Universidade de Brasilia
Instituto de Ciéncias Bioldgicas
Departamento de Biologia Celular
Pos-graduaciao em Biologia Molecular

ISOLAMENTO DE GENES E CONSTRUCAO DE
VETORES PARA O USO NO SILENCIAMENTO
GENICO DE Meloidogyne incognita

Isabela Tristan Lourenco

Orientadora: Prof®. Dr". Andréa Queiroz Maranhao
Co-orientadora: Prof®. Dr*. Maria Fatima Grossi de Sa

Brasilia - DF
Outubro de 2008



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



Universidade de Brasilia
Instituto de Ciéncias Bioldgicas
Departamento de Biologia Celular
Pos-graduaciao em Biologia Molecular

ISOLAMENTO DE GENES E CONSTRUCAO DE
VETORES PARA O USO NO SILENCIAMENTO
GENICO DE Meloidogyne incognita

Isabela Tristan Lourenco

Dissertacdo apresentada para o
Departamento de Biologia Celular
do Instituto de Ciéncias Biologicas
da Universidade de Brasilia como
requisito parcial para obtencdo do
grau de Mestre em Biologia
Molecular

Orientadora: Prof®. Dr’. Andréa Queiroz Maranhao
Co-orientadora: Prof®. Dr®. Maria Fatima Grossi de Sa

Brasilia - DF
Outubro de 2008

il



BANCA EXAMINADORA

Dr. Fernando Araripe Gongalves Torres
Departamento de Biologia Celular
Universidade de Brasilia — UnB

Dr. Thales Lima Rocha
Embrapa — Recursos Genético e Biotecnologia

Dra. Angela Mehta dos Reis (Suplente)
Embrapa — Recursos Genéticos e Biotecnologia

Dra. Andréa Queiroz Maranhao (Orientadora)
Departamento de Biologia Celular
Universidade de Brasilia — UnB

Dra. Maria Fatima Grossi de Sa (Co-orientadora)
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

il



Dedico esse trabalho aos meus pais, Ricardo e Marlene

v



AGRADECIMENTOS

Agradeco

Aos meus pais, Ricardo e Marlene, pela educacdo, carinho, amor, dedicagio,

reconhecimento. Vocés sdo maravilhosos, exemplo de vida!

Ao meu irmao Kico, que mesmo estando tdo longe ¢ muito presente, obrigada
por ser o responsavel por me apresentar ao mundo “molecular”’; a minha irma Marisa,

minha “maezinha”, pelo carinho e preocupacao sempre demonstrados.

Aos meus “cunhas” Débora, Marcelo e Roberto, pelos momentos de risada

sejam no oito maluco, poker ou na “night”!

Aos meus sobrinhos fofos e amados Ana Carolina, Anna Julia, Guido e

Marina.

A toda minha familia de Sampa, em especial 2 minha querida V6 Yaya, que

mesmo longe sempre acompanhou meus passos.

Ao meu amor, Rod, que além de meu querido marido ¢ companheiro,
carinhoso e...professor, orientador!! Obrigada por todos os ensinamentos, pelos

momentos de alegria que vivemos tao intensamente!

A Dra. Maria Fatima Grossi de S, pela excelente oportunidade de trabalhar
no LIMPP, pelo exemplo de lideranga, dedicacao ao trabalho e pela confiangca no meu

trabalho.

A Lecir, por todas as vezes que atolei ela de pedidos e ela gentilmente ¢ com

muita paciéncia atendeu a todos.



Aos amigos “Biologicos” da UnB, Cherolyne, Aline, Arakawa, Léo, Vini, Nat,

Felipdo, Paulo, Gui, Sol, Hugo! Galera muito louca!!!! Alegria na certa!

Aos meus queridos e amados amigos Lulu tamanquinho, Firmis e Poly pelos

momentos de alegria, conversas, conselhos...vocés sdo demais!!!!

A dupla dinamica, Racréu e Dudu, pelas boas risadas, vocés me fizeram
“esquecer” que tinha uma dissertagdo para defender em um curto espaco de
tempo...incrivel!

A todos os amigos do Laboratorio de Interagio Molecular Planta-Praga.

A Ana Hilda e ao professor Renato Resende, pelo esfor¢o que fizeram para

que essa a conversao para o doutorado fosse possivel.

Ao programa de pds-graduagdo em Biologia Molecular pelo apoio financeiro

dado por meio de bolsa do CNPq.

Por fim, agradeco a Deus.

Vi



SUMARIO

1.Introducao
1.1.Fitonematoides endoparasitas SEAentarios. ........c.eecueereerirerirereenie e 1
1.2.Interferéncia mediada por RNA.........cooiiiiiiiieeeeee e 4
1.3.Plantas geneticamente modificadas usando RNAi.........cccceeveeveviiiiinienieninnne. 6
1.4.ISOCTIAtO LIASE.....cueveiiiiienieiieiieiciiet ettt e 9
1.5.Arginina QUINASE........cecuerrieeeieiieeie et eseee e et et e see et et eseeeneeeneeeseeeeneeenneas 10
L.6.Proteina 14-3-3 ..ot 12
1.7.Proteina de choque t&rmico 90.........cccveciiriieciiiiieiecie e 12

2LUODJELIVOS. ....cooueiieeiieeiie ettt e sttt e ettt e st e et e ettt e et e e e abeesbe e e beeenteeesteeentaeeenreeenses 14

3.Metodologia
3.1.Cultura de nematoIdes. . .......couerueeieriieiiniriciiececeee e 15
3.2 EXLraCA0 A€ OVOS....cciouiieieeetieie ettt ettt e e e e e e eate e e e eeaaeeeeens 15
33 EXIraCA0 @ J2....eeeiiieeee e 15
3.4.EXtracao de fEmeas.......c.cccveruiiiiieiiieiie ettt 16
3.5.Extragao de RINA tOtal.......ccceeiiiiciieiiiiieeie ettt 16
3.6.Reacdo de tranSCriCa0 IEVEISA......ccuuveeeeeereieeeeetreeeeeetieeeeeeetteeeeeeetaeeeeeneeeeenneeas 17
BUTRT-PCR ...ttt e 17
3.8.Amplificagdo dos fragmentos génicos da biblioteca de cDNA de J2............ 18
3.9.Clonagem e extral¢cdo de DNA plasmidial..........cccecuerieveninninieninienenne 18
3.10.Seqiienciamento e analise das SEQUENCIAS.......c.veeevreeririeerreeeriieeireeeereeeeness 19
3.11.Subclonagem em vetor de RINAI........cccoviiiiiiiiiie e 19
3.12.C¢élulas eletrocompetentes de Agrobacterium tumefaciens......................... 22
3.13.Transformacao de Nicotiana tabacum.................cccocoeeveeveecveceesciennnannnn. 22
3.14.Analise da expressdo génica por PCR em tempo real.........cccccoceeveneiinnnene 23

4.Resultados e Discussao

4.1.Selecao dOS ZeNeS-alVO......c.ceiuiiiiiiiiieiieree e 25
4.2.Analise das seqiiéncias e desenho dos oligonucleotideos.............cccccvvevrnnenn. 25

4.3.Amplificagdo e seqiienciamento dos fragmentos génicos
SCLECIONAUOS. ... ettt ettt ettt eae e 26
4.4.Verificagao da presenga das cOpias senso e antisenso dos genes no vetor
PRKTGWIWG2(I) .ottt sttt s 34

4.5.Analise do padrao de expressdo génica por PCR em tempo real........................ 34

vil



4.5. Transformacao de plantas de Nicotiana tabacum............c.ccevveevveevreenreenveenens 42

5.Conclusio € Perspectivas..............ccocviieiiiiiiiiiiiiee et 44
6.Referéncias Bibliograficas .................coooooiiiiiiiiiii e 45
Anexos

Seqiiéncia dos primers utilizados
Desenho esquematico dos vetores para RNAi

Artigo aceito para publicacao

viil



Figura 1.
Figura 2.
Figura 3.
Figura 4.
Figura 5
Figura 6.

Figura 7.
Figura 8.

Figira 9.

Figura 10.
Figura 11.
Figura 12.
Figura 13.
Figura 14.
Figura 15.
Figura 16.
Figura 17.
Figura 18.
Figura 19.

INDICE DE FIGURAS

Ciclo de vida do nematdide Meloidogyne incognita.................................... 3
Via de geracio de SIRNAS..........cooiiiiiiiii e 5
Mecanismo de RNAi em M.incognita...................cccocoeovviiniiiinnicnninannen. 8
Juvenil 2 de Meloidogyne incognita.......................ccooovvevveceeencieeeieeenneennnn, 9
Integracio entre o ciclo do glioxilato e o ciclo de krebs ............................. 11
Representaciio esquematica do modelo funcional da proteina 14-3-3 em

resposta a estresse tErmico ...............coocoeiiiiiiniii i 13
Desenho esquematico do plasmideo de entrada pDONR221.................... 20
Representacio esquematica para clonagem de genes utilizando a metologia

GALEWAY ..ottt ettt ee ettt e saee e eeen 21
Desenho esquematico do plasmideo para RNAi pk7TGWIWG2(D)........... 22
Amplificacdo do fragmento génico da B-actina................c..cooceviniinnnn 28
Amplificacdo do fragmento génico de Isocitrato Liase...................c.......... 29
Amplificacdo do fragmento génico de Arginina Quinase.......................... 30
Amplificacdo do fragmento génico de 14-3-3............ccccooeviiiniininienenen. 31
Amplificacdo do fragmento génico de HSP90..................occoevinininnnnnnnn. 32
Digestiao do DNA plasmidial dos clones contendo o vetor pK7IL............. 35
Digestio do DNA plasmidial dos clones contendo o vetor pK7AQ........... 36

Digestio do DNA plasmidial dos clones contendo o vetor pK714-3-3...... 37
Digestio do DNA plasmidial dos clones contendo o vetor pK7HSP90..... 38

Curvas-padrio de amplificaciao para calculo de eficiéncia....................... 39

Figura 20. Curvas de monitoramento da eficiéncia que ilustram a amplificacio em
TEMPO FeAL.....ocoiiiiiiiic e s 40
Figura 21. Grafico em barras da expressao diferencial de genes.......................c....... 41
Figura 22. Explantes de Nicotiana tabacum em placas para cultura de tecidos.......... 43
INDICE DE TABELAS
Tabela 1. Comparacdes dos genes-alvo com o GenBank™ ... 33

Tabela 2. Composi¢cao dos meios para os trés controles experimentais de transformacao

(4 L #2111 VL1 OO 42

1X



LISTA DE TERMOS E ABREVIATURAS

ADP adenosina difosfato

ATP adenosina trifosfato

BAP 6-benzilaminopurina

cDNA DNA complementar

cm centimetros

dNTP desoxinucleotideo trifosfato
dsRNA RNA fita dupla

EST etiqueta de seqliéncia expressa
g grama

GFP proteina fluorescente verde
GM geneticamente modificado
IPTG isopropil B-D-1-tiogalactopiranosideo
kb quilo base

