foi
apresentada para saber se os NFG ingeriram dsRNAs diretamente e os processaram em siRNAs
(via DICER), ou se ingeriram diretamente os sSiRNAs processados pela planta. Portanto, ndo é
possivel deduzir a rota pela qual o silenciamento ocorreu. Existe a possibilidade de um ou
ambos 0s eventos ocorrerem, pois 0s NFG podem ingerir, de maneira geral, grandes
biomoléculas através dos poros do estilete (LI et al., 2007; ZHANG et al., 2012).

O tamanho e numero reduzido dos sitios de alimentacdo do fitonematoide em galhas de
raizes de algoddo expressando o dsMincl demonstram o efeito do silenciamento dos genes alvo
em M. incognita (Figura 1.9). Esse efeito esta diretamente relacionado a reducdo da capacidade
do fitonematoide em estabelecer seu sitio de alimentacdo (GHEYSEN; MITCHUM, 2011).
Além disso, a auséncia de fitonematoides nas galhas das plantas GM demonstram a
incapacidade desses organismos em sobreviver. A presenca de mais elementos do xilema, em
comparagdo com a WT, nas linhagens GM demonstram menor interferéncia do fitonematoide

no desenvolvimento radicular. Em cultivares suscetiveis, os sitios de alimentacdo ocupam o



72

espaco do floema no cilindro vascular, provocando o deslocamento dos elementos de vaso e,
por conseguinte, inibindo o transporte de metabolitos (BECKER; FERRAZ; SILVA, 1999). O
mesmo fendtipo foi observado por Cabral et al. (2020) em plantas de Arabidopsis na auséncia
do gene WEE1, onde a infeccdo do NFG induziu as células a um estado mitético resiliente.
Lourengo-Tessutti et al. (2015), ao compararem o sitio de alimentacdo de M. incognita em
raizes de tabaco expressando dsRNA do gene Mi-icl com as plantas WT, mostraram que as
células gigantes ndo diferiram em tamanho ou morfologia das galhas. O fato de as células
gigantes serem malformadas na linhagem dsMinc1-10.16.3, sugere tentativa de mitose
completa, o que normalmente é impedido pelo fitonematoide em uma relacdo parasitica
completa (GRUNDLER; SCHNIBBE; WYSS, 1991; DAVIS et al, 2000, 2008,
WILLIAMSON; GLEASON, 2003; KYNDT; FERNANDEZ; GHEYSEN, 2014; MEDINA et
al., 2017).

Com a reducgdo do nimero de galhas g de raiz, massa de ovos g de raiz, FR e na
expressdo relativa dos genes alvo em M. incognita, supde-se que o efeito do RNAI foi
perpetuado através dos estadios de desenvolvimento dos nematoides até a maturidade e,
especulativamente, uma prole deficiente de M. incognita com dsRNA/siRNA do dsMincl seria
produzida. Embora ndo tenhamos realizados experimentos de heranca dos fitonematoides que
infectaram as plantas GM, a natureza herdavel do RNAi é bem estudada em C. elegans
(GRISHOK; TABARA; MELLO, 2000), M. javanica (GLEASON; LIU; WILLIAMSON,
2008), M. incognita (SOUZA JUNIOR et al., 2013) e M. chitwoodi (DINH et al., 2014a). Dinh
et al. (2014b) comprovaram que o efeito RNAIi do gene Mcl16D10L do fitonematoide é
sistémico e que prolifera apds a ingestdo inicial de dSRNA/siRNA derivados das plantas, a partir
do esdfago, espalhando-se por todo o corpo da fémea, incluindo as gdnadas e 0os ovos em
desenvolvimento, transmitindo, assim, o efeito do RNAI para a prole.

As cultivares de algodao sao alotetraploides (2n=2x=52), o que torna os procedimentos
de genética classica complicados e longos, principalmente se o alto nivel de heterozigose
relacionado a heranca alotetrassémica for considerado (WRIGHT; NIU; NGUYEN, 2009).
Devido a recente evolucdo do algodédo alotetraploide, combinada com a selecdo intensiva de
algodao cultivado, houve a reducdo da diversidade genética do algoddo. Isso dificulta os
esforcos de melhoramento tradicional na obtencdo de caracteristicas agronémicas e limita a
aplicacdo de ferramentas genéticas moleculares para a melhoria do germoplasma de algodao
(AULD et al., 2009). Caracteristicas introgressivas, como 0s genes de resisténcia a
fitonematoides, compBem estratégias de reproducdo ja desafiadoras e precisam superar

complicagdes adicionais, como barreiras de incompatibilidade pré e pos-zigoticas (HERMSEN,
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1994; KONAN et al., 2009). Dados os desafios associados ao melhoramento classico, as
estratégias transgénicas descritas aqui representam uma alternativa atraente para a criagdo de
cultivares de algodao resistentes a M. incognita. Uma das vantagens de desenvolver plantas
transgénicas com resisténcia mediada por RNAI contra fitonematoides € que, em principio,
nenhuma proteina estranha € expressa na planta, tornando o produto final potencialmente mais
desejavel do que as culturas transgénicas que expressam peptideos ou proteinas nematicidas,
como cistatinas ou antagonistas dos neurotransmissores (ATKINSON; LILLEY; URWIN,
2012; ELLING; JONES, 2014). Além disso, as plantas GM expressando dsRNAs garantem a
entrega continua de moléculas de dsRNA/siRNA para captacdo pelos fitonematoides
(CHAUDHARY et al., 2019). Sendo assim, estratégias duraveis para controlar a viruléncia de
fitonematoides dependem do silenciamento de diferentes genes alvo de fitonematoides bem
escolhidos, pertencendo preferencialmente a diferentes classes de genes e expressos
coordenadamente em uma Unica planta hospedeira (CHARLTON et al., 2010), como descrito
nesse estudo.

7 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

A transformacdo genética do algodoeiro com o cassete de expressdo contendo
sequéncias piramidadas de dsRNA dos trés genes essenciais (Mi-cpl, Mi-icl e Mi-fs) de M.
incognita, reguladas pelo promotor uceS8.3, foi eficiente, tendo em vista a taxa de
transformacéo obtida e o baixo nimero de copias do transgene constatado nas plantas To. Os
resultados aqui apresentados reforcam a ideia de que esses genes possuem papel fundamental
no metabolismo, desenvolvimento e reproducdo do fitonematoide. Uma vez que, foi verificado
que a interferéncia na expressdo desses genes provocou significativa reducdo no sucesso
reprodutivo do fitonematoide (reducéo de galhas g de raiz, massa de ovos g* de raiz e FR).
Os dados gerados sugerem que moléculas de dsRNAs/SiRNAs correspondentes aos genes
presentes no dsMincl foram ingeridos por M. incognita durante 0 processo parasitario. Assim,
foram identificadas trés progénies T3, oriundas de trés eventos de transformacdo independentes
(dsMinc1-10.16.3, dsMinc1-20.39.3 e dsMinc1-64.15.1), com grande potencial para controle
deste fitonematoide.

Outra informacao relevante é que esse é o primeiro relato sobre silenciamento génico in
planta de trés genes piramidados em plantas de algoddo. Assim, nas proximas etapas sera
possivel fazer a hibridizacdo dessas plantas com outras cultivares de algoddo, contendo outras

caracteristicas de interesse, como a tolerancia a fitonematoides, para aumentar o nivel de
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resisténcia. Pretende-se ainda, realizar novos bioensaios com as geragdes transgénicas T4 para
avaliar a estabilidade da resisténcia dessas progénies e avaliagdes a campo. Em resumo, 0s
experimentos descritos aqui, demonstram que o silenciamento dos genes Mi-cpl, Mi-icl e Mi-fs
levam a resisténcia a M. incognita ndo apenas em plantas modelo, como demonstrado em
estudos anteriores, mas também em plantas algoddo de GM, ampliando, assim, novas
estratégias de melhoramento molecular para resisténcia a fitonematoides.

Portanto, os dados obtidos neste estudo, juntamente com outros estudos que utilizam a
tecnologia RNAI para avaliar o silenciamento de genes relevantes para M. incognita, poderao
contribuir a melhor compreensdo da fungdo de genes importantes para a interagdo
fitonematoide-planta. Os dados aqui gerados confirmaram a importancia do uso de genes
piramidados para se obter plantas que sejam tolerantes/resistentes a fitonematoides. Esses
resultados poderdo, num futuro préximo, contribuir para maior competitividade do agronegécio
brasileiro e para 0 meio ambiente, evitando o uso de controles quimicos na cotonicultura e,

consequentemente, praticando uma agricultura ambientalmente sustentavel.
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CAPITULO 2 — VALIDACAO DE POTENCIAIS MOLECULAS EFETORAS NO
CONTROLE DE M. incognita EM PLANTA MODELO

RESUMO

O silenciamento de genes induzido pelo hospedeiro (SGIH), baseado no uso da tecnologia
RNAI, vem emergindo como uma nova ferramenta, eficiente e especifica de um alvo para
combater a infeccdo por fitonematoides em plantas de importancia econdmica. Genes efetores,
expressos nas células subventrais da glandula esofagica de M. incognita, desempenham um
papel importante no processo parasitario e representam uma estratégia valiosa para investigar a
contribuicdo de efetores individuais para a viruléncia do patégeno durante a infeccdo. Sendo
assim, o objetivo deste estudo foi compreender o papel bioldgico dos potenciais efetores
Minc3s012069g21700, Minc3s00292909561, Minc3s00280g09294, Minc3s01217921793 e
Minc3s01635¢g25253, por meio da expressdo de dsRNAs para os referidos genes em plantas de
tabaco e avaliar o efeito do silenciamento génico na reproducdo dos fitonematoides. Desta
forma, fragmentos génicos foram isolados e inseridos em um vetor binario, sob o controle do
promotor uceS8.3, para expressao dos dsSRNAs in planta. As plantas de N. tabacum (To) foram
transformadas via A. tumefaciens e os eventos obtidos foram selecionados em meio contendo
Canamicina (100 pg mL™) e confirmados por PCR. As plantas positivas foram autofecundadas
para  obtengdo da  geracdo  Ti.  Progénies  Titransformadas com  0s
genes Minc3s01206g21700, Minc3s00292g09561, Minc3s002809g09294 e Minc3s012179g2179
3 foram inoculadas com 1.000 J2 de M. incognita e avaliadas apds 60 dias quanto ao
desenvolvimento da doenca. O niimero médio de galhas g de raiz, assim como o fator de
reproducdo (FR) néo diferiu significativamente (p < 0,05) entre as plantas de tabaco GM e as
plantas de tabaco WT. No entanto, houve aumento significativo (p < 0,05) de FR nas plantas
GM do evento 9294.4 em relacdo as progénies GM dos eventos 9561.11, 9294.2, 9294.3 e
21793.3. Devido ao pouco tempo, ndo foi possivel validar a funcionalidade desses genes no
parasitismo e/ou reproducdo do fitonematoide na geracdo Ti. Para tanto, a continuidade dos
experimentos sera realizada para as geracoes T1 e T2, que possui maior nivel de homozigose, a
fim de avaliar o controle de M. incognita.

