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invencdo sdo capazes de expressar as moléculas de dsRNA em tecidos avo de infestagdo por nematoides. S&o fornecidos ainda
vetores compreendendo o referido cassete de expressdo, métodos para producdo de uma planta resistente a multiplas espécies de
nematoides bem como para o controle de nematoides em wna plantagdo, plantas resistentes a multiplas espécies de nematoides,
suas sementes e produtos produzidos a partir de material extraido das referidas plantas.
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CASSETE DE EXPRESSAO PARA INDUCAO DE RESIS-
TENCIA A MULTIPLAS ESPECIES DE NEMATOIDES EM PLANTAS, ME-
TODOS E PLANTAS QUE O UTILIZAM

Campo da invencao

A presente invencdo refere-se ao controle de nematoides em
plantas. Mais especificamente, a presente invencdo refere-se ao controle de
multiplas espécies de nematoides por silenciamento génico através da ex-
pressdo de uma molécula de RNA na planta capaz de formar um RNA dupla
fita compreendendo um fragmento da sequéncia de genes alvo da peste.

Fundamentos da Invencéo

Fitonematoides estdo entre o0s principais fatores responsaveis
pela queda do rendimento de diversas culturas, particularmente a da soja,
especialmente nas regides tropicais e subtropicais.

O controle de nematoides em culturas de escala, como a soja, é
planejado de modo a integrar varios métodos e apresentar baixo custo. De
um modo geral, sédo considerados o0s principios fitopatologicos da exclusédo
(evitar a infestagdo de areas indenes por espécies ou novas ragas, na pro-
priedade ou numa regido geografica maior); da erradicagdo (rotacdo de cul-
turas com espécies de verdo e de inverno ndo hospedeiras); da regulagéo
(modificagdo do ambiente -e nutricdo das plantas); e da imunizagdo (utiliza-
cdo de cultivares resistente a determinadas espécies ou ragas). As atuais
estratégias para controle de nematoides s&o: uso de nematicidas, rotagdo de
culturas, resisténcia genética natural e engenharia genética.

Nematicidas tém sido amplamente utilizados para controle de
nematoides parasitas de plantas sedentarios e migratorios, mas estes com-
postos sdo frequentemente associados a efeitos prejudiciais ao meio ambi-
ente.

A rotagdo de culturas, uma préatica cultural efetiva para muitos
estresses bibticos, também é uma estratégia importante para manejo de
nematoides parasitas de plantas, embora, em muitos casos, sua eficacia é
limitada.

O manejo de fitonematoides depende muito da resisténcia da
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planta hospedeira obtida por métodos tradicionais de melhoramento, muitas
vezes derivada de uma base genética limitada. O melhoramento convencio-
nal, no entanto, apresenta algumas limitagcbes, como por exemplo, a ligacao
génica entre genes de interesse e genes indesejaveis e a incompatibilidade
interespecifica.

A engenharia genética é uma ferramenta extremamente (til, pois
permite a identificacdo de genes de interesse, manipulagdo desses genes, a
construcdo e introdugdo de um unico gene de interesse diretamente em cul-
tivares elite e a selecdo das plantas que possuem esse gene. O gene a ser
introduzido pode ser oriundo da mesma espécie ou de outras espécies, per-
mitindo assim a quebra das barreiras impostas pela incompatibilidade sexual
entre as diferentes espécies, além de eliminar o efeito das ligagbes génicas
indesejadas.

A estratégia de silenciamento génico, por interferéncia mediada
por RNA dupla fita, oferece bons resultados no controle de nematoides
(MCCARTER, J. Molecular approaches toward resistence to plant parasitic
nematodes. In: (Ed.). Plant Celi Monographs v.15, 2008. p.239-267.). Tal
estratégia se baseia na transformagdo de plantas para a expressdo de RNA
dupla fita (dsRNA) compreendendo um fragmento da sequéncia especifica
de genes-alvos do fitonematoide. Genes alvo de interesse sao genes essen-
ciais ao fitonematoide ou genes envolvidos com o parasitismo, migragao,
formacdo ou manutencdo do sitio de alimentacdo. Durante o ciclo dos nema-
toides, estes ingerem o conteldo citoplasmatico das células gigantes de rai-
zes infectadas, provocando a absorcdo do dsRNA, o que pode resultar no
silenciamento do gene correspondente. Conforme a funcdo do gene silenci-
ado, diversas disfun¢cdes podem ser geradas no fitonematoide pelo silencia-
mento e/ou reducdo da expressdo de genes especificos, de forma que a in-
feccdo pode ser abortada.