KV quilo volts

L litro

M molar

mA miliampéres

min minutos

mg miligramas

mL mililitros

mM milimolar

mRNA RNA mensageiro

ms milisegundos

m/v massa/volume

NaCl cloreto de sodio

NFC nematdide formador de cisto
NFG nematdide formador de galha
ng nanograma

nm namometros

ODs00 densidade optica a 600nm
pb pares de base

RdRp RNA polimerase dependente de RNA
RNA acido ribonucléico

RNAI RNA interferente

RNAse ribonuclease

rpm rotagdes por minuto

siRNA pequeno RNA interferente
U unidade

v volume

A" volts

v/v volume/volume

xXg forca gravitacional

°C graus Celsius

uF microFaraday

ug micrograma

uL microlitro

pum micrémetro



RESUMO

Fitonematodides sdo responsaveis por grandes perdas econdmicas na agricultura
mundial estimadas em US$ 125 bilhdes anuais. Esses fitopatogenos tém seu ciclo de
vida dividido em seis estadios de desenvolvimento (ovo, juvenil 1-4 e adulto),
durando em torno de 28 dias. O juvenil 2 penetra na raiz de planta hospedeira por
forca mecanica e degradagdo enzimatica para estabelecer a interacdo planta-patogeno
e se diferenciar em fémea adulta apomitica, depositando em torno de 2000 ovos.
Praticas agrondmicas tém tido geralmente pouco sucesso e alto custo, sendo o cultivo
de variedades resistentes, quando existentes, a forma mais eficiente de controle. Uma
estratégia alternativa promissora € a transformacao genética de plantas para expressao
de moléculas que afetem o parasitismo. A metodologia de RNA interferente tem
revolucionado a pesquisa experimental e muitas aplicacdes biotecnoldgicas estdo
sendo desenvolvidas. A abordagem planejada ¢ a transformacao genética de Nicotiana
tabacum com construgdes plasmidiais para expressao de RNA dupla fita, tendo como
proposito o silenciamento dos genes-alvo Isocitrato Liase, Arginina Quinase, Proteina
14-3-3 e Proteina de choque térmico 90 de Meloidogyne incognita. Desses genes-alvo,
quatro fragmentos gé€nicos foram selecionados, isolados, subclonados em vetor para
RNAI e estao em fase de transformagao de planta, para futura realizagdo de bioensaios
avaliacdo de resisténcia a fitonematdides. Adicionalmente, foi realizada uma analise
da expressao dos quatro genes-alvo, normalizados com os genes constitutivos de -
actina e 18S rRNA, por PCR quantitativo em tempo real. Observou-se que alguns
genes-alvo sdo diferencialmente expressos quando comparados as fases de ovo,
juvenil 2 e fémea. A maior diferenga de expressdo foi do gene codificador de

Isocitrato Liase, que ¢ 100 vezes mais expresso em ovo e fémeas, comparado com J2.

Palavras-chave: fitonematoide, Meloidogyne, RNA interferente, silenciamento
génico, Nicotiana tabacum
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ABSTRACT

Plant parasitic nematodes are responsible for huge economic losses in world
agriculture that reaches US$ 125 billion yearly. The most important of these
phytopatogens, Meloidogyne incognita, has six developmental stages during the life
cycle (egg, four juveniles and female). The juvenile 2 enters the host root via
mechanical force and enzymatic degradation to establish the host-pathogen interaction
and differentiate in apomitic adult female, which deposits 2000 eggs. Current
agronomic practices have usually been unsuccessful and expensive, so the cultivation
of resistant varieties is actually the most efficient way to control nematodes. In this
work, it was chosen to transform Nicotiana tabacum using plasmidial constructions
for double strand RNA expression, aiming silencing target genes Isocitrate Lyase,
Arginine Kinase, 14-3-3 Protein and Heat Shock Protein 90 of Meloidogyne
incognita. Four regions of target genes were selected, isolated, subcloned in RNAi
vector and are being used for plant transformation. In addition, it was done an
expression analysis of the four target genes, normalized with housekeeping genes -
actin e 18S rRNA, using quantitative real time PCR. This experiment showed that
these genes are differentially expressed when compared during egg, J2 and female
phases. The major expression difference observed was the Isocitrate Lyase gene,

which is a hundred times more expressed in egg or female when compared with J2.

Keywords: phytonematodes, Meloidogyne, RNA interference, gene silencing
Nicotiana tabacum
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1-INTRODUCAO

1.1. Fitonematoides endoparasitas sedentarios

Os nematodides sdo seres muito abundantes e diversificados, podendo
representar 80% dos individuos do reino Animalia (PLATT, 1999), com estimativas
de cem mil a um milhdo de espécies (DE LEY e BLAXTER, 2002). Os nematoides
parasitas de plantas sdo distribuidos mundialmente e geram danos econdmicos de
grandes proporgdes para a agricultura (ATKINSON et al., 2003). Em 1987, o prejuizo
estimado causado por esses fitonematoides foi de 70 bilhdes de dolares (SASSER e
FRECKMAN, 1987), em 2003 esse prejuizo chegou a cerca de 125 bilhdes de dolares
(CHITWOOD, 2003).

Os fitonematoides endoparasitas sedentarios mais danosos sdo agrupados em
trés géneros: Meloidogyne, também chamados de nematoides formadores de galhas
(NFQ), Heterodera e Globodera, chamados de nematoides formadores de cisto (NFC)
(SASSER, 1980). Dentre os NFG, a espécie Meloidogyne incognita, devido a sua
distribuicdo mundial (SASSER er al, 1983; TRUDGILL, 1995), reprodugio
apomitica e vasta gama de plantas hospedeiras (EHWAETI et al., 1999; JEPSON,
1987), € provavelmente o patogeno mais importante de plantas cultivadas
(TRUDGILL e BLOK, 2001).

O ciclo de vida desses nematoides consiste de seis estadios fenoldgicos: ovo,
quatro juvenis (J1, J2, J3 e J4) e adulto (Fig. 1). Depois de penetrar na raiz da planta
hospedeira, o juvenil de segundo estadio (J2), usando forca mecénica do estilete e
degradacdo enzimatica da parede celular e lamela média, modifica células vegetais,
que sdo re-diferenciadas em sitios de alimentacdo chamados de células gigantes em
NFG e sincicio em NFC (GHEYSEN e FENOLL, 2002; VAN DER EYCKEN et al.,
1996). Apos sucessivas ecdises, o juvenil J2 se diferencia em J3 e J4, assumindo uma
forma salsichoide. Quando em condigdes desfavoraveis de parasitismo, o J4 se
diferencia em macho adulto, vermiforme e abandona a raiz. Por outro lado, quando a
interacdo molecular planta-nematoéide é favoravel, ocorre a diferenciagdo do J4 em
fémea adulta, com formato de péra, que completa seu ciclo de vida, geralmente em
menos de um més, depositando em torno de 2.000 ovos (WILLIAMSON e
GLEASON, 2003).



O desenvolvimento e a reproducdo dos nematdides dependem do
estabelecimento de sitios de alimentacdo especializados na raiz da planta hospedeira
e, por esse motivo, os nematodides ndo matam as células das quais se alimentam
(ABAD et al., 2003). Para estabelecer essa relagdo de parasitismo, eles induzem a
rediferenciagdo celular, que leva a formagao de células multinucleadas denominadas
sincicio em NFC e células gigantes em NFG. A formacdo da célula gigante ¢
resultado de multiplas divisdes nucleares sem citocinese. Concomitante ao surgimento
dessas células, ocorre a hiperplasia e hipertrofia das células corticais, que levam ao
surgimento dos sintomas tipicos nas raizes (WILLIAMSON e HUSSEY, 1996).

Atualmente, existem quatro principais formas de controle de fitonematoides:
controle quimico, controle bioldgico, praticas agrondmicas e quarentena. No entanto,
nenhuma dessas praticas vem obtendo sucesso suficiente. Além disso, o controle
quimico utilizando nematicidas, forma mais utilizada, tem alto custo, ¢ ineficiente,
além de apresentar riscos de contaminacao para o meio ambiente e de intoxicacao do
agricultor e consumidor (JEYARATNAM, 1990). Em relacdo a agrotoxicos, estima-
se que o custo para o controle de fitonematoides pode chegar a trés vezes a soma dos
gastos com insetos, fungos e plantas daninhas (BIRD e KALOSHIAN, 2003).

Considerando que os programas de melhoramento genético encontram certas
dificuldades para geracdo de variedades resistentes em varias plantas hospedeiras, um
grande potencial pode ser reconhecido na engenharia genética (WILLIAMSON e
KUMAR, 2006). Por isso, estratégias moleculares visando a transformacdo genética
de plantas tém sido propostas nos ultimos 15 anos a fim de induzir resisténcia em
plantas de forma eficiente, ou seja, minimizando o custo de produgdo e os riscos
ambientais. O desenvolvimento de plantas resistentes a nematoides poderia aumentar
a produtividade das lavouras e reduzir consideravelmente o impacto causado pelo uso
de nematicidas. A busca por genes essenciais que possam ser silenciados e,
conseqiientemente, impedir o desenvolvimento do nematdide, ¢ uma estratégia

promissora que vem sendo bastante estudada.
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Figura 1. Ciclo de vida do nematéide Meloidogyne incognita. Devido a intima e sofisticada interagio
molecular planta-nematdide os endoparasitas sedentarios habitam o hospedeiro interna e
permanentemente: (1) juvenil 2 eclode do ovo; (2) juvenil 2 migra no solo, localiza e invade raizes; (3)
formagdo do sitio de alimentag@o e ecdise em juvenil 3; (4) ecdise em juvenil 4; (5) diferenciacao de
desenvolvimento, formando macho de vida livre em condi¢des desfavoraveis ou fémea adulta parasitas;
(6) fémea adulta deposita ovos em massa gelatinosa; (7) ovos sdo liberados no solo ou continuam na

raiz original, completando o ciclo de vida.



1.3. Interferéncia mediada por RNA

O mecanismo de RNA interferente (RNAi) é um fendomeno que ocorre
naturalmente nas células e em diversos organismos eucaridticos. Tal processo,
descrito primeiramente em plantas, foi denominado como silenciamento génico pos-
transcricional, ou PTGS (JORGENSEN et al., 1996). No entanto, a primeira descri¢ao
de silenciamento génico em animais, assim como sua melhor compreensao, foi obtida
em Caenorhabditis elegans, nematdide de vida livre e organismo modelo (FIRE et al.,
1998). Em plantas, acreditava-se inicialmente que o mecanismo de RNAI era apenas
utilizado como defesa contra efeitos da movimentacdo de transposons, ou ainda,
contra infeccdo por virus (VOINNET, 2001; WATERHOUSE et al, 2001).
Entretanto, atualmente sabe-se que esse processo participa de forma integral na
regulacdo da expressdo génica em varias plantas e outros eucariotos (LILLEY et al.,
2007).

A via de RNAI apresenta um processamento inicial comum que se desdobra
em quatro etapas funcionais (Fig. 2) (BAKHETIA et al., 2005a). Na fase inicial a
molécula de RNA fita dupla ¢ reconhecida pelo complexo DICER (“dsRNA-specific
RNase IIl-type endonuclease”). O dominio RNaselll ATP-dependente desse
complexo cliva o dsRNA em pequenos fragmentos de 21-29 pares de bases,
denominados siRNAs (“small interfering” RNA). Esses siRNAs primarios possuem
grupos monofosfatados nas extremidades 5° e dois pares de bases livres nas
extremidades 3’ e sdo destinados aos quatro caminhos possiveis.