Palavras-chave: RNAi. Nematoides formadores de galhas. dsRNAs. Silenciamento génico.

8 INTRODUCAO

Dentre os principais fitonematoides, as formas sedentarias (Meloidogyne spp. - NFG,
Heterodera spp. e Globodera spp.) e migratorias (Radopholus spp. e Pratylenchus spp.) sdo 0s
que mais geram prejuizos na agricultura mundial (CHITWOOD, 2003; PERRY; MOENS,
2011). Os dados mais recentes encontrados, informam que somente as espéecies de Meloidogyne
spp. representam perdas globais de mais de US$ 157 bilhdes anualmente (ABAD et al., 2008;
SINGH; SINGH; SINGH, 2015), sendo considerada a espécie mais prejudicial a agricultura.
Isso se deve, principalmente, ao seu habito polifago, alta taxa reprodutiva e ampla distribuigéo
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em todo o mundo, afetando as principais culturas agricolas, como algoddo (Gossypium spp.),
soja (G. max.), tomate (L. esculentum) e arroz (Oriza sativa) (PAN et al., 2019).

Os NFG sdo parasitas obrigatorios, altamente especializados em infectar seus
hospedeiros. Para manter seu ciclo de vida sedentéario, estes fitonematoides injetam moléculas
efetoras de parasitismo dentro de células do hospedeiro, manipulando as defesas das plantas.
Assim, essas proteinas alteram a taxa de divisdo da célula da raiz, resultando na reprogramacao
celular, resultando em sitios de alimentacdo multinucleados e metabolicamente ativos, também
conhecidos como células gingantes (DAVIS et al., 2000, 2008; WILLIAMSON; GLEASON,
2003; GHEYSEN; MITCHUM, 2011). Nos estadios iniciais do parasitismo (penetragdo nos
tecidos das plantas hospedeiras e estabelecimento do sitio de alimentacdo), as glandulas
subventrais dos NFG sdo mais ativas em relacdo a glandula dorsal. Este fato pode ser
comprovado também pelas alteracdes morfologicas nas células desta glandula, que se tornam
menores e com menor nimero de granulos secretores nos estadios posteriores de
desenvolvimento do fitonematoide, durante o ciclo parasitario. Os genes envolvidos no
parasitismo, expressos nas células da glandula subventral codificam, principalmente, as
enzimas digestivas da parede celular utilizadas pelo fitonematoide durante a migracdo nas
raizes, além de proteinas secretoras de fungdo desconhecida e da corismato mutase. Apds o
inicio do parasitismo, a célula da glandula dorsal é estimulada a aumentar a sintese de proteinas
secretoras para se tornar a glandula predominante nos estadios parasitarios (HUSSEY; DAVIS;
BAUM, 2002).

O controle desses fitonematoides, baseado em nematicidas quimicos, tem demonstrado
pouca eficacia, além de ser altamente prejudicial a salde humana e ao meio ambiente
(IBRAHIM et al., 2014; NTALLI et al., 2016). Considerando que a rotacdo de cultura € ineficaz
para administrar NFG polifagos, o cenario da producédo global de culturas ainda esta ameagado
(RODERICK; URWIN; ATKINSON, 2018). Devido a pouca disponibilidade de genes de
resisténcia utilizado no manejo tradicional de plantas, uma abordagem transgénica da
resisténcia a fitonematoides aponta como uma alternativa necessaria (RODERICK; URWIN;
ATKINSON, 2018). Diversos institutos de pesquisas e empresas estdo desenvolvendo
diferentes métodos para o controle de NFG, utilizando modernas ferramentas biotecnoldgicas
(CHAVAS; MITCHELL, 2018). Nesse contexto, varios estudos demonstraram que 0S
fitonematoides sdo suscetiveis ao silenciamento génico, mediado por RNAI, induzida pelo
hospedeiro, ou seja, in planta (HUANG et al, 2006; YADAV; VELUTHAMBI;
SUBRAMANIAM, 2006; SOUZA JUNIOR et al., 2013; LOURENCO-TESSUTTI et al.,
2015; NIU et al., 2016). Para tanto, é necessario sintetizar moléculas de dsRNAs, envolvendo



78

um gene especifico do fitonematoide. Além disso, essa estratégia minimiza os obstaculos
regulatérios, pois ndo envolve nenhuma expressdo de uma nova proteina/peptideo, reforcando
sua biosseguranca nativa (BANERJEE et al., 2017).

Os efetores de fitonematoides séo genes candidatos a estratégia de silenciamento génico,
via RNAI, por ndo possuirem, geralmente, homologia com genes de organismos pertencentes a
outros tdxons (DANCHIN et al., 2013). Dessa forma, os siRNAs, produzidos a partir dos
dsRNAs, possivelmente, ndo causardo o silenciamento de genes ndo alvo em organismos ndo
alvo (ROSSO; JONES; ABAD, 2009; DUTTA; BANAKAR; RAO, 2015), devido a alta
especificidade. Diversos genes efetores de M. incognita foram identificados por mineragéo,
baseado em ferramentas de bioinformatica (HUANG et al., 2003; DANCHIN et al., 2013) e
utilizados por meio da tecnologia de RNAI, incluindo Mi-cpl-1 (SOUZA JUNIOR et al., 2013),
Minc04584 (RUTTER et al., 2014), Mi-msp-1 (CHAUDHARY et al., 2019), dentre os quais
mostraram desempenhar papel relevante no sucesso parasitario dos NFG em diferentes plantas
hospedeiras, como tabaco, tomate e arroz.

Por meio de andlise gendbmica comparativa entre quatro espécies de fitonematoides,
cinco de insetos, nove de vertebrados, quatro de fungos e uma de planta, Danchin et al. (2013)
selecionaram 15 proteinas candidatas a efetores e um fator de transcricdo de M. incognita,
possivelmente envolvidos no parasitismo. Posteriormente, foi feita uma mineracdo na terceira
versdo (V.3) desse banco de dados (genoma de M. incognita) pela equipe da Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia, em parceria com o INRA (Institut National de la Recherche
Agronomique - Franca), com o objetivo de buscar novas proteinas efetores potenciais (dados
ndo publicados). Apos selecionar grupos ortélogos especificos de fitonematoides parasitos de
plantas, foram identificados 333 candidatos a efetores, sendo que 37 sdo conservados entre 0s
géneros Globodera spp. e Meloidogyne spp. A figura 2.1 ilustra os filtros aplicados para a
selecdo de genes de interesse. Ao todo, 20 genes candidatos a efetores foram selecionados pelo
pipeline abaixo (Figura 2.1), com base nas suas fungdes putativas e no seu perfil de expressao
in silico em diferentes estadios de desenvolvimento (J2, J3, fémea). Foi realizada a
quantificacdo do acimulo dos transcritos desses genes por RT-gPCR, a fim de determinar em
qual estadio de vida o fitonematoide M. incognita acumula um maior nimero de transcritos.
Dentre estes, foram selecionados para o presente estudo dois genes candidatos a efetores que
apresentaram maior expressdo em J2 parasita, J3 e J4 (Minc3s01206g21700 e
Minc3s00292g09561), principais estadios no qual o parasita se alimenta e trés genes com maior
expressdao na fémea (Minc3s00280909294, Minc3s01217g21793 e Minc3s01635925253)

(dados nao publicados).
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Figura 2.1 — Pipeline de filtragem de proteomas de NFG para identificacdo de novos candidatos a efetores. O
pipeline ilustra as principais etapas de selecdo in silico, a partir dos dois conjuntos completos de proteinas (M.
incognita e M. hapla), que permitiu a identificacdo de novos alvos ndo redundantes para o desenvolvimento de
métodos de controle especificos e mais seguros. NFG: nematoide formador de galha; NFC: nematoide formador
de cisto; V.1: versédo 1; V.3: versdo 3; Blacklisted: cordados, anelideos, moluscos e plantas.

4.655 M. incognita (V.1) + 593 M. hapla
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(DANCHIN et al., 2013)
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32 efetores conservados
entre NFG e NFC

9 HIPOTESE

O silenciamento dos potenciais genes efetores de M. incognita, dirigidos pelo promotor
constitutivo uceS8.3, podera reduzir o sucesso do parasitismo de M. incognita em plantas de

tabaco transformadas com seus respectivos dsRNAs.
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10 OBJETIVOS

10.1 OBJETIVO GERAL

Validar a capacidade de potenciais moléculas, expressadas por genes efetores, em inibir
0 sucesso parasitario e/ou reprodutivo do fitonematoide M. incognita, em plantas GM de N.

tabacum, via tecnologia de RNA interferente.