Interferéncia mediada por RNA (RNAIi) refere-se a redugcdo es-
pecifica da expressdo do gene através da utilizagdo de moléculas de RNA
de sequéncia complementar. Este fendémeno, primeiramente relatado em

Caenorhabditis elegans por GUO & KEMPHUES (GUO.S. & KEMPHUES, K.
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J. par-l, a gene required for establishing polarity in C. elegans embryos, en-
codes a putative Ser/Thr kinase that is asymmetrically distributed. Cell, v. 81,
n.4, p. 611-620, 1995) e subsequentemente demonstrado por FIRE et al.
(FIRE, A ; XU.S.; MONTGOMERY.M. K.; KOSTAS.S. A; DRIVER, S. E. &
MELLO, C.C. Potent and specific genetic interference by double-stranded
RNA in Caenorhabditis elegans. Nature, v. 391, n. 6669, p. 806-11, Feb 19
1998), que descobriram que a presenca do RNA fita dupla (dsRNA), formado |
a partir do anelamento das fitas senso e antisenso presente nas preparacdes
de RNA in vitro, é responséavel pelo silenciamento génico.

Posteriormente, BERNSTEIN et al. (BERNSTEIN, E.; CAUDY.A.
A ; HAMMOND,S. M. & HANNON, G. J. Role for a bidentate ribonuclease in
the initiation step of RNA interference. Nature, v. 409, n. 6818, p. 363-6, Jan
18 2001), indicaram que a DICER ("dsRNA-specific RNase lll-type endonu-
clease") uma enzima ribonuclease tipo Il (RNase IIl) era responsavel pelo
processamento do dsRNA em sequéncias de -21 nucleotideos (nt). O com-
plexo DCR2/R2D2 liga-se a essas pequenas moléculas de RNA interferente
(siRNA) (LIU, Q.; RAND, T. A,; KALIDAS.S.; DU, F.; KIM, H. E.; SMITH, D.
P. & WANG, X.. R2D2, a bridge between the initiation and effector steps of
the DrosophiJa RNAI pathway. Science, v. 301, n. 5641, p. 1921-5, Sep 26
2003), o siRNA é incorporado em um complexo chamado RISC (RNA Indu-
ced Silencing éomplex),que entdo determina a degradacdo de quaisquer
moléculas de RNA que possuem sequéncia complementar (HAMMOND, S.
M.; BERNSTEIN, E.; BEACH, D.& HANNON, G. J. An RNA-directed nuclease
mediates post-transcriptional gene silencing in Drosophila cells. Nature, v.
404, n. 6775, p. 293-6, Mar 16 2000). Este fendbmeno de silenciamento do
gene ocorre em VAarios organismos eucariotos, incluindo os nematoides e as
plantas superiores (BERNSTEIN, E.; CAUDY.A. A;; HAMMOND, S. M. &
HANNON, G. J. Role for a bidentate ribonuclease in the initiation step of RNA
interference. Nature, v. 409, n. 6818, p. 363-6, Jan 18 2001).

Pesquisadores tém sido capazes de adicionar RNA sintetizado in
vitro diretamente nas células para se obter um silenciamento da expressao

génica. Por exemplo, KLINK& WOLNIAK (KLINK, V. P. & WOLNIAK, S. M.
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Centrin is necessary for the formation of the motile apparatus in spermatids
of Marsilea. Mol Biol Celi, v. 12, n. 3, p. 761-76, Mar 2001) foram capazes de
silenciar o mMRNA de centrina (centrin) usando dsRNA sintetizado in vitro, e
para os efeitos de nocaute, eles demonstraram que o dsRNA é pelo menos
dez vezes mais eficaz do que o RNA senso ou antisenso separadamente.
Para alcancar o controle de nematoides parasitas de plantas usando a estra-
tégia de silenciamento génico, o mecanismo de RNAI € parcialmente execu-
tado pela planta e parcialrhente pelo nematoide. Plantas expressam dsRNA
de genes do nematoide, que sdo processados pela DICER e geram os siR-
NA. Quando os nematoides se alimentam dessas plantas, tanto dsRNA
guanto siRNA séo ingeridos.

Como ocorrido na planta, os nematoides digerem o dsRNA em
SiRNA usando seu complexo DICER. Os siRNA ingeridos, ou processados
pelo préprio nematoide, ligam-se a RISC para induzir a degradacdo do mR-
NA especifico no nematoide. Os siRNA sdo amplificados em nematoides
pela RNA polimerase dependente de RNA (RDRP) (CHAPMAN, E. J. &
CARRINGTON.J. C. Specialization and evolution of endogenous small RNA
pathways. Nature Reviews Genetics, v. 8, n. 11, p. 884-96, Nov 2007; ZA-
MORE, P. D. &HALEY, B. Ribo-gnome: the big world of small RNAs. Scien-
ce, v. 309, n. 5740, p. 1519-24, Sep 2 2005), onde o mMRNA serve de molde
para a sintese de mais dsRNA especifico, elevando o efeito do silenciamen-
to génico.