Primeiramente, os siRNAs sdo separados em fitas simples, e somente a fita
antisenso ¢ incorporada ao complexo de silenciamento induzido por RNA, RISC
(“RNA-induced silencing complex”). O complexo RISC, agora ativado, reconhece o
transcrito alvo como resultado de um pareamento de bases entre o siRNA fita simples
e o mRNA complementar. Por fim, o mRNA ¢ clivado em vérios fragmentos e,
subseqiientemente, degradado pela atividade exonucleasica do complexo RISC,
levando ao silenciamento génico.

Outro destino possivel ¢ conhecido como fase de amplificacdo do
silenciamento génico. Algumas moléculas de siRNAs fita simples agem como
iniciadores de polimerizagdo, se ligando a uma enzima RNA polimerase dependente
de RNA (RdRp). Usando o mRNA como molde, a RdRp gera novas moléculas de
dsRNA especificas, que re-iniciam a geragdo de mais siRNAs, amplificando

exponencialmente o efeito de silenciamento génico.
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Figura 2. Via de geragdo de siRNAs. O complexo DICER se liga ao dsRNAs, que ¢ clivado em
fragmentos de 21-25 pb. Esses siRNAs possuem trés destinos: servem de iniciadores para geracao de
novas moléculas de dsRNAs (I); sdo transportados de célula em células através do complexo
transmembranico SID (I) ou sdo acoplados ao complexo RISC ativando o mesmo, que leva ao
reconhecimento do mRNA alvo e sua posterior degradacdo. Figura retirada e modificada de

BAKHETIA et al., 2005.



A terceira etapa, descrita primeiramente no nematdide C. elegans, envolve a
movimentagdo sistémica desses siRNAs. Nesse nematoide, existe um complexo
protéico transmembranico, denominado SID (“systemic RNAi”) que ¢ responsavel
pela movimentacdo de siRNAs entre as células, de forma que o silenciamento génico
pode alcancar varios tecidos distantes do foco inicial (WINSTON et al., 2002).

Na quarta etapa, os siRNAs se ligam a RITS (“RNA-induced transcriptional
silencing”) e direcionam a condensagdo da heterocromatina de regides homologas,
levando ao desligamento dos promotores e conseqiiente silenciamento génico pré-
transcricional.

No nematoide de vida livre C. elegans, foi provado que o mecanismo de RNAi
¢ sistémico, duradouro e até hereditario, pois o fendtipo gerado foi mantido por mais
de 80 geracdes, num experimento de silenciamento de GFP em C. elegans GM
(VASTENHOUW et al.,, 2006), justificado provavelmente por silenciamento

transcricional, envolvendo o processo de remodelamento da cromatina.

1.4. Plantas geneticamente modificadas usando RNAi

A técnica de silenciamento génico via RNAi vem sendo muito utilizada em
plantas, nematdides e outros organismos como ferramenta para analise da fun¢do de
diversos genes. Além disso, existem varias aplicagdes comerciais ja descritas, como o
tomate com niveis aumentados de carotenodides e flavonoides (DAVULURI et al.,
2005) e uma variedade de café descafeinado (OGITA et al, 2004). Uma outra
aplicagdo visa o desenvolvimento de plantas resistentes a insetos praga (GORDON e
WATERHOUSE, 2007; ZHU et al., 2008) e fitopatogenos, dentre eles fungos
(ROBERTS, 2008) e virus (BONFIM et al., 2007; RIBEIRO et al., 2007; TYAGI et
al., 2008).

Existem alguns vetores comerciais para expressao de RNAi em plantas (e.g.
pK7GWIWG2, pHANNIBAL, pKANNIBAL, pHELLSGATE). Nesses plasmideos,
sob controle de um promotor de origem viral (35SCaMV), o cDNA clonado nos
sentidos senso e antisenso, separado por um intron (para formacdo de alca), ¢
transcrito em um RNA palindréomico de fita dupla (dsRNA), que no interior da célula
toma estrutura de grampo.

O potencial do silenciamento génico como forma de intervencao nas
interagdes moleculares parasita-hospedeiro esta em fase de testes mundialmente. Nos

ultimos anos, o RNAI tem sido empregado como estratégia para a obtencao de plantas



transgénicas com alta resisténcia a fitonematdides (BAKHETIA et al., 2005b; CHEN
et al., 2005; FANELLI et al., 2005; HUANG et al., 2005). Durante a penetracdo, os
nematoides ingerem citoplasma, onde estdo localizados os siRNAs e, uma vez dentro
de seu tubo digestivo, os siRNAs tém capacidade de induzir o silenciamento do gene
alvo (GHEYSEN e VANHOLME, 2007) (Fig. 3).

No caso especifico de nematoides parasitas de plantas, a metodologia de
“soaking”, que ¢ a incubacdo de juvenis de segundo estadio com dsRNA para
subseqiiente infec¢do de plantas para testes in vivo, vem sendo muito utilizada. Varios
genes-alvo que foram silenciados demonstraram um alto potencial de intervengdo do
parasitismo por fitonematoides como: genes de proteinases silenciados em nematoides
de cistos, Heterodera glycines e Globodera pallida (URWIN et al., 2002) e
nematdide de galha M. incognita (SHINGLES et al., 2007); de quitina sintase em M.
artiellia (FANELLI et al., 2005); de aminopeptidase em H. glycines; de celulases em
G. rostochiensis e H. glycines (LILLEY et al., 2005); de proteina de secre¢do anfideal
em G. rostochiensis (CHEN et al., 2005); de peptideos FMRF-like em G. pallida
(KIMBER et al., 2007); de pectato liase, corismato mutase e peptideo de secre¢ao
SYV46 em H. glycines (BAKHETIA et al., 2007); e de oxidase dupla em M.
incognita (BAKHETIA et al., 2005a).

Além do “soaking”, outra metodologia utilizada ¢ a transformagao genética de
plantas para producdo do dsRNA e inducdo de resisténcia a fitonematdides. Usando
esta técnica, foram obtidas plantas cuja resisténcia variou entre parcial e imunidade
completa silenciando os genes de: fator de splicing e integrase em M. incognita em
plantas de tabaco (YADAV et al, 2006); peptideo de secrecio 16D10 em M.
incognita, M. javanica, M. arenaria e M. hapla em Arabidopsis thaliana (HUANG et
al., 2006); proteina principal do esperma em H. glycines em soja (STEEVES et al.,
2006); fator de transcricdo em M. javanica em plantas de tabaco (FAIRBAIRN et al.,
2007). Esses experimentos de RNAI, seja in vivo ou in planta, t€m elucidado a funcao
de genes individuais, além de representarem uma alternativa eficiente para controle de

fitonematoides.



Figura 3. Representagio esquematica do mecanismo de RNAi em Meloidogyne incognita. O juvenil
2 perfura a célula com seu estilete, ingere siRNAs produzidos pela planta geneticamente modificada,
quando se alimenta e, a partir do tubo digestivo, ocorre o silenciamento do gene alvo. Figura retirada de

GHEYSEN e VANHOLME, 2007.



A transformacdo de plantas para expressdo de RNAi ndo implica em novas
proteinas, o que minimiza as preocupagdes com biosseguranca e alergenicidade, e
representa uma forma de controle provavelmente mais eficaz do que as atuais. Dessa
forma, para o presente trabalho, quatro genes alvo (Isocitrato Liase, Arginina
Quinase, HSP90 ¢ Proteina 14-3-3) foram selecionados devido a sua provavel
letalidade quando silenciados ou a sua grande abundincia em bancos de EST de

nematoides.

1.5. Isocitrato Liase

Os nematoides de segundo estadio (J2) possuem um desenvolvimento lento e
duradouro, podendo sobreviver no solo por longos periodos sem se alimentar. Esses
juvenis pré-parasitas utilizam suas reservas lipidicas, geralmente encontradas em
forma de granulos (Fig. 4), para manutencdo de seu metabolismo (BIRD e

KALOSHIAN, 2003).

Figura 4. Juvenil 2 de Meloidogyne incognita. As setas indicam uma grande concentragdo de granulos
de lipideos, que sdo essenciais para manutengdo do nematdide fora da planta hospedeira. Figura

retirada de BIRD e KALOSHIAN, 2003.

O ciclo do glioxilato, via metabolica que ocorre geralmente em plantas e
microrganismos e gera carboidratos a partir de lipideos, estd presente nesses
nematoides, que provavelmente sdo os Unicos seres do Reino Animalia que o utilizam
(MCCARTER et al., 2003). Nessa via, o acetil-CoA oriundo da beta-oxidagdo de
acidos graxos, se condensa com o oxaloacetato para formacdo de citrato que,
subseqiientemente, ¢ convertido a isocitrato da mesma forma que no ciclo de Krebs. A
diferenca entre os dois ciclos aparece no processamento do isocitrato. No ciclo do
glioxilato, o isocitrato ¢ clivado pela Isocitrato Liase (IL), gerando succinato e

glioxilato. O glioxilato, por sua vez, se condensa com uma nova molécula de acetil-



CoA, reagdo catalisada pela enzima malato sintase, que leva a formagdo de malato,
posteriormente convertido em oxaloacetato, iniciando um novo ciclo. Cada volta no
ciclo consome duas moléculas de acetil-CoA e gera uma molécula de succinato. O
succinato entra no ciclo de Krebs e gera oxaloacetato, que ¢ convertido até
fosfoenolpiruvato, um precursor da gliconeogénese (Fig. 5). Os nematoides,
aparentemente, utilizam essa via para sobrevivéncia durante o periodo em que ficam
no solo sem se alimentar.

Uma EST codificadora de IL j& havia sido identificada em J2 de M. incognita
(MCCARTER et al., 2003), além de um cDNA completo de IL isolado de M. javanica
(g1]15003598)). O isolamento do fragmento génico de IL para sua utilizacdo como
gene alvo foi planejado devido a menor probabilidade de ocorrerem efeitos cruzados

indesejados nos consumidores, visto que esse gene € inexistente em vertebrados.

1.6. Arginina Quinase

Arginina Quinase (AQ) ¢ uma enzima, encontrada apenas em invertebrados,
pertencente a familia das fosfoquinases, que possui um papel crucial na mobilizagdo
de energia. Essa enzima catalisa uma reagdo reversivel, magnésio dependente,
denominada transfosforilagdo: N-fosfo-L-arginina + ADP - ATP + L-arginina. Ja
foram descritas diversas isoformas dessa enzima em invertebrados, como Drosophila
melanogaster, Manduca sexta, Apis mellifera, Steinernema carpocapsae entre outros.