10.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Desenhar os fragmentos de dsRNAs, referente aos genes estudados e transformar N.
tabacum com cassete de expressdo, contendo o dsRNA, dirigido pelo promotor
constitutivo uceS8.3, in planta;

e Desafiar as plantas de tabaco GM — realizar bioensaio de infec¢do das plantas GM com

M. incognita, para avaliacdo do nimero de galhas e o fator de reproducéo.

11 MATERIAL E METODOS

11.1 SELECAO DOS FRAGMENTOS DE POTENCIAIS GENES EFETORES DE M.
incognita E CONTRUCAO GENICA

Para assegurar que as regides escolhidas para o silenciamento génico ndo provogquem
um efeito off-target, ou seja, o silenciamento de genes ndo alvo, as sequéncias nucleotidicas
dos potenciais genes efetores foram comparados com as sequéncias disponiveis no GeneBank,
utilizando a ferramenta BLASTN. Além disso, foram selecionadas sequéncias com tamanhos
entre 225 a 300 pb e com porcentagem GC, dentro do intervalo de 29 a 42%, dentro da
sequéncia codificante de cada um dos genes de parasitismo selecionados. Portanto, o cassete de
expressdo, usado para transformacdo de tabaco, foi projetado para a expresséo de fragmentos
de sequéncias individuais de cDNAs, senso e anti-senso, dos genes de M. incognita
Minc3s01206g21700 (300 pb), Minc3s00292909561 (300 pb), Minc3s00280g09294 (300 pb),
Minc3s01217921793 (297 pb) e Minc3s01635925253 (225 pb) (Figura 2.2), sob o controle do
promotor constitutivo da proteina conjugada da ubiquitina (uceS8.3) da soja (GROSSI-DE-SA
et al., 2010; FRAGOSO et al., 2020, submetido), seguido pelo terminador do sinal de

poliadenilagdo da nopalina sintetase (T-nos). As sequéncias alvo senso e anti-senso foram
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separadas por uma sequéncia oriunda do intron da piruvato desidrogenase quinase (PDK) de
742 bp de comprimento para a formagdo de dsRNA auto complementar. As sequéncias dos
genes marcadores de bialaphos (bar) (THOMPSON et al., 1987) e NeoR/KanR, para conferir
tolerancia ao glufosinato de amonio e resisténcia a neomicina/canamicina, respectivamente,
foram incluidas. O cassete de expressao foi sintetizado quimicamente pela Epoch Life Science,
Inc. (Texas) (Figura 2.2).
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Figura 2.2 — Mapas dos vetores e regides dos genes, utilizados nas construgdes para os experimentos de silenciamento génico, via RNAI in planta. As sequéncias alvo e os
vetores binarios modulares dos genes Minc3s01206g21700 (a), Minc3s00292g09561 (b), Minc3s00280g09294 (c), Minc3s012179g21793 (d) e Minc3s01635925253 (e) é
representado esquematicamente. Mostrando também, as regiGes especificas selecionadas para serem alvo de silenciamento via RNAi de cada gene. A expressao dos dsRNAs é
dirigida pelo promotor constitutivo, uceS8.3. Quando o dsRNA é expresso na planta hospedeira, € produzido um RNA em hairpin (hpRNAI), separado por intron. Os
nucleotideos inicial e final das regifes escolhidas estdo demarcadas e identificados.
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11.2 CULTIVO DE Agrobacterium tumefaciens

A cepa GV3101 de A. tumefaciens sera utilizada como receptor do vetor com o gene de
interesse. Para o cultivo, col6nias bacterianas, recém crescidas em meio de cultura Luria Bertani
(LB) (BERTANI, 1951) sdlido contendo os antibidticos Rifampicina (Rf) (50 pug mL?) e
Gentamicina (Gt) (50 pg mL™), foram inoculadas em meio de cultura LB liquido contendo os
mesmaos antibidticos. Posteriormente, esse frasco foi incubado em um agitador orbital com 200
rpm a 28 °C, durante 48 h, até atingir a fase exponencial (ODsgo 0,8 a 1,0). Apds, 50 uL da
solucdo de meio liquido foi transferido para uma placa de Petri, contendo meio LB s6lido
seletivo e espalhados com ajuda de uma alga de Drigalski. A placa foi depositada em uma estufa
a 28 °C, permanecendo por 48 h. Todo o procedimento foi realizado em ambiente estéril para
evitar contaminacdo. Além disso, todos os meios de cultura, utilizados para o crescimento e
isolamento de colbnias, apresentaram Gt e Rf, com concentragéo final de 50 pg mL™?, com o

intuito de selecionar somente A. tumefaciens que possuem capacidade de viruléncia.

11.3 PREPARACAO DE CELULAS ELETROCOMPETENTES

Uma col6nia isolada de A. tumefaciens foi coletada com auxilio de uma alca de platina
e transferida para meio de cultura LB liquido acrescido dos antibiéticos Gt (50 pg mL™) e Rf
(50 ug mL1). Posteriormente, o pré-indculo foi incubado a 28 °C, 200 rpm por 16 h. Apds esse
periodo, 500 puL do pré-indculo foi transferido para 150 mL de meio de cultura LB e foi
incubado novamente sob as mesmas condi¢fes no periodo de 12-18 horas, até atingir uma
densidade éptica (OD) de até 0,8-1. Logo apds esse periodo, a suspensdo bacteriana foi
centrifugada por 15 minutos, a 4.000 rpm, a 4 °C. O sobrenadante obtido foi descartado e as
foram células ressuspendidas suavemente, sob leves agitacbes com 50 mL de agua milli-Q®
estéril, e mantidas em temperatura proxima a 4 °C. Todo esse volume resultante foi agrupado
em um Unico recipiente e diluidos com mais 250 mL de agua milli-Q® estéril e centrifugados
por 15 minutos a 4.000 rpm. Novamente, o sobrenadante foi descartado e o volume ajustado
para 250 mL, repetindo o processo de centrifugacdo. O sobrenadante foi descartado e 20 mL de
glicerol 10% esteéril adicionados, ressuspendendo suavemente as células e repetindo o processo
de centrifugacédo. Por ultimo, o sobrenadante ¢ descartado novamente e mais 1 mL de glicerol
10% estéril (mantido a 4 °C) foi adicionado e o produto separado em aliquotas e congelados

instantaneamente com nitrogénio liquido e estocadas a -80 °C.
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114 TRANSFORMAGCAO E SELECAO DAS CELULAS COM PLASMIDEO DE
INTERESSE

Para a transformacéo de A. tumefaciens, foi adicionado 100 ng de DNA plasmidial de
cada gene selecionado, individualmente, em células eletrocompetentes. Essas foram
transferidas para uma cubeta de eletroporacdo de 1 mm de distancia entre os eletrodos para a
realizacéo da sua transformacao. O eletroporador foi ajustado para 1.800 V, com capacitancia
de 40 kV e a resisténcia de 400 Q. As células eletrocutadas foram ressuspendidas com 1 mL de
meio LB e incubadas no periodo de 2-4 horas em uma estufa a 28 °C. Por fim, as bactérias
transformadas foram devidamente plaqueadas por semeadura de superficie em meio de cultura
LB sélido contendo Rf (50 ug mL™%), Gt (50 ug mL™?) e Canamicina (KanR) (ug mL™). Esses
antibioticos sdo agentes seletivos presentes no meio, permitindo especificamente o crescimento
de A. tumefaciens (GV3101) transformadas com o plasmideo de interesse.

Apbs a fase de transformagdo, foram coletadas 30 col6nias recém crescidas no
plagueamento por semeadura de superficie. Foram realizados pequenos riscos em uma nova
placa com meio de cultura LB solido (com Rf (50 pg mL™), Gt (50 pg mL™) e KanR (100 pg
mL1)), de maneira a selecionar e identificar as colonias bacterianas isoladas que receberam o
plasmideo com o gene de interesse. As placas foram incubadas em estufa a 28° C por 48 horas.
Apo6s o crescimento das col6nias, foi realizada PCR de coldnia para amplificacdo do intron
PDK (279 pb) e confirmacdo do gene de interesse nas bactérias transformadas. A PCR incluiu
uma combinacdo de PCR buffer (1X), cloreto de magnésio (MgCl) (1,5 mM), dNTPs (0,25
mM), Taq DNA polimerase (1 U) (Ludwig®, Rio Grande do Sul, Brasil), oligonucleotideos (0,5
UM de cada) (Tabela 2.1) e 1 pL de coldnias homogeneizadas em agua milli-Q®. O sistema de
amplificagdo por PCR foi configurado com o seguinte programa no termociclador T100™
Thermal Cycler (Bio-Rad): desnaturagdo inicial a 95 °C durante 5 min e 35 ciclos a 95 °C
durante 45 s, 58 °C durante 45 s e 72 °C durante 45 s e uma extenséo final a 72 °C durante 5
min. Agua estéril foi usado como controle negativo, enquanto o cassete de expressao dos genes,
usado para a transformacgao do tabaco, foi utilizado como um controle positivo. Os produtos de
PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1% e visualizados por colora¢do com
brometo de etidio (0,2 mg mL™?).
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Tabela 2.1 — Oligonucleotideos utilizados nas caracterizagdes moleculares de A. tumefaciens, N. tabacum GM e na avaliacdo do silenciamento de M. incognita.

Nome do A s o Tamanho do .
oligonucleotideo Sequéncias (57 —3") v (°C) amplicon (bp) Ensaios
bar_Fw GGCCAGCAGATATTCGTAGAG 60 377 Deteccao de cassetes de transformacao em
bar_Rv ATCGTTAGGGAGACCGATCA plantas de tabaco GM por PCR
PDK_Fw TGTTAGAAATTCCAATCTGCTTGT - 279 Deteccdo de cassetes de transformagao em

PDK_Rv TGTTACCTTGTTTATTCATGTTCG plantas de tabaco GM por PCR
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11.5 TRANSFORMACAO DE N. tabacum VIA A. tumefaciens

Foram usadas sementes de N. tabacum L. (cv. Petit Havana SR1), plantadas e colhidas
na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. As sementes foram desinfestadas por
incubagdo em &lcool 70% por 5 min, hipoclorito de sédio 2% por 30 minutos seguido de 4
lavagens com agua milli-Q® estéril. Em seguida, as sementes secas foram posicionadas em
placas de meio MS s6lido (MURASHIGE; SKOOG, 1962), suplementado com sacarose (10 g
LY. As placas foram incubadas em sala de cultura com um fotoperiodo de 16h, a uma
temperatura de 25 °C.

Uma colbnia de A. tumefaciens contendo os plasmideos de interesse, que foram
confirmadas por PCR, foi transferida para 5 mL de LB com Rf (50 pg mL™?), Gt (ug mL?) e
KanR (ug mL), com uma alga de platina. O indculo foi incubado a 28°C, a 200 rpm por 16h,
até atingir a ODsoo de 0,5 a 1,0. Ap6s o crescimento do pré-indculo, 500 pL da suspensdo
bacteriana foi transferida para 150 mL no meio LB com os mesmos antibidticos citados. O
indculo foi submetido as mesmas condi¢Ges do indculo anterior. A suspensdo bacteriana foi
transferida para tubos e centrifugada por 10 min a 4.000 rpm. As células foram ressuspendidas
com MS liquido estéril e foi adicionado acetoseringona (13 pM) em 150 mL de LB. A
ressuspensdo permaneceu no agitador orbital a 28 °C, a 150 rpm por 30 min.