Este silenciamento mediado por siRNA é altamente sequéncia-
especifica. Por exemplo, Tuschl e colaboradores demonstraram que mesmo
uma incompatibilidade de uma Unica base, entre o siRNA e o0 mRNA alvo
influencia o silenciamento génico (ELBASHIR, S. M.; MARTINEZ, J.; PAT-
KANIOWSKA, A.; LENDECKEL,W. & TUSCHL.T. Functional anatomy of siR-
NAs for mediating efficient RNAI in Drosophila melanogaster embryo lysate.
The EMBO Journal, v. 20, n. 23, p. 6877-88, Dec 3 2001). Apesar do silenci-
amento génico ser altamente especifico, é possivel silenciar familias de ge-
nes homélogos que compartiiham sequéncias conservadas (MIKI, D.; ITOH,

R. & SHIMAMOTO, K. RNA silencing of single and multi pie members in a
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gene family of rice. Plant physiology, v. 138, n. 4, p. 1903-13, Aug 2005) ou
com a construgdo quimérica de varios genes-aivo (ALLEN, R. S.; MILLGA-
TEA.G.; CH(TTY,J. A,;THISLETON, J.; MILLER, J. A.; FIST, A. J.; GERLA-
CH,W. L.& LARKIN, P. J. RNAi-mediated replacement of morplline with the
nonnarcotic alkaloid reticuline in opium poppy. Nature Biotechnology, v. 22,
n. 12, p. 1559-66, Dec 2004). Tem sido documentado que o efeito do RNAI,
ndo é s6 difundido de célula para célula (FAGARD, M. & VAUCHERET, H.
Systemic silencing signal(s). Plant Molecular Biology, v.43, n. 2-3, p. 285-93,
Jun 2000; KEHR, J. & BUHTZ.A. Long distance transport and movement of
RNA through the phloem. Journal of Experimental Botany, v.59, n. 1, p. 85-
92, 2008), mas também em toda a planta (YOO, B. C ; KRAGLER.F.; VAR-
KONYI-GASIC,E.; HAYWOOD,V.,ARCHER-EVANS, S.; LEE, Y. M.; LOU-
GH,T. J.& LUCAS.W. J.A systemic small RNA signaling system in plants.
Plant Celi, v. 16, n. 8, p. 1979-2000, Aug 2004).

Evidéncias indiretas indicam que o silenciamento de RNA move-
se a longas distancias através do floema e, no destino, espalha-se célula a
célula através dos plasmodesmos em tecidos recipientes (JORGENSEN, R.
A. RNA traffics information systemically in plants. Proceedings of the Natio-
nal Academy of Sciences, v. 99, n. 18, p. 11561-3, Sep 3 2002; MLOTSH-
WA, S.; VOINNET, O.; METTE, M. F.; MATZKE,M.; VAUCHERET, H.; DING,
S. W.; PRUSS, G.& VANCE.V. B. RNA silencing and the mobile silencing
signal. Plant Cell, v. 14 Suppl, p. S289-301, 2002; VOINNET, O.; VAIN, P.;
ANGELL,S. & BAULCOMBE,D. C. Systemic Spread of Seque'nce-Specific
Transgene RNA Degradation in Plants Is Initiated by Localized Introduction
of Ectopic Promoterless DNA. Celi, v. 95, n. 2, p. 177-187, 1998), também
HIMBER et al (HIMBER, C ; DUNOYER, P.; MOISSIARD, G.; RITZENTHA-
LER, C.& VOINNET.O. Transitivity-dependent and -independent cell-to-cell
movement of RNA silencing. The EMBO Journal, v. 22, n. 17, p. 4523-33,
Sep 12003) demonstraram que o efeito RNAi pode ocorrer tanto localmente
quanto a longas distancias. LIMPENS et al (LIMPENS, E.; RAMOS,J;
FRANKEN, C; RAZV.; COMPAAN.B.; FRANSSEN, H.; BISSELING, T. &