Em D. melanogaster, mostrou-se que a AQ estd localizada nas fibras
musculares e, portanto, que esta envolvida nos processos de contragdo muscular
(LANG et al., 1980). No nematoide parasita de insetos S. carpocapsae, a AQ além de
participar na movimentagao dos musculos, também estd envolvida no armazenamento
de energia nas fases de J3 e adulto. Quando submetidos a uma condi¢do de estresse,
como por exemplo hipdxia, esses nematoides utilizam essa enzima para rapidamente
disponibilizarem energia durante a transicio do metabolismo aerdbico para o
anaerdbico. Esses resultados sugerem que, além de possuir um papel na contragao
muscular, a enzima AQ possui uma fun¢ao crucial na disponibilizacdo de ATP em
periodos de estresse (PLATZER et al., 1999). Assumindo que, durante o ciclo de vida
do nematdide ocorram inimeras situacdes de estresse, ¢ de se esperar que o gene da
AQ seja expresso constitutivamente durante o desenvolvimento do nematdide. No
nematoide formador de cisto, H. glycines, foi confirmada expressdo constitutiva de

AQ durante todos os estadios de desenvolvimento (MATTHEWS et al., 2003).
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Figura 5. Integracio entre o ciclo do glioxilato (CG) e o ciclo de krebs (CK). As reagdes do ciclo do
glioxilato (glioxiossomo) e do ciclo de krebs (mitocondria) acontecem simultaneamente. O succinato
gerado no CG sai do glioxissomo, entra na mitocondria e participa do CK, aonde vai ser convertido a
malato. O malato ¢ transportado para fora da mitocondria, ¢ convertido a oxaloacetato que, por fim,

entra na via de gliconeogénese. Figura retirada de LEHNINGER e¢ al, Principles of Biochemistry,
2005.
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Os genes codificadores de AQ s3o abundantes no banco de EST de
nematoides, sugerindo um papel essencial na sobrevivéncia desses animais. Além
disso, vertebrados ndo possuem AQ, o que o torna um 6timo gene candidato para

controle de fitonematoides parasitas usando RNAi in planta.

1.7. Proteina de Choque Térmico 90

As proteinas de choque térmico sdo caracterizadas por serem ativadas nas
células em periodos de estresse fisico ou quimico (INOUE et al., 2006). Sabe-se
também que elas funcionam como chaperonas moleculares, com papel essencial no
enovelamento e transporte de proteinas (CSERMELY et al., 1998). Especificamente,
a proteina HSP90 (“Heat Shock Protein 90”) se difere das demais, ja que sua
interagdo com outras moléculas ocorre independentemente de estresse (DEVANEY et
al., 2005). A interagdo de HSP90 ocorre com uma gama de sinalizadores e receptores
crucias na apoptose e divisao celular.

Em C. elegans, uma proteina homologa a HSP90 denominada DAF-21, ¢
requerida para o desenvolvimento normal dos juvenis 1 (J1) e também para
manutengdo de comportamentos quimiosriais (BIRNBY et al., 2000). Essa proteina ¢
predominantemente expressa nas cé€lulas germinativas (INOUE et al, 2003),
entretanto, observou-se que a proteina HSP90 também ¢ crucial em nematoides
adultos, ja que apds a ingestdo do dsRNA especifico houve, além da morte
embriogénica da progénie, o cessamento da producao de ovos (PIANO et al., 2000).
O silenciamento do gene daf-21 realizado em ovos de C. elegans resultou em morte
precoce do J1 (RIDDLE, 1999), defeitos severos na oogénese, esterilidade e morte
embriogénica (PIANO ef al., 2000). A inibi¢do da atividade de HSP90, utilizando um
potente inibidor especifico (geldanamicina) demonstrou um efeito letal em Brugia
pahangi, nematdide parasita de humano. Esse tratamento causou interrupgdo da
producdo de ovos, morte embriondria e morte de nematdides adultos (DEVANEY et

al., 2005).

1.8. Proteina 14-3-3

As proteinas do tipo 14-3-3 s3o amplamente encontradas em todos os
organismos eucariotos. Essas chaperonas multifuncionais estdo envolvidas em varios
processos celulares, incluindo transdugdo de sinal, apoptose, controle do ciclo celular,

resposta a estresse e organizagdo do citoesqueleto (CAILLAUD et al., 2008). Elas
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desempenham essas fungdes alterando a localizagdo sub-celular, estabilidade,
fosforilagdo e interagdes moleculares de seus ligantes (JIN et al., 2008).

No nematdide C. elegans, foi provado que as proteinas FTT-2 e PAR-5,
membros da familia 14-3-3, s@o responsaveis pela ligacdo ao fator de transcri¢do
DAF-16 (“forkhead transcription factor”) e pela sua retengdo no citoplasma.
(BERDICHEVSKY e GUARENTE, 2006). Por sua vez, o dimero DAF-16/14-3-3
interage com a proteina SIR-2.1, uma desacetilase, ativando uma resposta a estresse e
aumentando a longevidade de C. elegans. O silenciamento dos genes fit-2 e/ou par-5,
impossibilitou a formacdo do trimero funcionalmente ativo DAF-16/14-3-3/SIR-2.1
(Fig. 6), que resultou em maior susceptibilidade a estresse, retencdo de ovos nos

adultos, menor longevidade e morte precoce (BERDICHEVSKY et al., 2006).

A Tipo selvagem + estresse B Silenciamento 14-3-3

Longevidade d
‘ EstresseR

Figura 6. Representacio esquematica do modelo funcional de resposta a estresse térmico. (A) A

formagdo do trimero DAF-16/14-3-3/SIR-2.1 atua no mnucleo ativando a resposta a estresse e
aumentando a longevidade do nematdide. (B) O silenciamento do gene 14-3-3 impossibilitou a
formagdo do trimero, conseqiientemente, o DAF-16 permaneceu inativo, reduzindo a resposta a
estresse e longevidade dos nematodides. Figura modificada de BERDICHEVSKY e GUARENTE,
2006a.
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2-0OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Isolar fragmentos génicos de Isocitrato Liase, Argina Quinase, proteina 14-3-3
e HSP90, subclonar os mesmos em vetor para RNAI in planta e determinar o padrdo
de expressdo génica nos trés estadios de desenvolvimento (ovo, juvenil 2 e fémea) de

M. incognita.

2.2. Objetivos especificos

2.2.1. —Isolar um fragmento génico de Isocitrato Liase de M. incognita.

2.2.2. — Amplificar os fragmentos génicos de Arginina Quinase, HSP90 e 14-3-3 de
uma biblioteca de cDNA de M. incognita.

2.2.3. — Subclonar os quatro fragmentos génicos em plasmideo para RNAi visando

transformagdo genética de plantas.

2.2.4. — Determinar o padrdo de expressdo dos genes canditados por PCR em tempo

real nas trés fases de desenvolvimento do nematoide (ovo, juvenil 2 e fémea).

2.2.5. — Transformar Nicotiana tabacum utilizando a técnica de co-cultura com

Agrobacterium tumefaciens.
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3 -METODOLOGIA

3.1. Cultura de Nematoides

Os fitonematdides endoparasitas obrigatorios sdo cultivados em plantas
hospedeiras. Assim, M. incognita foi inoculado em Solanum [lycopersicum
(tomateiro), da variedade susceptivel Santa Cruz e cultivar Kada Gigante. Entdo,
objetivando a multiplicagdo ¢ a manutengdo desses nematoides, as sementes de
tomateiro foram germinadas em bandeja, transferidas apos duas semanas para sacos
plasticos de 20 L. Quando atingem de 30 a 40 centimetros de altura, os tomateiros ja
podem ser infectados com nematdides. A partir de 28 dias apds infec¢do (dpi), as
raizes apresentam galhas e os nematodides podem ser coletados nas diferentes fases de

vida.

3.2. Extracao de Ovos

Os tomateiros infectados apresentando galhas em suas raizes sao retirados dos
sacos. O sistema radicular passa por uma limpeza em agua corrente para a retirada de
solo. Em seguida, as raizes sdo trituradas no liquidificador com hipoclorito de sodio
0,5% (v/v) e o material resultante ¢ separado em peneiras de 100 e 400 mesh. O
hipoclorito de sédio dissolve a massa protéica que mantém os ovos aglomerados,
facilitando sua coleta. A fracdo coletada na peneira de 400 mesh ¢ misturada com
caulim (substrato inerte de gesso) e centrifugada a 2500 x g por 10 minutos. O
sobrenadante ¢ descartado, ja o precipitado ¢ ressuspendido em sacarose 50% (m/v).
Apds nova centrifugacdo a 2500 x g por 1 minuto, os ovos sdo coletados do
sobrenadante em peneira de 400 mesh. As amostras foram congeladas em nitrogénio

liquido (— 196 °C) e armazenadas a — 80 °C.

3.3. Extracao de Juvenis J2

A produgdo de juvenis infectivos (J2) de nematoides parasitas de plantas se
baseia no sistema de eclosdo in vitro. Foram utilizadas pequenas vasilhas e peneiras,
ambas de plastico (uso doméstico) e de mesmo didmetro. Agua destilada estéril é
adicionada as vasilhas, que apoiam as peneiras forradas com dupla camada de papel
toalha, aonde os ovos coletados sdo depositados. Espontaneamente, os ovos se

desenvolvem em juvenis J1, que continuam retidos na cuticula do ovo.
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Subseqiientemente, esses juvenis J1 se desenvolvem em juvenis J2 que eclodem,
migrando do papel toalha para a vasilha e sedimentando no fundo do recipiente. Os
juvenis J2 sdo entdo coletados por centrifugacdo a 2500 x g por 30 minutos em tubo
Falcon de 50 mL. Apds a retirada cuidadosa do sobrenadante, os juvenis J2 sdo
ressuspendidos em volume menor e transferidos para tubo de microcentrifuga de 1,5
mL (eppendorf) e novamente centrifugados a 7000 x g por 3 minutos. Toda agua ¢é
retirada e os juvenis J2 sdo imediatamente congelados em nitrogénio liquido e

armazenados a — 80 °C.

3.4. Extracio de Fémeas

A extracdo de fémeas se inicia com a separacdo cuidadosa de solo do sistema
radicular, utilizando 4gua corrente. As raizes s@o picotadas com tesoura e incubadas
em solugdo de pectinase 25% (v/v) por 16 horas. Apds, o tecido radicular amolecido
libera as fémeas, que sdo lavadas, ficando retidas em peneira de 100 mesh. Em
seguida, sdo sedimentadas por centrifugagdo a 2500 x g por 10 minutos em suspensao
de caulim (substrato inerte). Apos a ressuspensdo do precipitado em sacarose 40%
(m/v), segue-se nova centrifugacdo a 2500 x g por 1 minuto. As fémeas, concentradas
sobre a solucdo de sacarose, sdo retidas em peneira de mesma malha, lavadas com
agua destilada e transferidas para béquer. Uma separacdo visual, com micropipeta de
I mL (P1000), assegura maior integridade e pureza das fémeas coletadas. Usam-se
duas ponteiras azuis, uma cortada para pipetar as fémeas, sem danifica-las, para um
tubo de microcentrifuga e outra amassada na ponta para retirar a sujeira residual da
coleta. Apds, a amostra ¢ sedimentada por centrifugagdo a 2000 x g por 1 minuto para
completa retirada de dgua e armazenada a — 80 °C. Em média, obteve-se 8 mg de

fémeas por grama de raiz.