Folhas de plantas de tabaco micropropagadas in vitro foram excisadas e cortadas em
quadrados de aproximadamente 1 cm?, evitando a nervura central da folha. O procedimento foi
realizado em placa de Petri com agua milli-Q® estéril e pequenos ferimentos foram realizados
nas folhas. Os explantes foram transferidos para a suspensédo bacteriana e foram incubados por
20 min a 28 °C para permitir a infec¢do pela agrobactéria. Posteriormente, os explantes foram
transferidos para MS solido suplementado com sacarose (10 g L) e Gamborg’s Vitamin
Solution (1x) (Sigma-Aldrich® EUA) e incubados em ambiente escuro por 48h.
Posteriormente, os explantes foram transferidos para placas de Petri contendo meio MSO
[sacarose (10 g LY), fitagel (3 g L™Y), Gamborg’s Vitamin Solution (1X) (Sigma-Aldrich®, EUA),
cefotaxima (Cx) (500 ug mLt), hormonio sintético BAP (6-benzilaminopurina) (1 pg mL™Y),
hormonio NAA (4cido naftalenoacético) (0,1 pg mL™?) e KanR (100 pg mL™)] para inducéo de
calos. Adicionalmente, foram feitos dois controles experimentais distintos (1° tabaco WT sem
co-cultivo com agrobactéria em meio MS0 sem KanR; 2° tabaco WT sem co-cultivo com
agrobactéria em meio MS0 com KanR). As placas foram incubadas em sala de cultura com

fotoperiodo de 16h, a temperatura de 25 °C.



87

Em seguida, foram identificados brotos surgidos dos calos resistentes. Esses foram
excisados e transferidas para caixas magenta contendo meio MS1 [sacarose (10 g L™), fitagel
(3 g L), Gamborg’s Vitamin Solution (1x) (Sigma-Aldrich®, EUA), Cx (200 ug mL™?) e KanR
(100 pg mL™1)] para manter a mesma pressao seletiva, porém sem a presenca dos fitormonios
indutores de calos, no qual permaneceram por 4 semanas. Posteriormente, plantas com parte
aérea em estagio desenvolvimento avangado foram transferidas para o meio MS2 [sacarose (10
g LY, Gamborg’s Vitamin Solution (1x) (Sigma-Aldrich®, EUA), fitagel (3 g L), Cx (200 pg
mL?) e 4cido indolbutirico (AIB) (1 pug mL™)] para indugio de raizes. As plantas foram
mantidas nesse meio até o desenvolvimento completo das raizes. Apds, foram transferidas para
sacos plasticos de 2 L contendo substrato composto por areia, solo estéril e matéria organica
(1:1:1) (Bioplant, Brasil), onde foram aclimatadas em casa de vegetacdo até a maturacéo e
obtencdo de sementes para obtencdo de geragdo T: a partir dos eventos primarios de

transformacéo (To).

11.6 CARACTERIZACAO MOLECULAR DE PLANTAS DE TABACO GM DA
GERACAO To

O DNA gendmico do tabaco foi extraido de aproximadamente 20 mg de tecido foliar
fresco To e T1 pelo método CTAB (DOYLE; DOYLE, 1987) com modificacbes. Apos a
extracao, foi realizado PCR (Polymerase Chain Reaction) para detectar o evento de tabaco com
a presenca do cassete de expressao dos genes analisados, utilizando os oligonucleotideos
descritos na tabela 2.1. A PCR incluiu uma combinagéo de PCR buffer (1X), MgCl (1,5 mM),
dNTPs (0,25 mM), Taq DNA polimerase (1 U) (Ludwig®, Rio Grande do Sul, Brasil), 40 ng de
DNA gendmico de plantas de tabaco (GM e WT) e 0,5 UM de cada oligonucleotideo. O sistema
de amplifica¢do por PCR foi configurado com o seguinte programa no termociclador T100™
Thermal Cycler (Bio-Rad): desnaturacdo inicial a 95 °C durante 5 min e 35 ciclos a 95 °C
durante 45 s, 58 °C durante 45 s e 72 °C durante 45 s e uma extensdo final a 72 °C durante 5
min. O DNA gendmico de plantas WT e Agua estéril foram usados como controle negativo,
enquanto o cassete de expressao dos genes, usado para a transformacéo do tabaco, foi utilizado
como um controle positivo. Os produtos de PCR foram analisados por eletroforese em gel de

agarose 1% e visualizados por coloracdo com brometo de etidio (0,2 mg mL™).
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11.7 SELECAO DE PROGENIES DE TABACO GM DA GERACAO Ti: EM MEIO
SELETIVO

Apos a obtengdo de sementes da geracgéo To, essas foram coletadas e armazenadas a 4
°C até o uso. Para sele¢do das progénies T1, foram selecionados eventos To PCR positivas. As
sementes tiveram suas superficies desinfestadas por incubagdo em alcool 70% por 5 min,
hipoclorito de s6dio 2% por 30 minutos seguido de 4 lavagens com agua milli-Q® estéril. Em
seguida, foram posicionadas em placas de meio MS solido suplementado com sacarose (10 g
LY, Gamborg’s Vitamin Solution (1x) (Sigma-Aldrich®, EUA) e 100 pg mL* de KanR para
selecdo. As sementes que germinaram foram transferidas para meio MS1 e, apds enraizamento,
foram transferidas para tubetes plasticos de 300 mL contendo substrato composto por areia,
solo estéril e matéria organica (1:1:1) (Bioplant, Brasil), onde foram aclimatadas em casa de
vegetacdo. Ao atingir aproximadamente 30 cm, as plantas foram selecionadas por PCR para
confirmacdo da presenca do transgene, conforme ja citado. As plantas PCR positivas foram

utilizadas em bioensaios de infeccdo por M. incognita.

11.8 CULTURA DE M. incognita E EXTRACAO DOS OVOS

Os fitonematoides (M. incognita, raga 3) foram propagados e mantidos em plantas de
tomateiro (S. lycopersicum L. cv. Santa Clara), cultivadas em casa de vegetacdo por trés meses.
A coleta dos fitonematoides foi realizada em diferentes estadios de desenvolvimento (28 a 90
dias apds a inoculacdo (DALI)). Os ovos foram extraidos de acordo com Hussey e Barker (1973),
com modificacbes. Raizes de tomateiro foram trituradas no liquidificador por um minuto em
hipoclorito de s6dio (NaOCI) a 0,5%. Posteriormente, o material foi peneirado e lavado em um
conjunto de peneiras de 100, 200 e 500 mesh, até completa retirada do hipoclorito. Os ovos
retidos na peneira de 500 mesh foram contados com o auxilio de uma Cémara de Peters
(VRAIN, 1977). Para a coleta dos ppJ2, a suspenséo de ovos foi submetida a técnica de funil
de Baermann (BAERMANN, 1917) modificada e mantida a 28 °C em um recipiente contendo
agua destilada, para permitir a eclosdo dos ovos e posterior coleta do fitonematoide. A coleta
dos J2s foi realizada a cada dois dias durante uma semana e as amostras permaneceram a 4°C

até o momento da utilizagdo do inoculo.
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11.9 BIOENSAIOS DE |NFECCAO DE M. incognita NAS PROGENIES DE TABACO
GM T,

Para o desafio das plantas GM de tabaco ao M. incognita raca 3, foram obtidas sementes
T1, por meio da autofecundacdo das flores dos eventos aclimatados em casa de vegetagéo.
Apenas as plantas T1 que foram selecionadas na placa com KanR (100 pg mL™) e que foram
PCR positivas foram consideradas para a avaliacdo. O numero de plantas avaliadas em cada
progénie variou de 3 a 5, dependendo do numero de individuos em cada populacgéo e, pelo
menos, 1 planta de cada progénie foi selecionada para avango de geracdo T». Ap6s 15 dias de
aclimatacdo em casa de vegetacdo, todas as plantas foram inoculadas com, aproximadamente
1.000 ppJ2. Sessenta dias apds a inoculacdo (DAI), as raizes de cada planta foram pesadas (peso
fresco), determinado o nimero de galhas e processadas individualmente para a extracdo de
ovos, de acordo com a técnica de Hussey e Barker (1973). Foi realizada a contagem dos ovos e
determinado o fator de reproducdo (FR). O FR foi calculado como FR = Pf/Pi (Pf: Populagéo

Final; Pi: Populacao Inicial).

11.10 ANALISE ESTATISTICA

Os dados de nimero de galhas e o fator de reproducéo foram analisados estatisticamente
utilizando o software R (R CORE TEAM, 2017), pacote Easyanova (ARNHOLD, 2013). A
normalidade dos dados e a homogeneidade das variancias foram confirmadas pelos testes
Shapiro-Wilk e Bartllet, respectivamente. Foi realizada a analise de variancia simples (One-
way ANOVA) e as diferencas entre médias entre tratamentos foram determinadas pelo teste
Tukey (p < 0,05).

12 RESULTADOS

12.1 DETERMINACAO DE REGIOES DE CADA GENE DE M. incognita PARA
SILENCIAMENTO VIA RNAI

Para determinar as regides de cada gene que eram especificas para M. incognita, as
sequéncias dos genes foram comparadas com o banco de dados (GenBank), utilizando a
ferramenta Blastn contra o banco nédo redundante (nr) (ALTSCHUL et al., 1990). Além disso,

para verificar se haveria chance de algum efeito off-target para genes homologos no genoma de
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M. incognita foi feito uma busca dentro do genoma por meio de Blastn. A regido especifica
escolhida para os genes Minc3s01206921700 (300 pb), Minc3s00292909561 (300 pb),
Minc3s00280g09294 (300 pb), Minc3s01217921793 (297 pb) e Minc3s01635g25253 (225 pb)
(Figura 2.2) ndo possuem qualquer similaridade com nenhuma outra sequéncia do banco nr,
nem com nenhuma sequéncia de outro gene homologo do genoma de M. incognita. Assim,
existe uma alta especificidade para estes genes e uma chance muito pequena de ocorrer efeito
off-target, ou seja, as possibilidades do dsRNA a ser produzido afetar a expressao de qualquer
outro gene nao sao relevantes (Tabela 2.2). As sequéncias obtidas foram baseadas nos novos
dados de re-sequenciamento do genoma V.3 de M. incognita, as quais podem ser acessadas
através dos respectivos locus (Tabela 2.2), bem como suas sequéncias codificantes, por meio

da plataforma https://wwwé.inra.fr/meloidogyne_incognita.
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Tabela 2.2 — Resumo das sequéncias codificantes (CDS) das proteinas candidatas a efetores selecionadas para alvos de silenciamento génico. LTS (Lenght Target Sequence),
tamanho do gene alvo selecionado para silenciamento génico e a porcentagem de bases GC, determinadas como parametros de escolha dessas sequéncias que se estdo sublinhadas

e em negrito.

Locus génico

LTS (pb)/(GC%)

Comprimento (pb)

Sequéncias codificadores de potenciais efetores de M. incognita (5' - 3")

Minc3s01206921700

Minc3s00292909561

300/(42%)

300/(36%)

1131

690

ATGAAGCATAAAAACAAAAACATCATTGTTTTTATAATGCCAATATTAAACTTATTTATAGTTGAGG
CAATAAATCCATTGGCAAATACTCTTGGATCTGTTCCTCAGGCATCTGTTCCAATCTCTGCGGAATC
TTATAAAAACACCGGAGAATTAAAATTACAAGAAATGCCCATTTATGGTCAAAAAAATGAAAATA
AAATTGTTGCCGAAGGAGGGAAAAGGAAGAAAAAGAAAAATAAAAATAAAAAAATTAAACAAAC
ATTTTCTGATCCAAACAATAAATATTCTGTATTATCCGAATTAAATGAAGAAGAGGAGAAAAAAGT
TTTAGACAAAGGAAATGAAAGCAAAAGCAAAGGGAAAGAAATTTTGTTGGAAGAGGGGTGTGAAG
AATGTAATGGAATTTGTGACGAGGAAGAAGATGAGGTAAACGATGGCAATAAAAGTCTAGAATCG
AACAGAAAAATTCGAGGGAGAAGTCTGAAAGGAGGAGGCGGTGGTGGAGGTCATGGTGGTGGCG
GTGGAGGACGAGGTGGAAGTGGCGGTGGAGGACGAGGTTTTAGTGGTGGAAAGGGAGGCTATGGT
GGAAAAGGAAGCTATGGAGGTGGATATGAAGGCCATGGATATGGAAACACTAAAGGAGCAACTCG
TGGATATTATGGGAGGCCTTATTATGGAAGTTATGGACCATACTTTTACCCAGTATATTACCCGTAC
GGTGGGTATTATGTTGGAGATAGTTCTCCTAGCAGTAATGACGAGGGCAATTGCTGTTGTCCAAAA
CATACTGTGACTGTTGTTTTGACAATGATGCTAGCTTTTACGGCATTGAGTCCTGGAACTCAAA
TGGGATGTCGACTTTATCCCGATCTTGATATTTATTCTCTTCCAAATTGCGTGGTAGACACAA
GTTCAAACTCGACTGGCCCACCGCTATACAATTGTAAATTCTCTGCCGCGTATAGAGTCCATT
CTGACGCATTTCACAAGCAAATGAAGAAAGGTCCATTCCAACTTTTATGTCCTATTGGGAAGG
ATGGAGGGACTGAAGTCTTGGCAGAATCCAATGCAACTTGTAATGTTGATGAGAAACGTTTAT
GTCATATTATGTTCAACAAAACGAATTGA

ATGTCATCAAAAAACAAAATAATTATTTTATTAGTTTTTATTCTAATATTTTTACAAATTCAATCACT
TTTAACAATTTTAAACAATGAATCTTCTTCATGCAATCCAAATCGAAATTTAATTTTTTCAACTTGC
AAAGCCGGCCTTCCTTGGCCTAGAGAAGATTTTACTTCAATTTCTGTTTTAATCACTCACGGA
ATTCATTGTATCGATATATTACAAGAGGATAATCCAAATTTTGAAAAACACCTTCAATTCCACA
AAGAACATTGTTTGGAGTTGATTAAAATAATTCATAAATTCTTTAAAGAAAACAACAATTACA
CAGTTCCAAAAGAGTTGTGCAAAGATTTTCGACAGGCAGCCTTTCCAGGTGGACGAGTAAGA
AGAGGAGTGTGGGGTTGTGGCGATGGGGAAGGCATCGTTGTGGAAGAAAGAAGAGGGATATAAA
AGAATTTAAAGGCTTGGAAGAATTGGACGACAATGATTTTAAAGAAATGGCAACAAAAAATTTCG
AAAAACTCCTTTTAAAAGAGAAAAACGAAAAATTATCGGAAATTGAGAAAAAATATGTGGAAGGA
TCAAGAAACCCTTTAGCGATAAGAATGGCAGCATTGGGAATTTATTGCAAATTTGAATCATATGGG
AAAGTGGTGAAAGATGTTATTGATGGAAGAATTATATTTAATTGA
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Minc3s00280g09294

Minc3s012179g21793

Minc3s01635925253

300/(38%)

297/(42%)

225/(29%)

2019

297

228

ATGAAGTTATTCTTGCTCAGTTTATTTTTAATATATTCACAATTTATTGTTAATAGAATCGAGGCACA
AAAATGCGAAAATGAAATTTTAATAAATAATGTGAAAGTACCATCAACATTTGATTTGGTTGGATT
AGGGTTTGGATTAGGCTTTAAACCTGGCAAGAGTATTCAATTTGTTGGAACCATAAAATCAGGTTC
AAGTTGCATTAAATTGGCAAATCCAGGAGAGATTTTGAAGGATGCTGACGTTGTTTTCCATTTTAGT
CCACGACCAGGTCTTTTAGGTCTTCTAAAACATATTGAACGAAATAGTTGGAGTAAAAGAACAGGA
TGGACACGAGTAGATTCAAGTGGTGGTTGGCCTATTAAGCCAAATAATAATTTCGAGATGGAATGG
GTTGCGGGACCTAACAATGCAATAAATGTTTACATCGACAAGAAATTTTTTACAAAATATGATAAA
TGGGATACGAGTAAAGTTGCCCAACTTAATATTGTTGATGCTATTGCAATTAGTTCTATAAAATTGT
GTGGAGGAAAACCTGATCCAACACCACCTCCTCCAACATGTGAAAATCCAATTCTTATCGATAAAG
TGCCAATACCATCAACATTTGATTTGGTAAAACTTGGATTTGGATTAGGTTTTAAACCTGGCAAGAG
TATTCACTTTGTTGGAACCATAAAATTTGGTTCTAGTTGTATAAAATTGGCAAATCCAGGAGAGTTT
CTGAAGGATGCTGACGTTGTTTTCCATTTTAGTCCACGATCAATTCGTAAAGTTATTGAACGAAATA
GTTGGAGTAAAGCAACGGGATGGACACGTGTAGATTTAAGTGGTGGTTGGCCTATTAAACCAGATA
ATCATTTCGAGATGGAATGGATTGCGGGACCTAACAATGCAATAATTGTCAACATCGACAAAAAAT
ATTTTACAACTTATGATAAATGGGATACGAGTAATGTTGCCCAACTTAATATTGTTGATGCTATTGC
AATTAGCTCTATAAAATTGTGTGGAGGAAAACCTGATCCTACACCAACACCTCCTCCAAAATGTCC
CAATGAAGTTCTTATAACTAATGTGTCAATTGGAAACGTTAATCTTCTTAACTATGGATTTGGAATT
GGTTTTACTGAAGGCAAAAGTATTATTATGACTGGAACATTACTAAATGGTGGAAGTTGTATTAAA
CTGGGAGATCCGGGTGTGCTTTTGCAAACTGCTGATGCTGTCTTCCATTTTAGCCCAAACAATGTTG
CCAAACATGTTATTTGCAACAGTTGGATGAAAGGAAAGGGTTGGACACCTGAAGATAAATCAGGC
GGTTATCCTTTTAATCCTAACAACCAATTCGAGTTGGAATGGGTTGCTGAGCCTAACAATACAGTAA
AAATAAATGTCGATCGCAAATTCTGGAAAAGGTTTTCTCGTGAAGATTTGAGTGGAGTTGTCCAAC
TGGACTTTTCTTATGCTATCAGAATTAGCTCTATTAAATTGTGCAGAGCTGATGAAATCCCCACAAC
AACAACAACAGTAACTCCAACTACACCCCCTCCCGATGTTCCTTGTCCTTATTTTTCACTTAAATTG
GATTTGGAAATACCAATAGCAATCAATTTAGAAAACGGATTTAAACCAGGAAAACATATTACAATT
ATTGGAACACCAACTGATTATTTTCCTGACTTTGTTATTGGCCTTGGAGAGCCTGGCATTATGA
GAGAGACTGCTAACGTTCTTTTCAGTTTCAGCCCCCAATTAAATTCTAAATCAGTTACAGTAA
ACACTTTGTTAACAGGGATTGGATGGGAAACGGAATTGACTTACGGACATTCACCCTTTAAAG
TTGGAGAGCCATTCGTTTTAGAAATCAAGGCAGGGCTGAACAATCAAATAGAAGTTTTTGTGA
ATTACGTGGCATATCTCAGATTTACTCGTCATGATTTAAGCAAAGTGAGCCAGATACAAATTA
TTAGAGCAGTCAAAGTCTGCTCTATTGTTACTTGCTATTGA

ATGAAAGTTGGAGCAGGTTTATTCGCTTTATTCTTCCTCTTAGTTGTCAATTTTTCCTTCTTTA
CTGAAGTCGATTCCATTGTATTTCCATTTCGGCCAGGACGACCAGGACGTTCGGTTCCAATAT
ATGAAGTTAGAGCTAAACGTCATAAGGAGGATTGGCCTCGCCCAGATCGACTGACACGTTCT
GTGCTAGACCAAGACAGAGCTAAACGTCATGCCACAGCAATGGATTCAATCATTGCACCGCC
AGAAAAAATGCGAGTTGCTAGAAAAGGTTATTTTTATGCATTCTAA

ATGAATAATTTATTATTTTTTGGACTAATTTTATTTTCAATTAATTTATCAATTATCGTTTATTC
TGATTTATGCAAAGATGGGTGTACAATATTATGTAGTGATTGTGCAGGAAATTGTTCAAACTT
AGCAACTTGTGAAAGCTATAAAGGATTGTTTGCTTCTGTGAGAAAGCGATGTGCAAAATTGG
GGTTTAATTGTTCTGCTGAAGATGATTGTGGATATTAG
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12.2  OBTENCAO DE A. tumefaciens COM OS POTENCIAIS GENES EFETORES

A. tumefaciens foi transformada individualmente com vetores binarios dos genes
selecionados, como indicado na figura 2.2. Apés a transformacéo, as col6nias que cresceram
em meio seletivo, foram testadas com PCR (Figura 2.3) e as positivas foram co-cultivadas com
discos foliares de N. tabacum para proceder a transformacéo.