3.5. Extracao de RNA total

O RNA total de ovos, juvenis J2 e fémeas adultas de M. Incognita foi extraido
utilizando o kit RNAspin Mini RNA Isolation (G&E), seguindo as instrugdes do
fornecedor. A purificagdo baseia-se na adsor¢do diferencial do RNA a uma membrana
de silica, sob alta concentragdo salina, enquanto DNA e proteinas s@o eliminados por
multiplas lavagens. Resumidamente, ovos, juvenis ou fémeas sdo lisados e

homogeneizados em tampao desnaturante, com isotiocianato de guanidina, a fim de
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inibir a atividade ribonucledsica enddgena e o lisado ¢ aplicado numa microcoluna
contendo a membrana de silica. A coluna é entdo lavada trés vezes e o RNA eluido

com agua MilliQ e armazenado a — 80 °C.

3.6. Reacao de Transcricao Reversa

A reacdo de transcrigdo reversa consiste na sintese de DNA complementar
(cDNA) a partir de um molde de RNA, por uma DNA-polimerase-RNA-dependente,
a transcriptase reversa.

O DNA complementar (¢cDNA) foi sintetizado utilizando o kit Superscript™™
First-Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen) a partir de RNA total de ovos,
juvenis J2 e fémeas de M. incognita. Inicialmente, 5 pg de RNA total, 1 uM do
oligodT (Anexos) ¢ 10 mM de dNTP’s foram incubados a 65 °C por 5 minutos para
quebrar estruturas secundarias e permitir o anelamento do oligonucleotideo.
Posteriormente, essa reacdo foi incubada no gelo por 2 minutos. Uma mistura de
reagio, contendo 50U da enzima transcriptase reversa Superscript'™ II RT, 2 mM
MgCl,, 5 mM DTT e 1U de RNase Out, foi incubada a 42 °C por 1 hora. A
transcriptase reversa foi inativada a 70 °C. Por fim, foram adicionadas 2U de RNase
H e a reacdo foi incubada a 37 °C durante 20 minutos ¢ o cDNA armazenado a — 20

°C.

3.7. RT-PCR

O RT-PCR ¢ uma reagao da polimerase em cadeia que utiliza como molde o
cDNA, ou seja a fita simples e antisenso, reversa e complementar, ao mRNA. Essa
técnica oferece uma maneira pratica de isolar genes que estdo sendo expressos, ou
pelo menos transcritos, na condi¢do espacial e temporal na qual o RNA fora extraido.
A fracdo génica que codifica mRNAs ¢ muito pequena em relacdo ao genoma
completo e os genes de interesse geralmente estdo “diluidos”. Assim, evita o
isolamento de produtos inespecificos como pseudogenes ou regides ndo codificadoras
presentes no genoma. Ao mesmo tempo, ao partir de cDNA, apenas a seqiiéncia
codificadora é amplificada, sem os introns, que podem aumentar muito o tamanho do
gene isolado de gDNA, dificultando a amplificacao, clonagem e seqiienciamento.

O fragmento génico codificador da Isocitrato Liase foi amplificado por RT-

PCR a partir de cDNAs de ovo, J2 e fémea, utilizando oligonucleotideos especificos.
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Os oligonucleotideos foram desenhados a partir de uma seqii€ncia de Meloidogyne
Jjavanica retirada do GenBank (gi|15003598)).

A PCR continha 2,5U de DNA Taq polimerase, 2 mM MgCl,, 200 pM de
dNTPs e 400 nM de cada oligonucleotideo. O programa da PCR foi: um passo de
desnaturagdo a 94 °C por 5 minutos, 30 ciclos de incubagdo a 94 °C por 1 minuto, 50
°C por 1 minuto e 72 °C por 1 minuto e 30 segundos, seguido por uma etapa final de
elongacdo a 72 °C por 4 minutos. Os produtos de PCR foram re-amplificamos numa
segunda rodada de PCR, com os mesmos parametros, utilizando 1 pL da primeira
rodada como molde e submetidos a eletroforese em gel de agarose 1% corado com

brometo de etideo.

3.8. Amplificacido dos fragmentos génicos da biblioteca de cDNA de Juvenis 2

Os fragmentos génicos de AQ, HSP90 e 14-3-3 foram amplificados de uma
biblioteca de cDNA de juvenis 2 de M. incognita por meio da técnica de PCR. Os
parametros utilizados foram os mesmos citados anteriormente, com alteragdo apenas
nas temperaturas de anelamento. Para AQ e HSP90, foi utilizado 1uL de cinco
amostras distintas como molde e temperatura de anelamento de 50 °C. Para 14-3-3,
foi utilizado 1uL. de uma amostra, ndo diluida e diluida 30 vezes, e realizado um

gradiente de temperatura de anelamento 45 °C, 50 °C e 55 °C.

3.9. Clonagem e Extracao de DNA plasmidial

Os fragmentos amplificados por PCR foram separados e visualizados por
eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo. Os fragmentos com
tamanho esperado foram excisados do gel, purificados utilizando-se o kit QIAquick
Gel extraction (QIAGEN) e quantificados por espectrofotometria. Os fragmentos
purificados foram ligados em 50 ng do vetor pGEM-T easy (Promega), com 4U de
T4 DNA ligase em 15 pL de reagdo de ligacdo. Os plasmideos ligados foram usados
para transformar Escherichia coli XL—1 Blue por eletroporagao (1,8 kV, 200 QQ e 25
pF). Os clones resistentes a ampicilina (100 pg/mL) foram selecionados por PCR de
colonia e por a-complementacao (1 mg de X—GAL e 2 mg de IPTG sobre o meio para
cada placa de & 70 mm). As preparagdes de DNA plasmidial foram feitas em pequena

escala por lise alcalina, seguindo-se metodologia padrao (SAMBROOK et al., 1989).
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3.10. Seqiienciamento e Analise das Seqii€éncias

Os fragmentos clonados (500 ng de vetor) foram seqiienciados num
seqilienciador automatico ABI 3100 para confirmacdo, utilizando-se 4 pmoles de
oligonucleotideos T7 e SP6. As seqiiéncias obtidas foram submetidas contra o banco
de dados do GenBank™ pelos programas BLASTn ¢ BLASTp, no endereco
eletronico do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi). Alguns parametros
(Tm, %GC, loop, homodimero) foram gerados pelo programa Oligotech
(http://www.oligotech.com/analysis.php)  para  auxiliar no desenho dos

oligonucleotideos (Anexos).

3.11. Subclonagem em Vetor para RNAi

Cada fragmento génico foi clonado primeiramente no plasmideo de entrada
pDONR221 do sistema Gateway® (Invitrogen) (Fig. 7). A reacdo de recombinacao foi
realizada utilizando-se 300 ng do produto de PCR, contendo os sitios de
recombinagdo attB, 300 ng do vetor pDONR221, com os sitios a#P, e 100U da
recombinase BP Clonase "™ II (Fig. 8A). A reacio foi incubada a 25 °C durante 16
horas. Para inativagdo da recombinase, foi adicionado 1 puL de Proteinase K a reacgao,
que foi incubada a 37 °C por 10 minutos. Para propagacdo dos vetores, foi realizado
choque térmico de células competentes de E. coli, linhagem One Shot TOP10
(Invitrogen), seguindo os parametros: 30 minutos no gelo, 30 segundos a 42 °C e dois
minutos no gelo. As células foram ressuspendidas em 250 uL de meio LB (Luria-
Bertani) e mantidas a 37 °C por uma hora. Logo em seguida, foram semeadas em
placas com meio LB so6lido contendo o antibidtico canamicina (100 pg/mL). A
selecdo de clones positivos do sistema Gateway® baseia-se em selecdo negativa
devido a presenca do gene letal ccdB. A proteina CcdB interfere na atividade da DNA
Girase de E. coli, inibindo o seu crescimento. Quando a recombinagdo ocorre, ha a
substituicdo do gene ccdB pelo gene de interesse, portanto apenas as células que
possuem o fragmento génico de interesse clonado no pPDONR221 crescerdo em meio
seletivo com antibidtico canamicina. A partir dessa etapa, todos os plasmideos
recombinados devem ser mantidos na linhagem TOP 10, que sdo susceptiveis aos
efeitos do gene ccdB, permitindo a selegdo apenas dos clones que possuem o vetor

corretamente recombinado. As preparagoes de DNA plasmidial foram feitas em
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pequena escala por lise alcalina, seguindo-se metodologia padrao (SAMBROOK et

al., 1989).

M13 M13

Forward Reverse
. e

pDONR™221
pDONR"/Zeo

Figura 7. Desenho esquematico do plasmideo de entrada pDONR221. Os sitios de recombinagio
attP1 e attP2 flanqueiam o gene letal ccdB e o gene de resisténcia ao antibiotico clorafenicol, que sdo

substituidos pelo fragmento génico apds a reacdo de recombinagao.

A presenca dos fragmentos génicos subclonados no plasmideo pDONR221 foi
confirmada por PCR com oligonucleotideos especificos. Os vetores foram
seqiienciados com os oligos M13 senso e M13 antisenso para confirmacdo definitiva.
Finalmente, foi montado o sistema de recombinagdo com o vetor destino para RNAi
pk7GWIWG2(I) (Fig. 9). A reagdo de recombinagdo foi realizada usando 300 ng do
pDONR221 contendo o fragmento génico de interesse flanqueado pelos sitios de
recombinagdo attl. (oriundo da recombinacdo do a#fB), 300 ng do vetor
pk7GWIWG2(I), contendo os sitios de recombinacao atfR, 15U de Topoisomerase |
para manter o vetor destino desenovelado ¢ 100U da recombinase LR clonase "™ II
(Fig. 8B). A reacdo foi incubada a 25 °C durante 16 horas. Ao final, foi adicionado
1uL de Proteinase K e a reagdo incubada a 37 °C por 10 minutos para inativagdo da
enzima. Os vetores obtidos foram usados para transformagdo por choque térmico de
E. coli linhagem One Shot TOP10. A selecdo de clones positivos baseia-se na mesma
metodologia descrita anteriormente. Apds a confirmacdo da sub-clonagem dos
fragmentos génicos por PCR com oligos especificos e digestdo com endonucleases de
restri¢ao, os plasmideos foram introduzidos por eletroporacdo na linhagem EHA105

de Agrobacterium tumefaciens.
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Figura 8. Representacdo esquematica para clonagem de genes utilizando a metodologia
Gateway®. (A) A primeira reacdo de recombinagdo, catalisada pela enzima BP clonase, utiliza o
produto de PCR amplificado com os sitios de recombinagdo atfB e o vetor doador contendo os sitios de
recombinagdo atfP para geragdo do vetor de entrada. (B) A segunda reac¢@o de recombinagio, catalisada
pela enzima LR clonase, utiliza o vetor de entrada contendo os sitios de recombinagdo atfL e o vetor

destino contendo os sitios de recombinagdo a#fR para geragdo do vetor final.
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Figura 9. Desenho esquemitico do plasmideo para RNAi pk7GWIWG2(I) para transformacio de
plantas. Os genes CmR e ccdB sdo substituidos pelo fragmento génico de interesse, nos sentidos senso

e antisenso, separado por um intron e controlado pelo promotor 35SCaMV.