Figura 2.3 — Amplificacdo dos amplicons dos potenciais genes efetores. Gel de agarose 1%, demonstrando a reagéo
de PCR de colénia das A. tumefaciens, transformadas com as constru¢cbes Minc3s01206921700,
Minc3s00292g09561, Minc3s00280g09294, Minc3s01217921793 e Minc3s01635925253, contendo amplificacéo
do fragmento da sequéncia de liga¢do do intron da piruvato desidrogenase quinase (PDK) de aproximadamente
600 pb. (-): 4gua usada como controle da reacdo de PCR); (+): controle positivo — cassete de expressdo do gene;
M: marcador em pares de bases (pb) (Ladder 1kb plus (Invitrogen®).

Minc21700 | Minc09561 | Minc09294 | Minc21793 Minc25253 |
| 1 |

| | | | | |
M'1 2 3'"1 2 3"t o2 3 o2 3t o2 3! -+

12.3 TRANSFORMACAO DE N. tabacum E SELECAO DOS EVENTOS To E
PROGENIES T

562 pb 22—

500 po—»

Para cada fragmento génico foi realizada a co-cultura de 100 fragmentos foliares de
plantas de tabaco com A. tumefaciens. As plantas transformadas foram, entdo, aclimatadas em
casa de vegetacdo até sua completa maturacdo e obtencdo de sementes (geragdo T1) (Figura
2.4). Foram obtidos 12, 11, 7, 16 e 4 eventos primarios (To) com os genes Minc3s01206g21700,
Minc3s00292¢g09561, Minc3s00280909294, Minc3s012179g21793 e Minc3s01635925253,

respectivamente. Essas plantas foram confirmadas pela amplificacdo do gene bar por PCR.
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Figura 2.4 — Selecdo de plantas de N. tabacum GM Ty. (a) Selecéo in vitro de N. tabacum apds transformagdo com
A. tumefaciens. Os explantes foram transferidos para meios seletivos e indutores, de acordo com a fase de
desenvolvimento da planta. Apés o enraizamento das plantas em meio de cultura, (b) as plantas foram transferidas
para solo em casa de vegetacédo, onde foram aclimatadas e tiveram seu material genético amplificado por PCR para
selecdo. MS (sacarose e Gamborg’s Vitamin Solution); MS0 (sacarose, fitagel, Gamborg’s Vitamin Solution, CX,
BAP, NAA e KanR); MS1 (sacarose, fitagel, Gamborg’s Vitamin Solution, Cx e KanR).

(@)

(b)

124 BIOENSAIOS COM AS PROGENIES DE TABACO GM T; CONTRA M. incognita

Para verificar o efeito do silenciamento dos genes alvo nos fitonematoides foram
realizados bioensaios, infectando ppJ2 nas plantas transformadas e nas plantas WT.
Primeiramente, as sementes T1 selecionadas in vitro na presenca de KanR (Figura 2.5) foram
transferidas para tubetes contendo solo estéril e mantidas em camara de crescimento em torno
de 15 dias. Observou-se que nas placas com plantas GM havia também a presenca de
segregantes nulos, visto que algumas plantas ficaram amareladas ou sementes que néo

germinaram.
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Figura 2.5 — Selegdo de plantas GM Ty de N. tabacum em meio MS com KanR 100 pg mL. WT: planta ndo
transformada que ndo germinou na placa de selegdo. GM: planta transgénica que geminou e cresceu na placa de
selecéo.

O bioensaio foi realizado com 1 evento GM de cada uma das construgdes génicas
Minc3s01206¢g21700, Minc3s00292g09561 e Minc3s01217921793, 3 eventos da construcao
Minc3s00280g09294, além das plantas WT como controle. Dentro de cada evento de
transformacdo foram utilizados 3 a 5 individuos como repeticdo, dependendo do nimero de
planta sobreviventes e PCR positivas. Cada planta foi selecionada individualmente por PCR
(Figura 2.6) e, apos confirmacdo da presenca do transgene, foram inoculadas com 1.000 J2pp

recém-eclodidos (0 nimero de repeti¢cdes confirmadas por PCR estdo descritas na tabela 2.3.

Figura 2.6 — Amplificacdo dos potenciais genes efetores em N. tabacum Ti. Gel de agarose 1% contendo
amplificagdo do fragmento do gene de selecéo bar de aproximadamente 377 pb. (a) ds21700.1, (b) ds9561.11, (c)
ds9294.2, (d) ds9294.3, (e) ds9294.4, (f) ds21793.3. (WT): planta ndo transformada utilizada como controle
negativo; (-): &gua usada como controle negativo da reacdo de PCR; (+): controle positivo — cassete de expressao
do gene; M: marcador em pares de bases (pb) (Ladder 1kb plus (Invitrogen®).
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Tabela 2.3 — Repeticdes de plantas GM de cada construcao submetidas ao bioensaio contra M. incognita.

x Quantidade de progénies T Quantidade de
Construgao Evento To PCR+ submetidas ao bioensaio  progénies T avaliadas
Minc3s01206g21700  ds21700.1 10 5
Minc3s00292g09561  ds9561.11 4 3
Minc3s00280g09294 ds9294.2 7 5
Minc3s00280g09294 ds9294.3 7 5
Minc3s00280g09294 ds9294.4 4 3
Minc3s01217921793  ds21793.3 6 5

As plantas de tabaco cultivadas in vitro em meio com KanR possuiam tamanho
desuniforme e sofreram muito com o transplante para o solo em tubetes. Apos a inoculagéo
com J2s de M. incognita, mesmo sendo irrigadas em dias alternados, comegaram a apresentar
folhas amareladas e secas. Alguns fatores podem ter influenciado nesse processo: (1) as plantas
ndo se adaptaram ao solo e desenvolveram raizes superficiais, dificultando seu crescimento e
sobrevivéncia; (2) a temperatura da casa de vegetacdo ndo foi adequada para esse tipo de
material; e (3) as plantas necessitariam de suplementacdo por meio da aplicacdo de nutrientes
para melhorar seu desenvolvimento, o que nao foi realizado.

Ainda assim, aos 60 DAI, as raizes das plantas foram extraidas e processadas
individualmente para a determinagdo do nimero de galhas g de raiz e do FR. A Figura 2.7a
mostra o resultado da contagem das galhas presentes nas raizes de tabaco em plantas WT, bem
como nas linhagens GM de cada construgdo avaliada. O nimero médio de galhas g* de raiz
formadas pela infec¢do de M. incognita por planta ndo mostrou diferenca significativa (p <
0,05) em relacdo as plantas WT. O FR de M. incognita também néo diferiu significativamente
(p < 0,05) entre o controle e as linhagens GM de cada construcdo. Porém, a comparacdo entre
o0s eventos GM mostrou que o FR foi significativamente (p < 0,05) maior na progénie ds9294.4
em relacdo as progénies GM ds9561.11, ds9294.2, ds9294.3 e ds21793.3 (Figura 2.7b).
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Figura 2.7 — Efeito das moléculas de dsRNAs no desenvolvimento e reproducdo de M. incognita em plantas de
tabaco Ti. (a) O nimero de galhas g de raiz néo foi significativamente diferente (p < 0,05) nas linhagens GM e
no WT. (b) O FR (fator de reproducédo) de M. incognita nao diferiu significativamente (p < 0,05) nas raizes WT
em comparacdo com as linhagens GM. As barras indicam os erros padrao dos dados médios (n = 3-5) e as diferentes
letras s&o significativamente diferentes pelo teste Tukey (p < 0,05) entre os tratamentos.
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13 DISCUSSAO

13.1 TABACO GM EXPRESSANDO dsRNA DE POTENCIAIS GENES EFETORES
NAO RESULTOU NA REDUCAO DA INFECCAO POR M. incognita NA GERACAO T;

Para que o parasitismo de fitonematoides, como M. incognita, ocorra com éxito, é
indispensavel o uso eficiente do acimulo de moléculas de parasitismo disponiveis para
contornar as defesas da planta e manter os sitios de alimentacdo (GHEYSEN; MITCHUM,
2011). O silenciamento bem sucedido de genes de fitonematoides in planta ja foi relatado por
diversos autores (tabela 1) e em diferentes espécies de fitonematoides (tabela S1) ha mais de
uma década.

Fundamentado na importancia desses genes, este estudo foi realizado para investigar a
possibilidade de reducéo dos transcritos de cinco genes de potenciais efetores, individualmente,
de modo a reduzir a taxa de sucesso parasitario e/ou reprodutivo deste fitonematoide em plantas
de tabaco. No entanto, com todos os desafios que surgiram durante esse experimento, todas as
plantas GM contendo as constru¢fes de dsRNAs Minc3s01206g21700, Minc3s00292g09561,
Minc3s00280909294, Minc3s01217g21793 e WT avaliadas apresentaram valores
estatisticamente similares quanto ao nimero de galhas g* de raiz, indicando auséncia de
resisténcia ao fitonematoide. Embora o nimero de galhas formadas pelo fitonematoide nao
tenha diferido significativamente, as linhagens GM ds9294.3 e ds9294.4 apresentaram, em
termos absolutos, reducédo de 40 e 26,6%, respectivamente, em comparagao com as plantas WT.
Resultado semelhante foi observado por Chukwurah et al. (2019), no qual as linhagens GM da

geracdo Ti1 de S. lycopersicum expressando dsRNA-PolAl ndo apresentaram reducgéo
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significativa no nimero de galhas geradas por M. incognita, porém, houve reducdo em torno de
12% em comparagdo com as plantas WT. Com relacdo ao FR, observa-se também que nédo
houve diferencas significativas entre as plantas GM e o controle. Porém, nota-se uma reducao
significativa (acima de 50%) nas linhagens ds9294.2, ds9294.3, ds9561.11 e ds21793.3 em
comparagdo com a planta de algoddao GM ds9294.4. O fato de a planta de algoddo GM ds9294.4
apresentar resultado tdo contrastante para FR em comparagdo com as linhagens, oriundas da
mesma construcdo (ds9294.2 e ds9294.3), apesar de supostamente este gene estar envolvido
com a reproducédo do nematoide, pode estar relacionada a posic¢ao do gene no genoma da planta
que, possivelmente, impediu sua expressao.

Outro motivo que também pode ser questionado a respeito da ndo observacdo da
resisténcia das plantas GM a M. incognita pode estar, hipoteticamente, associado ao fato de
que, caso 0s eventos primarios (To) contenham apenas uma coOpia do transgene (A-,
hemizigoto), de acordo com a Lei de Mendel, espera-se que na geracdo T1 25% das plantas
sejam homozigotas (AA), 50% heterozigotas (A-), isto é, contenham apenas um alelo
transgénico, e 25% das plantas ndo contenham o gene (--). Segundo Tizaoui e Kchouk (2012),
0 aumento da expressdo do transgene pode ser explicado pela amplificacdo ou duplicacdo do
transgene no loci original. A insercdo de mais de uma cdpia no genoma da planta (YIN;
PLADER; MALEPSZY, 2004), assim como mecanismos de eliminagdo do transgene
(ROMANO et al., 2005) também sdo observados em plantas oriundas das manipulagdes de
cultura de tecidos. Dessa forma, novas andlises serdo realizadas nas geracdes T1 e T2, onde
espera-se que, com a duplicacdo do transgene no genoma da planta, as mesmas possam mostrar
com clareza o efeito do silenciamento desses potenciais efetores no insucesso do parasitismo

de M. incognita.

14 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Este estudo teve como objetivo iniciar avaliar genes potencialmente envolvidos no
parasitismo de M. incognita, Minc3s012069g21700, Minc3s00292g09561,
Minc3s00280909294, Minc3s01217921793 e Minc3s01635925253, como ferramenta
biotecnologica de controle desse fitonematoide, via transformacéao genética de plantas, aplicado
a estratégia de silenciamento génico. Ndo ha relatos da funcdo desses genes em nenhum
fitonematoide, sendo, entéo, esse o primeiro documento com informagdes associadas a esses
genes. Diante da provavel fungdo efetora desses genes, foi realizado o perfil cinético de

expressdo dos cinco genes avaliados, revelando-os como importantes nos processos de
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penetracdo e migracdo (fases iniciais) em raizes de plantas, além da sua provavel participacdo
nos estadios finais de vida do fitonematoide.

A transformacéo de tabaco com A. tumefaciens foi bem sucedida, sendo confirmada por
PCR e selecdo com KanR. Devido ao curto prazo, nao foi possivel realizar todos os bioensaios
contra M. incognita, para confirmar se ocorre interferéncia na expressdo desses genes. No
primeiro bioensaio realizado houve um problema técnico, ndo ocorrendo boa infec¢do com os
fitonematoides, tanto com as plantas de tabaco GM como as plantas controle. Devido a baixa
infeccdo, ndo foi possivel diferenciar nas plantas o numero de galhas e o nimero de ovos
depositados, 0 que pode ter sido ocasionado por motivos ja discutidos. Com 0s experimentos
realizados, ndo foi possivel concluir o potencial papel dos diferentes genes no parasitismo e/ou
reproducdo desse fitonematoide, sendo também impossivel confirmar o potencial do uso desses
genes para o controle desse parasita.

A proxima etapa do estudo seré a selecdo de plantas de tabaco GM da geracdo T1 e T»
com glufosinato de amoénio e por PCR e posterior realizacdo de bioensaios contra M. incognita,
a fim de verificar se a interferéncia desses genes afeta seu parasitismo e/ou sua reproducéo.
Além disso, serdo realizados ensaios de penetracdo do fitonematoide na raiz de tabaco, pela
analise com fucsina &cida, avaliagdo do silenciamento génico dos genes alvo em galhas
formadas por M. incognita por RT-qPCR, anélise morfoldgica das células gigantes nas plantas
expressando dsRNAs dos genes alvo por microscopia e hibridizacgéo in situ.
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15 CONCLUSAO GERAL

No presente estudo foram descritas informacGes a respeito do silenciamento génico de
M. incognita, a partir da transformacéo de G. hirsutum e N. tabacum com genes importantes
para a sobrevivéncia e infeccdo do fitonematoide. Os dados gerados e discutidos aqui
confirmaram a importancia das moléculas essenciais ao fitonematoide e efetoras de parasitismo,
como ponto de partida, visando a obtencdo de plantas que sejam tolerantes/resistentes a
fitonematoides. Os dados obtidos no Capitulo 1 acerca da utilizacdo de plantas de algodéo
contendo dsMincl séo pioneiros e evidenciam a eficicia do uso da tecnologia de RNAI para o
controle de M. incognita. No Capitulo 2, os dados ainda séo inconclusivos, necessitando dados
melhores de bioensaios e finalizacdo da caracterizacdo molecular.

Atualmente, estudos envolvendo pesquisa fundamental e validacdo de ativos
biotecnoldgicos, bem como realizacdo de prova de conceito em plantas commodities sdo de
suma importancia, como previsao para substituicdo das estratégias convencionais para 0
controle de pragas no campo. Ressalta-se que a piramidacdo de genes do patdgeno via RNAI,
aliada a genes de defesa do hospedeiro, podera potencializar esta ferramenta no combate a este

importante fitonematoide.

16 PERPECTIVAS GERAIS

Os dados aqui gerados, poderdo servir de subsidios para o desenvolvimento de
estratégias biotecnoldgicas para o controle dos fitonematoides, de maneira mais eficiente nas
culturas de importancia econémica, como algoddo e soja. O uso do RNAI é mais uma
ferramenta estratégica no controle integrado de fitonematoides, podendo, assim, diminuir a
expressao de genes essenciais e efetores de M. incognita. Os genes validados e confirmados
como ativo biotecnoldgico efetivo no controle de fitonematoides poderdo ser inseridos em
outras plantas de interesse comercial, o que podera ser feito, por exemplo, em plantas de soja.

Apo0s a repeticdo dos bioensaios com os potenciais genes efetores, caso se obtenha
resultados positivos para o controle de M. incognita, pode-se desenvolver uma construgdo unica
envolvendo fragmentos de trés diferentes genes, sob controle de um promotor com alta
expressdo em galhas, como o uces8.3, em plantas de interesse comercial. Além disso, existe a
possibilidade de se combinar genes efetores com genes essenciais de M. incognita, assim como
genes de resisténcia da planta em uma mesma construcéo, a fim de potencializar o insucesso do

parasita. De posse de todas essas informacdes, 0 uso de estratégias biotecnoldgicas, por meio
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do desenvolvimento de cultivares GM resistentes a fitonematoides, constitui um campo

promissor para o futuro do agronegocio.
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Tabela S1 — Genes alvo de fitonematoides estudados pelo uso da tecnologia de silenciamento génico (RNAI) envolvidos na infec¢do e/ou no seu desenvolvimento.

Gene alvo Espécie Método de Planta hospedeira Tempo de infeccéo Fenotipo observado Referéncia
ingestéo
hgcp-I H. glycines Soaking Solanum tuberosum 14 DAI Reduc&o de 41% no n° Urwin, Lilley e
de nematoides Atkinson (2002)
Reducdo de 50% no
tamanho das fémeas
pMiDuox1 M. incognita Soaking Phaseolus angularis 14 DAI Reducéo de 70% non°  Baketia et al. (2005)
de nematoides
Gr-eng-1 G. rostochiensis Soaking S. tuberosum 14 DAI Reducdo de 50% no n° Chen et al. (2005)
de nematoides
Gr-ams-1 G. rostochiensis Soaking S. tuberosum 14 DAI Capacidade reduzida Chen et al. (2005)
de localizar e invadir
raizes
Quitina sintase M. artiellia Soaking Triticum aestivum 15 DAI Atividade atrasada do Fanelli et al. (2005)
(AW871671) surgimento de J2
Hg-amp-1 H. glycines Soaking G. max 14 DAI Reduc&o de 61% no n° Lilley et al. (2005)
de fémeas
16D10 M. incognita Soaking A. thaliana 13 DAI Reducdo de 74-81% Huang et al. (2006)
no n° de nematoides
16D10 M. arenaria In planta A. thaliana 13 DAI Redugédo de 63-90% Huang et al. (2006)
M. incognita no n° de galhas e
M. javanica tamanho da galha
M. hapla Reducéo de 69-93%
M. arenaria no n° de ovos
MSP H. glycines In planta G. max 56 DAI Reducdo de 49% non®  Steeves et al. (2006)

de nematoides
Reducéo de até 68%
de ovos
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Integrase
(AW871671)