3.12. Células eletrocompetentes de Agrobacterium tumefaciens

Utilizando uma alca de platina, a linhagem EHA105 foi semeada em meio
YEB solido acrescido de 100 pg/mL de rifampicina e incubada a 28 °C por 16 horas.
Uma colo6nia isolada foi entdo inoculada em 60 mL de meio YEB liquido contendo
100 pg/mL de rifampicina e incubada a 28 °C, 150 rpm durante 16 horas, até atingir a
fase exponencial (ODgoo 0,5 a 1,0). A suspensdo bacteriana foi centrifugada a 5000
rpm durante 5 minutos a 4 °C. Apos descartar o sobrenadante, as células precipitadas
foram ressuspendidas delicadamente com HEPES/KOH 1 mM gelado, para uma
primeira lavagem. Apos a segunda lavagem nas mesmas condi¢des, as células foram
ressuspendidas suavemente em 10 mL de glicerol 10% estéril gelado e centrifugadas
conforme acima. Por fim, as células foram ressuspendidas em 800 pL de glicerol 10%
estéril gelado e foram separadas em aliquotas de 40 pL, que foram imediatamente

congeladas em nitrogénio liquido e mantidas em freezer — 80 °C.

3.13. Transformacao de Nicotiana tabacum

A linhagem EHA105 de Agrobacterium tumefaciens contendo o plasmideo de

interesse foi cultivada em meio de crescimento s6lido LB contendo 100 pg/mL de
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rifampicina e 300 pg/mL de estreptomicina durante 48 horas a 28 °C. Com a ajuda de
uma al¢a de platina, uma coldnia isolada foi transferida para 15 mL de meio LB
liquido com as mesmas concentragdes de antibioticos citadas acima. O inoculo foi
incubado a 28 °C, 150 rpm durante 16 horas, até atingir a fase exponencial de
crescimento (ODgg de 0,5 a 1,0). Posteriormente, 1 mL da suspensdo bacteriana foi
transferido para um tubo de microcentrifuga estéril e submetido a centrifugacao de
5000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e as células foram
ressuspendidas em NaCl 0,85% estéril.

As folhas de plantas de tabaco micropropagadas in vitro foram retiradas e
cortadas em quadrados de aproximadamente 1,0 cm®. Os fragmentos foliares foram
transferidos imediatamente para meio MS liquido (MURASHIGE e SKOOG, 1962) e
em seguida foi adicionado 200 pL da suspensdo bacteriana ao meio, que foi agitado
delicadamente. Os explantes foram incubados nesse meio durante 20 minutos para
possibilitar a infeccdo com agrobactéria, transferidos para MS soélido e incubados no
escuro por um periodo de 48 horas. Posteriormente, os explantes foram transferidos
para um novo meio MS soélido contendo 1 mg/L do hormoénio 6-benzilaminopurina
(BAP) para inducdo de brotos, 500 mg/L de cefotaxima para evitar o crescimento das
agrobactérias remanescentes ¢ 100 mg/L de canamicina para selecionar as células
transformadas. Os explantes foram incubados em uma sala de cultura com fotoperiodo
de 16 horas, a uma temperatura de 25 °C.

Apds aproximadamente quatro semanas de incubacdo os fragmentos foliares
foram cortados em quatro pedacgos e os pequenos calos formados foram transferidos
para um meio MS novo contendo 1 mg/L de BAP, 250 mg/L de cefotaxima e 100
mg/L de canamicina. Depois de 4 semanas de incubacdo nas mesmas condi¢des, 0s
brotos maiores que 0,7 cm serdo transferidos individualmente para magentas contendo
meio MS soélido acrescido de 250 mg/L de cefotaxima e 100 mg/L de canamicina. As
plantas irdo ser sendo mantidas nesse meio até o desenvolvimento completo das
raizes, depois elas serdo transferidas para copos de plastico contendo a mistura

solo:vermiculita estéril e serdo mantidas em casa de vegetacao.

3.14. Analise da expressio génica por PCR em tempo Real (QRT-PCR)

A analise da expressdo diferencial dos quatro genes-alvo foi realizada

utilizando a técnica de PCR quantitativo em tempo real, normalizado pela expressao
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dos genes constitutivos 18S rRNA e actina. Para andlise do padrdo de expressdo
génica foi feita qRT-PCR comparando os trés estadios de desenvolvimento, ovo, J2 e
fémea. Os experimentos de qRT-PCR foram conduzidos no termociclador
Mastercycler realplex (Eppendorf) e todos reagentes foram pipetados pelo robd
Epmotion 5070 (Eppendorf).

A partir de 1 pg de RNA total extraido de ovo, J2 e fémea, foi sintetizado o
cDNA utilizando o kit SuperScript™ III First-Strand Synthesis SuperMix for qRT-
PCR (Invitrogen), seguindo as indicacdes do fabricante. A PCR continha os seguintes
reagentes: SYBR® GreenER™ gPCR Super Mix 1X (Invitrogen); 100 nM de cada
primer (senso e antisenso) € cDNA de ovo, J2 e fémea. O programa da PCR foi o
seguinte: 95 °C por dez minutos, 95 °C por trinta segundos, 55 °C por vinte segundos
e 68 °C por vinte segundos repetidos por 65 ciclos. Apds a amplifica¢do, foi
determinada a curva de “melting” para verificar a presenca de amplificagdo
inespecifica ou formacdo de dimeros entre os oligonucleotideos, cujo programa foi:
95 °C por quinze segundos, 60 °C por quinze segundos, subindo 2 °C por minuto, até
chegar a 95 °C novamente.

O reagente SYBR® GreenER™ ¢ uma molécula intercalante de dsDNA.
Quando excitado pelo LED, o SYBR" intercalado emite fluorescéncia de 520 nm,
captado pelo termociclador nas etapas de extensdo. Na medida que a reagdo ocorre, 0s
dados de fluorescéncia sdo tomados, em tempo real, e plotados em funcdo do ciclo de
amplificacdo. O valor utilizado para analise ¢ o Ct (“cycle threshold”), que
corresponde ao ciclo de amplificagdo aonde a fluorescéncia detectada ¢ 10 vezes o
ruido dos ciclos iniciais.

Para a analise de expressdo génica ¢ fundamental a determinacao da eficiéncia
de amplificagio (PFAFFL, 2001), calculada pela seguinte formula: E = 1(¢!/cceficiente
angulan) “Sendo que, o coeficiente angular, corresponde a inclinagio da reta obtida por
regressao linear dos valores de Ct em fung@o do log das diluigdes de cDNA (curva
padrao). Os dados gerados foram analisados pelo programa “Relative expression
software tool” (REST) (PFAFFL et al., 2002). Este programa recebe os dados brutos
de Ct para calculo de eficiéncia de amplificagdo, normalizacdo com os genes
constitutivos ¢ comparacdo de genes de interesse em diferentes tratamentos, gerando

grafico de log2.
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. — Selecao de genes-alvo para controle de Meloidogyne incognita

Quatro genes-alvo foram selecionados para testes preliminares visando o
controle de M. incognita por meio de RNAi. Os genes codificadores de Arginina
Quinase e Proteina de Choque Térmico 90 foram escolhidos para silenciamento
génico porque foram abundantes numa biblioteca de cDNA de juvenil 2 de M.
incognita (FRAGOSO, 2006), além de demonstrarem grande potencial de intervengao
no desenvolvimento de nematdides (BERDICHEVSKY et al., 2006; DEVANEY et
al., 2005; MATTHEWS et al., 2003). O gene da proteina 14-3-3, previamente
caracterizado e isolado da secrecdo salivar de J2 de M. incognita, (JAUBERT et al.,
2004) foi selecionado devido a potencial multifuncionalidade dessa proteina. A sua
participacdo na regulagdo do ciclo celular, transcricdo, apoptose, organizacdo do
citoesqueleto, atividades metabolicas e no desenvolvimento de parasitas de animais
(SILES-LUCAS MDEL e GOTTSTEIN, 2003) sugere que essa proteina ¢ importante
para o estabelecimento da interagdo entre o nematoide e a planta hospedeira. O gene
codificador de Isocitrato Liase foi selecionado porque esta envolvido no metabolismo
energético (ciclo do glioxilato) de juvenil 2 pré-parasita e, por isso, representa um

bom candidato para controle de fitonematdides (BIRD e KALOSHIAN, 2003).

4.2. — Analise de seqiiéncias e desenho dos oligonucleotideos

Apos a selecdo dos genes-alvo, procedeu-se a escolha das melhores regides
para interferéncia mediada por RNA dupla fita, que foi auxiliada pelos programas
Block-IT™ RNAi Designer (http://maidesigner.invitrogen.com) e BLASTn
(www.ncbi.nlm.nih.gov). Detalhadamente, para cada gene, suas ESTs codificadoras
foram alinhadas a fim de determinar a seqli€éncia consenso, pelo menos quando havia
sobreposi¢do entre as ESTs. Como ndo havia EST codificadora de Isocitrato Liase na
referida biblioteca, foi utilizado para esta andlise o gene de M. javanica
(gi]15003598]). Apbds submeter as seqiiéncias consenso conservadas ao programa
Block-IT™, foi possivel determinar as regides com maior probabilidade para
producdo de siRNAs eficientes. Entdo, cada uma das regides escolhidas foi submetida
ao BLASTn a fim de identificar possiveis efeitos cruzados de RNAi em plantas,

humanos e outros organismos nao-alvo, mensurado como percentual de identidade de
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seqiiéncia nucleotidica. A intersecc¢do das probabilidades de maior eficiéncia de RNAi
com menor efeito cruzado resultou nas regides escolhidas para isolamento e clonagem
em vetor para RNAi.

Foi planejado utilizar apenas uma regido para cada gene-alvo, resultando em
quatro fragmentos génicos para amplificacdo. Entdo, a partir das seqiiéncias
nucleotidicas das regides escolhidas, os oligonucleotideos foram desenhados para
amplificagdo por PCR dos fragmentos génicos e adicdo das extremidades de

reconhecimento attB para subclonagem por recombinagdo (Gateway® Technology).

4.3. — Amplificacio e seqiienciamento dos fragmentos génicos selecionados

A partir de fitonematoides M. incognita multiplicados em plantas de
tomateiro, procedeu-se a coleta de individuos em diferentes fases de desenvolvimento
(ovo, J2 e fémea). Essas amostras de M. incognita foram submetidas a extragdo de
RNA total e sintese de cDNA em pequena escala. Inicialmente, a qualidade do cDNA
foi testada em RT-PCR com oligonucleotideos para [-actina (Fig. 10).
Posteriormente, foram iniciadas as amplificagdes para isolamento do fragmento
génico de Isocitrato Liase. Foram utilizados como molde cDNA de ovo, J2 e fémea
para a primeira PCR, com temperatura de anelamento de 45 °C. Em seguida, foi
realizada uma segunda amplificacdo que utilizou como molde 1 pL da primeira reag@o
de PCR e temperatura de anelamento de 50 °C. Os produtos da PCR foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo (Fig.
11).