Mi-fs

hg-syv46

Mi-gsts-1

MjTIS-11

Mi-cpl-1

Hg-rps-3a

Hg-rps-4

Hg-spk-1

Hg-snb-1

8HO7

10A06

3B05

4G06

M. incognita

M. incognita

H. glycines

M. incognita

M. javanica

M. incognita

H. glycines

H. glycines

H. glycines

H. glycines

H. schactii

H. schactii

H. schactii

H. schactii

In planta

In planta

Soaking

Soaking

In planta

Soaking

In planta

In planta

In planta

In planta

In planta

In planta

In planta

In planta

Tabaco

Tabaco

G. max

S. lycopersicum

N. tabacum

P. angularis

G. max

G. max

G. max

G. max

A. thaliana

A. thaliana

A. thaliana

A. thaliana

45 DAI

45 DAI

10 DAI

42 DAI

42 DAI

21 DAI

30 DAI

30 DAI

30 DAI

30 DAI

14 DAI

14 DAI

14 DAI

14 DAI

Reducéo de 90% no n°
de nematoides

Reducéo de 92% no n°
de galhas

Redugdo no n° de
nematoides
Reducdo no tamanho
de fémeas

Reducédo no nimero de
massa de ovos

Nenhum efeito no
fendtipo

Reducdo de 60% no n°
de nematoides

Reducdo de 87% no n°
de fémeas

Reducdo de 81% no n°
de fémeas

Reducdo de 88% no n°
de fémeas

Reducdo de 93% no n°
de fémeas

Reducdo de 50% no n°
de fémeas

Reducéo de 42% no n°
de fémeas

Reducéo de 12-47%
no n° de fémeas

Redugéo de 3-64% no
n° de fémeas

Yadav, Veluthambi e
Subramaniam (2006)

Yadav, Veluthambi e
Subramaniam (2006)

Bakhetia, Urwin e
Atkinson (2007)

Dubreuil et al. (2007)

Fairbairn et al. (2007)

Shingles et al. (2007)

Klink et al. (2009)

Klink et al. (2009)

Klink et al. (2009)

Klink et al. (2009)

Sindhu et al. (2009)

Sindhu et al. (2009)

Sindhu et al. (2009)

Sindhu et al. (2009)
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Mispc3

Cpn-1

Prp-17

Y25

Tp (tirosina

fosfatase)

MSP

Mi-Rpn7

Minc03866

Minc03313

Minc01632

. incognita

. glycines

. glycines

. glycines

. incognita

. incognita

. incognita

. incognita

. incognita

. incognita

In planta

In planta

In planta

In planta

In planta

In planta

In planta

Soaking

Soaking

Soaking

A. thaliana

G. max

G. max

G. max

G. max

G. max

S. lycopersicum

S. lycopersicum

S. lycopersicum

S. lycopersicum

20 DAI

35 DAI

35 DAI

35 DAI

38 DAI

38 DAI

40 DAI

21 DAI

21 DAI

21 DAI

Reducdo de 52-61%

no n° de nematoides

Reducdo no tamanho
de fémeas

Reducdo de 95% de
0vo0s

Reducdo de 79% de
0v0S

Reducdo de 81% de
0vo0S

Reducdo de 92% no n°
de galhas
Reducdo de 5,4 vezes
no didmetro de fémeas

Reducéo de 94,7% no
n° de galhas
Reducdo de 6,5 vezes
no didmetro de fémeas

Reducdo de 34% no n°
de massa de ovos
Reduc&o de até 50,8%
de ovos

Reducéo de 41,2% no
n° de galhas
Reducdo de 50,3% no
n° de ovos

Reducdo de 57,8% no
n° de galhas
Redugéo de 53,2% no
n° de ovos

Reducéo de 57,7% no
n° de galhas
Reducéo de 70,1% no
n° de ovos

Charlton et al. (2010)

Li et al. (2010)

Li et al. (2010)

Li et al. (2010); Li,
Todd e Trick (2010)

Ibrahim et al. (2011)

Ibrahim et al. (2011)

Niu et al. (2012)

Danchin et al. (2013)

Danchin et al. (2013)

Danchin et al. (2013)
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Minc05001

Minc08013

Minc02483

Minc08335

Mincl7713

Mj-far-1

Mi-CRT
(Minc06693)

Mj-NULG1a

flp-14

M.

M.

M.

. incognita

. incognita

. incognita

. incognita

. incognita

. javanica

incognita

javanica

incognita

Soaking

Soaking

Soaking

Soaking

Soaking

In planta

In planta

In planta

In planta

S. lycopersicum

S. lycopersicum

S. lycopersicum

S. lycopersicum

S. lycopersicum

S. lycopersicum

A. thaliana

A. thaliana

N. tabacum

21 DAI Reducdo de 51,5% no
n° de galhas

Reducéo de 71,1% no
n° de ovos

21 DAI Reducdo de 44,5% no
n° de galhas
Reducéo de 54% no n°
de ovos

21 DAI Redugcédo de 54,4% no
n° de galhas

Reducédo de 60,9% no
n° de ovos

21 DAI Reducdo de 60,8% no
n° de galhas
Reducdo de 56% no n°
de ovos

21 DAI Reducdo de 53,5% no
n° de galhas

Reducéo de 64,2% no
n° de ovos

15 e 28 DAI Reducdo do
desenvolvimento de
nematoides
Reducdo no nimero de

células gigantes

56 DAI Reducdo de 80% no n°
de galhas
18 e 42 DAI Reducdo de 72,7-
88,8% no n° de
nematoides
30 DAI Reducdo de 50-103%

no n° de fémeas
Reducdo de 28-57%
no n° de massa de
0oV0S

Danchin et al. (2013)

Danchin et al. (2013)

Danchin et al. (2013)

Danchin et al. (2013)

Danchin et al. (2013)

Iberkleid et al. (2013)

Jaouannet et al. (2013)

Lin et al. (2013)

Papolu et al. (2013)
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flp-18

Mi-ser-1

Mi-cpl-1

Pv010

Mi8D05

16D10

Mc16D10L

Mc16D10L

Gp-hyp-1

M. incognita

M. incognita

M. incognita

P. vulnus

M. incognita

M. incognita

M. chitwoodi

M. chitwoodi

G. pallida

In planta

In planta

In planta

In planta

In planta

In planta

In planta

In planta

In planta

N. tabacum

N. tabacum

N. tabacum

Juglans hindsii x J.
regia

A. thaliana

Vitis vinifera

Batata

A. thaliana e batata

S. tuberosum

30 DAI

45 DAI

45 DAI

60 DAI

56 DAI

35 DAI

35e 55 DAI

35 e 55 DAI

14 DAI

Reducéo de 43-59%
no n° de fémeas
Reducéo de 15-50%
no n° de massa de
ovos

Reducéo de 30% no n°
de ovos
Reducdo de 48% no n°
de J2 eclodidos

Reducdo de 45% no
namero de galhas
Reducdo de 32% no n°
de massa de ovos
Reducdo de 42% no n°
de ovos

Reducdo de 70% no n°
de nematoides

Reducdo de 90% no n°
de galhas

Menor suscetibilidade
a infeccdo por
nematoides

Reducdo de 68% no n°
de massa de ovos
Reducdo de 65% no n°
de ovos

Reducéo de 63% no n°
de massa de ovos
Reducéo de 65% no n°
de ovos

Redugcédo de 50-60%
no n° de nematoides

Papolu et al. (2013)

Souza Jinior et al.
(2013)

Souza Junior et al.
(2013)

Walawage et al.
(2013)

Xue et al. (2013)

Yang et al. (2013)

Dinh et al. (2014a)

Dinh et al. (2014b)

Eves-van den Akker et
al. (2014)
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Mi-icl

J15

MjTTL5

MiMsp40

J20

J23

Misp12

MgGPP

Atlg74770

Rs-cps

Mincl18876

M. incognita

H. glycines

M. javanica

M. incognita

H. glycines

H. glycines

M. incognita

M. graminicola

M. incognita

R. similis

M. incognita

In planta

In planta

In planta

In planta

In planta

In planta

In planta

In planta

In planta

In planta

Soaking

N. tabacum

G. max

S. tuberosum

A. thaliana

G. max

G. max

N. benthamiana

0. sativa

A. thaliana

N. benthamiana

N. benthamiana

45 DAI

35 DAI

42 DAI

49 DAI

35 DAI

35 DAI

45 DAI

12 DAI

21 DAI

70 DAI

42 DAI

Reducdo de até 65%
no n° de ovos

Reducéo de 28% no n°
de nematoides
Reducéo de até 53%
no n° de ovos

Reducdo de 34-37,5%
no n° de fémeas

Reducdo de 35,4-
50,9% no n° de galhas
Reducdo de 13,8-
18,3% no n° de massa
de ovos

Reducdo de 24% no n°
de nematoides
Reducdo de até 23%
no n° de ovos

Reducdo de 43% no n°
de nematoides

Reducéo de até 47%
no n° de ovos

Reducdo de 68% no n°
de fémeas
Reducdo de 63% dos
ovos de nematoides

Reducdo de 50%-
72,2% no n° de fémeas

Reducéo de 32% no n°
de galhas

Reducdo de 68% na
eclosdo dos ovos

Reducéo de 60% no n°
de galhas

Lourenco-tessultti et al.
(2015)

Tian et al. (2016)

Lin et al. (2016)

Niu et al. (2016)

Tian et al. (2016)

Tian et al. (2016)

Xie et al. (2016)

Chen et al. (2017)

Kakrana et al. (2017)

Lietal. (2017)

Nguyen et al. (2018)
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Reducéo de 60% no n°
de ovos
Mi-msp-1 M. incognita In planta S. melongena 30 DAI Reducéo de 33,8- Chaudhary et al.
46,9% no n° de galhas (2019)

Reducdo de 41-51,2%
no n° de massa de

0vos

HgPrpl7 H. glycines In planta G. max 35 DAI Reducéo de até 72% Tian et al. (2019)
no n° de ovos

HgY25 H. glycines In planta G. max 35 DAI Reducéo de até 59% Tian et al. (2019)

no n° de ovos

Figura S1 - Caracterizacdo dos niveis relativos de acimulo de transcritos por RT-qPCR dos genes presentes no dsMincl de galhas de M. incognita, coletados de plantas de
algoddo GM T3 e WT. (a) expresséo relativa do gene Mi-cpl; (b) expressao relativa do gene Mi-icl; (c) expressdo relativa do gene Mi-fs. As barras indicam os erros padrdo dos
dados médios (n = 3). Diferengas significativas foram avaliadas pelo teste de Tukey, onde a expressao génica de Mi-cpl, Mi-icl e Mi-fs em galhas de diferentes linhagens de
plantas de algoddo foram comparadas as plantas controle WT (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001).
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» 1° Congresso Internacional de Cidades Lixo Zero, 2018.
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» Coorientacdo do aluno Joao Pedro Abreu Souza, estudante de Ciéncias Biologicas,
atuando como bolsista de Iniciacdo Cientifica na Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia, 2019-2020, sob orientacdo de Maria Fatima Grossi-de-Sa.
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