Os demais fragmentos génicos foram amplificados usando como molde o
DNA plasmidial da biblioteca de J2 (pSPORT Invitrogen), contendo os cDNAs
previamente isolados e seqiienciados (FRAGOSO, 2006). Para amplificacao de AQ ¢
HSP90, foram utilizados cinco moldes distintos de DNA plasmidial e temperatura de
anelamento de 50 °C. Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 1% corado com brometo de etideo (Fig. 12 e 13). Para amplificacdo de 14-3-
3, foi utilizado um tinico molde de DNA plasmidial. A PCR foi realizada utilizando o
DNA nao diluido e diluido 1:30 e um gradiente para as temperaturas de anelamento
de 45 °C, 50 °C e 55 °C (Fig. 14). Todos os fragmentos gé€nicos foram subclonados

no vetor pGEMT-easy (Promega) e seqiienciados em triplicata utilizando os oligos
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universais SP6 e T7 para confirmar se o produto amplificado realmente era o

fragmento génico de interesse.
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Figura 10. Amplificacdo do fragmento génico de B-actina. Eletroforese em gel de agarose 1% dos
produtos de RT-PCR utilizando como molde os cDNAs de Meloidogyne incognita nas fases de ovo
(A), juvenil 2 (B) e fémeas adultas (C).Controle negativo da reacdo de PCR (D). Os tamanhos dos

fragmentos amplificados (~ 500 pb) foram comparados com o marcador de massa 1 kb ladder plus da

InvitrogenTM (M).
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Figura 11. Amplificacio do fragmento génico de Isocitrato Liase. Eletroforese em gel de agarose 1%
dos produtos de RT-PCR utilizando como molde os cDNAs de Meloidogyne incognita nas fases de ovo
(A), juvenil 2 (B) e fémea adulta (C). Os tamanhos dos fragmentos amplificados foram comparados

com o marcador de massa 1 kb ladder plus da Invitrogen™ (M).
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Figura 12. Amplificacdo do fragmento génico de Arginina Quinase. Eletroforese em gel de agarose
1% dos produtos de PCR utilizando com molde clones de uma biblioteca de cDNA de juvenil 2 de
Meloidogyne incognita.. (A-D) clones que ndo amplificaram o fragmento de interesse; (E)
amplifica¢@o do fragmento de interesse de 728 pb, além de fragmento inespecifico proximo de 200 pb.
(M) Marcador de massa molecular 1 kb ladder plus da Invitrogen™ (M).
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Figura 13. Amplificacdo do fragmento génico de 14-3-3. Eletroforese em gel de agarose 1% dos
produtos de PCR utilizando com molde um tnico clone de uma biblioteca de cDNA de juvenil 2 de
Meloidogyne incognita em diferentes condigdes. (A—C) o molde utilizado foi o DNA plasmidial do
clone diluido 1:30. (D-F) o molde utilizado foi o DNA plasmidial sem dilui¢do. Foi realizado um
gradiente de temperatura de anelamento com temperaturas de: 45 °C (A e D), 50°C (Be E) e 55 °C (C
e E). Em todas as condigdes testadas o produto de PCR de 660 pb, correspondente ao fragmento génico

de interesse, foi amplificado. Marcador de massa molecular 1 kb ladder da Invitrogen™ (M).
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Figura 14. Amplificacdo do fragmento génico de HSP90. Eletroforese em gel de agarose 1% dos
produtos de PCR utilizando com molde clones de uma biblioteca de cDNA de juvenil 2 de
Meloidogyne incognita. (A, B, C ¢ E) clones que ndo amplificaram o fragmento de interesse; (D)
amplificagdo do produto de PCR de 782 pb, correspondente ao fragmento de génico de HSP90. (M)

Marcador de massa molecular 1 kb ladder plus da Invitrogen™.
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Partindo do produto da PCR, flanqueado por seqiiéncias de recombinagdo
attB, foi realizada a recombina¢do no pDONR utilizando a enzima BP Clonase. Os
plasmideos obtidos foram seqiienciados em triplicata utilizando os oligos M 13 senso e
M13 antisenso para confirmacdo das seqiiéncias. Posteriormente, foram obtidas as
seqiiéncias consenso, que foram novamente submetidas ao BLASTn para verificagdo
de possiveis efeitos cruzados com organismos ndo alvo, como por exemplo plantas,
humanos, insetos (Tab. 1). Apds analise detalhada do resultado obtido no BLASTn,
esse vetor foi utilizado para uma nova recombinacdo com o vetor destino

pK7GWIWG2(I).

Tabela 1. Comparacdes dos genes-alvo com o GenBank™.

Gene-alvo BLASTn* Espécie E-value Identidade N° de acesso

Isocitrato Liase NSSE — — _ _

Arginina Quinase NSSE - — - -

HSP90 HSP90 M. incognita 0,0 97% EU364881
M. javanica 0,0 97% AF201338

M. arenaria 0,0 97% EU364880

M. floridensis 0,0 97% EU364884

0,0 97% EU364885

0,0 97% EU364886

0,0 97% EU364887

0,0 96% EU364888

M. hapla le® 87% AY528416

e 92% AY528417

Proteina 14-3-3 14-3-3 M. incognita 0,0 98% AF402309

*Analise realizada em 30/10/2008 no endereco www.ncbi.nlm.nih.gov.

NSSE = nenhuma similaridade significante encontrada
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4.4. — Verificacio da presenca das copias senso e antisenso dos genes no vetor

pK7GWIWG2(I)

O sistema de clonagem Gateway®, apesar de rapido, algumas vezes apresenta
falhas. Para verificar a subclonagem das duas copias, senso e antisenso, dos quatro
fragmentos génicos no vetor para RNAi pK7GWIWG2(I) e a orientag@o do intron (5’
- 3”), foi feita analise por digestdo com endonucleases de restrigdo. Os vetores pk7IL
(Fig. 15) e pk714-3-3 (Fig. 16) foram digeridos com as enzimas HindlIll e Xbal e
vetores pk7AQ (Fig. 17) e pk7HSP90 (Fig. 18) foram digeridos com Sacl e Xbal. Os
produtos da digestdo foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1% corado
com brometo de etideo. Para confirmacdo da subclonagem das duas copias e da
presenca do intron na posi¢do 5° > 3’ eram esperados dois fragmentos para cada
gene: Isocitrato Liase 1.783 pb e 777 pb , proteina 14-3-3 2.120 pb e 1.114 pb,
Arginina Quinase 2.328 pb e 1.189 pb, proteina de choque térmico 90 2.375 pb e
1.236 pb. Todos os vetores foram inseridos em Agrobacterium tumefaciens e

utilizados para transformagio de Nicotiana tabacum.

4.5. — Analise do padrio de expressio génica dos guatro genes-alvo por gRT-

PCR

Primeiramente, foram realizadas amplificagdes em duplicata com diferentes
dilui¢cdes do cDNA de J2 (1:10, 1:100, 1:1.000 e 1:10.000) para gerar a curva padrao
e determinar a eficiéncia de amplificacdo de cada gene (Fig. 19). Para a andlise de
expressdo génica ¢ fundamental a determinacdo da eficiéncia de amplificagdo
(PFAFFL, 2001), calculada pela seguinte formula: E = 1!/cccficiente angulan) “gon o que,
o coeficiente angular, corresponde a inclinacdo da reta obtida por regressao linear dos
valores de Ct em funcdo do log das diluigdes de cDNA (curva padrdao). Os dados
gerados foram analisados pelo programa “Relative expression software tool” (REST)
(PFAFFL et al., 2002). A eficiéncia de amplificagdo ¢ essencial para que a
comparacdo da expressdo relativa entre varios genes seja precisa e confiavel.

Ap6s obtidos os valores de eficiéncia para cada gene, foram montadas reacdes
para comparagdo da expressao dos genes IL, AQ, 14-3-3 e HSP90 entre os estadios de
ovo, J2 e fémea, normalizados com os genes constitutivos 18S e B-actina. Os cDNAs
utilizados estavam diluidos 100 vezes, e as reacdes foram feitas em triplicata (Fig.
20). Os valores de Ct foram determinados pelo programa do termociclador

(Mastercycler ep realplex) e os dados foram inseridos no programa REST (PFAFFL et
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al., 2002), resultando em comparacdo do nivel de expressdo de cada gene, de J2 em
relacdo a ovo e de fémea em relagdo a ovo, normalizado com 18S rRNA e o gene da
B-actina.

O gene codificador de Isocitrato Liase mostrou uma expressao
aproximadamente 100 vezes menor em J2 (Fig. 21), tanto em relagdo a ovo, quanto
em relagdo a fémea. Por ser um gene descrito na literatura envolvido na via de
utilizagdo de lipideos para gerar energia, era esperado que ele fosse mais expresso na
fase infectiva J2, que utiliza suas reservas de gordura para manutengdo do
metabolismo. No entanto, foi observada uma expressdo consideravelmente bem
menor em J2. Provavelmente, como 0 ovo passa por varios processos de ecdise, essas
reservas lipidicas sd3o importantes para que o nematdide possa se desenvolver
normalmente dentro do ovo e, possivelmente, por essa razdo esse gene apresentou um
nivel de expressdo mais alto em ovo do que em J2.

O gene codificador de Arginina Quinase mostrou uma expressao cinco vezes
maior em J2 e 10 vezes menor em fémea (Fig. 21), ambos em relagdo a ovo. Esse
resultado corrobora com o descrito na literatura, ja que a enzima codificada por esse
gene estd envolvida na producao de energia (ATP) para contracdo muscular. O J2, por
ser a forma infectiva, necessita da contragdo muscular para se locomover ¢ invadir a
raiz da planta hospedeira, ja a fémea que ¢ parasita, apds estabelecimento do sitio de
alimentagdo permanece imovel.

O gene da proteina 14-3-3 apresentou expressdo consideravelmente igual nas
trés fases (Fig. 21). Por ser um gene codificador de uma chaperona multifuncional
envolvida em diversos processos celulares, ¢ esperado que ele seja expresso nos
mesmos niveis, independente do estadio do nematdide.

Por ultimo, o gene da proteina de choque térmico 90 apresentou a mesma
expressdo em J2 e ovo, mas foi 32 vezes menor em fémea (Fig. 21). Por ser um gene
ativado em periodos de estresse, ¢ provavel que seu nivel de expressao seja menor em
fémea, que se encontra no sitio de alimentagdo na raiz da planta, ¢ ndo passa por
periodos de criticos de estresse.

A andlise da expressdo de genes por PCR em tempo real ¢ uma técnica de
fundamental importancia, pois a partir dos resultados obtidos ja ¢ possivel saber se o
gene ¢ um bom candidato ao silenciamento. Nesse caso, baseado nos dados obtidos
pelo qRT-PCR, o gene codificador de Arginina Quinase pode ser considerado o

melhor candidato, pois além de estar presente somente em invertebrados, ele ¢ de
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crucial para a movimentagdo do J2. Se o gene for silenciado, provavelmente o
nematdide terd dificuldade de se locomover até a raiz e penetra-la.
Conseqiientemente, se o J2 ndo infectar a planta hospedeira, nao havera diferenciacao

em fémea parasita, fato que vai culminar na quebra do ciclo de vida.

36



MA BCDEFG

2 Kb
1.6 Kb

800 pb

650 pb

Figura 15. Digestio do DNA plasmidial dos clones contendo o vetor pK7IL com HindlIIl e Xbal.
Eletroforese em gel de agarose 1% dos clones contendo o vetor pK7IL (A a G). Todos apresentaram as
duas bandas de tamanho esperado, 1.783 pb e 777 pb, confirmando a presenga das copias senso e
antisenso do fragmento génico de Isocitrato Liase e a orientagdo 5 = 3’ do intron. (M) Marcador de

massa molecular 1 kb ladder plus da Invitrogen™.
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Figura 16. Digestao do DNA plasmidial dos clones contendo o vetor pK7AQ com Sacl e Xbal.
Eletroforese em gel de agarose 1% dos clones contendo o vetor pK7AQ (A a H). Os clones A, E, Fe H
apresentaram bandas do tamanho diferente do esperado, indicando a presenca do intron na posi¢ao
invertida (3’ = 5°). Os clones B, C, D apresentaram as duas bandas de tamanho esperado, 2.328 pb e
1.189 pb, confirmando a presenca das copias senso e antisenso do fragmento gé€nico de Arginina
Quinase e a orientagdo 5° = 3’ do intron. (M) Marcador de massa molecular 1 kb ladder plus da

Invitrogenm.
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Figura 17. Digestio do DNA plasmidial dos clones contendo o vetor pK714-3-3 com Hindlll e
Xbal. Eletroforese em gel de agarose 1% da digestdo dos clones contendo o vetor pPK7GWIWG2(I) ndo
recombinado (A) e pK714-3-3 (B a I). Os clones B, C, F ¢ G apresentaram bandas do tamanho
diferente do esperado, indicando a presenga do intron na posigdo invertida (3> = 5°). Os clones D, H, 1
apresentaram as duas bandas de tamanho esperado, 2.120 pb e 1.114 pb, confirmando a presenca das
copias senso ¢ antisenso do fragmento génico de 14-3-3 e a orientagdo 5’ > 3’ do intron. (M)

Marcador de massa molecular 1 kb ladder plus da Invitrogen™.
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Figura 18. Digestao do DNA plasmidial dos clones contendo o vetor pK7HSP90 com Sacl e Xbal.
Eletroforese em gel de agarose 1% dos clones contendo o vetor pK7HSP90 (A a H). Os clones A, E, F
e H apresentaram bandas do tamanho diferente do esperado, indicando a presenca do intron na posi¢do
invertida (3> = 5”). Os clones B, C, D apresentaram as duas bandas de tamanho esperado, 2.375 pb e
1.236 pb, confirmando a presenga das copias senso e antisenso do fragmento génico de HSP90 e a
orientagdo 5° - 3’ do intron. O clone E apresentou padrdo fora do esperado e foi descartado. (M)

Marcador de massa molecular 1 kb ladder plus da Invitrogen™.
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Figura 19. Curvas-padrio de amplificacdo para calculo de eficiéncia. Amplificacdes em duplicata

com diferentes diluicdes do cDNA de J2 (1:10, 1:100, 1:1.000 e 1:10.000) foram realizadas para gerar a

curva padrio (regressdo linear dos valores de Ct em fungdo do log das diluigdes de cDNA) e assim

determinar a eficiéncia de amplificacdo de cada gene, calculada pela formula: E

— 10(-1/coeﬁcieme angular)

(A) Eficiéncia de amplificagdo de 1,9 para B-actina; (B) 1,6 para 18S rRNA; (C) 2,0 para Isocitrato

Liase; (D) 2,2 para Arginina Quinase; (E) 1,8 para proteina 14-3-3; e (F) 2,0 para proteina HSP90.
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Figura 20. Curvas de monitoramento da eficiéncia que ilustram a amplificacio em tempo real. O
nivel de fluorescéncia computado para cada amostra ¢ aquele suficiente para atingir um limiar de
detec¢do, igual para cada conjunto de oligonucleotideos/amostras testado e, por convengdo,
denominado de Ct. Para cada conjunto de oligonucleotideos os testes foram realizados em triplicata

com cDNA de ovo, J2 ¢ fémea.
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Figura 21. Grafico em barras da expressdo diferencial de genes. Para cada gene-alvo a amplificagao
foi feita em triplicata, utilizando cDNA de ovo, J2 e fémea. A analise resultou em comparagao do nivel
de expressdo dos genes, de J2 e fémea em relagdo a ovo, normalizado com os genes 18S rRNA e B-

actina.
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4.6. — Transformacio de plantas modelo para avaliar a inducido de resisténcia a

Meloidogyne incognita

Algumas plantas de tabaco ja estdo na fase de transformacdo e regeneragao.
Para cada fragmento génico foi realizada co-cultura de 100 fragmentos foliares com
Agrobacterium tumefaciens. Adicionalmente, foram feitos 3 controles experimentais

distintos (Tab. 2).

Tabela 2. Composi¢do dos meios para os trés controles experimentais.

Controle Composicao Tratamento Finalidade
1 BAP Sem Co-cultivo com  Avaliar a eficiéncia do
agrobactéria hormdnio BAP
2 BAP + Cefotaxima Co-cultivo com Avaliar a eficiéncia do
agrobactéria antibidtico cefotaxima
3 BAP + Cefotaxima +  Sem co-cultivo com  Avaliar a eficiéncia do
Canamicina agrobactéria antibidtico canamicina

No controle 1, foi observado que os fragmentos foliares se regeneraram
rapidamente, dando origem a inumeros brotos (Fig. 22A), confirmando a eficiéncia do
horménio de inducdo de brotos BAP. No controle 2, observou-se que ndo houve
crescimento de nenhuma agrobactéria remanescente, comprovando a eficiéncia do
antibiotico cefotaxima (Fig. 22B). No controle 3, os fragmentos foliares que nao
foram co-cultivados com agrobactéria ficaram brancos, o que confirma a eficiéncia do
antibidtico canamicina na eliminag¢do de células ndo transformadas (Fig. 22C). As
transformagdes com os quatro genes-alvo estdo em andamento. As possiveis plantas
transformadas com os genes Isocitrato Liase, Arginina Quinase, proteina 14-3-3 e
proteina de choque térmico HSP90 comecaram a apresentar formacdo de brotos
foliares (Fig. 22D,E, F e G). Assim que esses brotos atingirem um tamanho maior,
serdo transferidos para magentas contendo meio MS acrescido de 0,1 mg/L do

hormoénio acido naftaleno acético (ANA) para indugdo de enraizamento.
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Figura 22. Explantes de Nicotiana tabacum em placas para cultura de tecidos. (A) Fragmentos
foliares ndos transformados para testar a eficiéncia do hormoénio de indugdo de brotos BAP (6-
benzilaminopurina). (B) Fragmentos foliares transformados via agrobactéria para avaliar a eficiéncia do
antibidtico cefotaxima. (C) Fragmentos foliares ndo transformados para avaliar a eficiéncia da selecdo
pelo antibidtico canamicina. (D,E,F e G) Fragmentos foliares transformados com os genes Isocitrato

Liase, Arginina Kinase, 14-3-3 ¢ HSP 90 respectivamente, apresentando formagéo de brotos.
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5 — CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Nesse trabalho quatro fragmentos génicos foram selecionados, isolados e
subclonados para uso no silenciamento génico de Meloidogyne incognita.
Adicionalmente, foi feita a comparagdo do padrdo de expressdo dos quatro genes-alvo
em ovo, J2 e fémea, que mostrou diferenga significativa de expressdo génica. Como a
proxima etapa desse trabalho ¢ validar funcionalmente os genes selecionados
utilizando a técnica de RNA interferente, esses resultados s3o cruciais para
comparagdo ¢ analise do grau de silenciamento gé€nico que serdo obtidos nos
bioensaios in planta.

A préxima etapa desse trabalho € entdo analisar por meio de expressdo de RNAi
in planta se os genes selecionados sdo cruciais para o estabelecimento e manutenc¢ao
do parasitismo do nematdide. Apds feita a validacdo em plantas modelo, esses genes
serdo utilizados para transformacdo de plantas de interesse agrondmico, como
algoddo, cana-de-agucar, café e soja. Considerando que o genoma de M. incognita foi
recentemente publicado (ABAD et al., 2008), existe um grande nimero de genes
conhecidos que deverdo ser validado funcionalmente por silenciamento génico. Caso
essa estratégia funcione, poderia ser gerada uma alternativa eficiente para controle ou

minimizagao dos problemas gerados pelos fitonematdides na agricultura mundial.
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ANEXOS

Nome dos A s
. , Seqiiéncia Tm °C
oligonucleotideos
IsocitratoLiaseS 5’GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTGGGTAAGT 86.9
socitratoLi1ased>enso ATAATCTCCCCGA3’ ,
IsocitratoLiase AntiSen 5’GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTGGCGGGTT 873
80 80 CTATTTAACAAC3’ >
ArgininaQuinaseSen 5’GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTGGTCAAGA 86.0
IMNaUIMAasesenso AGTACTTCACGAA3’ :
ArgininaQui Anti 5’GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTGGATCAAA 89.5
giniauinaseAntisenso CGCTCAAGCAGG?)’ .
HSP90S 5’GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTGGCCAGTT 87.7
enso GATGTCCTTGATCATCAACACG3’ ’
HSP90Antisenso 5’GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTGCTCACCG 377
TCATTCTTGTCC3’ ’
14-3-3Sen 5’GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTGGCGTTAT 871
TI7ISenso GATGACATGGC3’ :
14-3-3 Antisenso 5’GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTGAAGTTGC 86.9
ATAATAAGAGTCG3’ ’
SP6 5S’GATTTAGGTGACACTATAG?’ 51,0
T7 5’TAATACGACTCACTATAGGG3’ 47,0
M13Senso 5’GTAAAACGACGGCCAG?’ 52,0
M13Antisenso 5’CAGGAAACAGCTATGAC3’ 47,0
MilsocitratoLiaseSenso 5’ATCCAATTCCCTTGGAGAGG3’ 60,0
MilsocitratoLiase Antisenso 5’ACTGCACCAAAGGGTCGTTA3’ 60,0
MiArgininaQuinaseSenso 5STGGAGGGAATGACCAAAGAG3’ 60,0
MiArgininaQuinaseAntisenso 5’ATTGCCTCCGTTTTGCATAG3’ 60,0
Mil4-3-3Senso 5’TGAGGAGCGCAATCTTCTCT3’ 60,0
Mi14-3-3 Antisenso 5’GCAAATGTCACGCAATTCAC3’ 60,0
MiHSP90Senso 5’ATCCGTAACTGCGTTGATCC3’ 60,0
MiHSP90nAntisenso 5’CATCCTCAGCCTCATCATCA3’ 60,0
Mil18SSenso 5’ACTTGACGGGAGCATAATCG’3 60,0
Mi18SAntisenso 5’CGGCCTCAAAGAGAACAGTC’3 60,0
MiActinaSenso 5'CACGGTATCGTCACCAACTG3' 60,0
MiActinaAntisenso 5'TACAATGAGAGCACGGCTTG3' 60,0
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Baixar livros de Literatura

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

Baixar livros de Medicina

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

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

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

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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