GEURTS, R. RNA interference in Agrobacteriunl rhizogenes transformed
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roots of Arabidopsis and Medicago truncatula. Journal of experimental bo-
tany, v. 55, n. 399, p. 983-92, May 2004) também constatou que o sinal de
silenciamento foi transportado sistematicamente a partir de raizes de Arabi-
dopsis thaliana até a parte aérea, embora o grau de silenciamento tenha si-
do limitado e muito variavel. Embora a transformacéo de nematoides parasi-
tas de plantas represente uma abordagem para a implantagdo como estraté-
gia de RNAi para controle de nematoides, ndo ha relatos de sucesso com
esta engenharia de nematoides, em parte pela sua natureza obrigatdria de
parasitismo. Além de inUmeros obstaculos regulatorios para liberar esse ne-
matoide transgénico para o meio ambiente. Em C. elegans, RNAi tem sido
utilizado transientemente para silenciar a expressao de quase todos os ge-
nes, induzindo diferentes efeitos fenotipicos incluindo letalidade (FRASER,
A. G,;KAMATH,R. S.; ZIPPERLEN, P.; MARTINEZ-CAMPQOS, M.; SOHR-
MANN, M. & AHRINGER, J. Functional genomic analysis of C. elegans c-
hromosollle | by systematic RNA interference. Nature, v. 408, n. 6810, p.
325-30, Nov 16 2000; GONCZY.P.; ECHEVER-
RI,C.;OEGEMA,K.;COULSON,A.; JONES, S.J.; COPLEY.R. R.; DUPERON,
J.; OEGEMA.J.; BREHM, M.; CASSIN,E.;HANNAK, E.; KIRKHAM, M.; PIC-
HLER, S.; FLOHRS, K.; GOESSENA; LEIDEL, S.;ALLEAUME.,A. M.; MAR-
TIN, C ; OZLU, N.; BORK.P. & HYMAN A. A. Functional genolnic analysis of
cell division in C. elegans using RNAi of genes on clirolHOsome 111. Nature,
v. 408, n. 6810, p. 331-6, Nov 16 2000.; KAMATH, R. S.; FRASER.A. G,
DONG.Y.; POULIN, G.; DURBIN, R.; GOTTA, M.; KANAPIN, A.; LE BOT, N
MORENO, S.; SOHRMANN,M.;WELCHMAN, D. P.; ZIPPERLEN, P. & A-
HRINGER, J. Systematic functional analysis of the Caenorhabditis elegans
genome using RNAI. Nature, v. 421, n. 6920, p. 231-7, Jan 16 2003; MAE-
DA, 1,;KOHARA,V.;VAMAMOTO,M.& SUGIMOTO.A. Large-scale analysis of
gene function in Caenorhabditis elegans by high-throughput RNAIi. Current
biology: CB, v. 11, n. 3, p. 171-176, 2001). A interferéncia mediada por RNA
pode ser realizada em C. elegans por ingestdo de bactérias expressando
dsRNA (TIMMONS, L. & FIRE, A. Specific interference by ingested dsRNA.
Nature, v. 395, n. 6705, p. 854, Oct 29 1998), por absor¢cdo oral de dsRNA a
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partir da solucdo (TABARA, H.; GRISHOK, A. & MELLO, C. C. RNAi in C.
elegans: soaking in the genome sequence. Science, v. 282, n. 5388, p. 430-
1, Oct 161998) Ou por microinje¢cdo (MELLO, C.C.& CONTE, D., JR. Revea-
ling the world of RNA interference. Nature, v.431, n. 7006, p. 338-42, Sep 16
2004). Considerando o0s nematoides parasitas de plantas, o protocolo de
ingestdo de bactérias expressando dsRNA né&o é viavel porque eles se ali-
mentam apenas do conteudo citoplasmatico do sitio de alimentacdo. O pro-
tocolo inicialmente utilizado para administracdo de dsRNA para fitonematoi-
des foi 0 da imersdo de nematoides em solucdo de dsRNA para induzir in-
gestdo e/ou absorcdo. Desde 2006, moléculas de dsRNA tém sido produzi-
das e oferecidas diretamente pela planta hospedeira geneticamente modifi-
cada.

Os nematoides formadores de galhas (NFGs) e nematoides for-
madores de cisto (NCs) séo obrigatoriamente parasitas de raizes de plantas,
tornando a oferta de dsRNA pelo hospedeiro uma estratégia ideal para silen-
ciar genes de nematoides, bem como fornecer evidéncias diretas da funcao
desses genes. Pesquisas énteriores, confirmam a viabilidade e efetividade
do oferecimento de RNAI pelo hospedeiro para controle de nematoides. YA-
DAV et al. (YADAV,B. C.,VELUTHAMBIK.& SUBRAMANIAM.K. Host-
generated double stranded RNA induces RNAI in plant-parasitic nematodes
and protects the host from infection. Molecular and Biochemistry Parasito-
logy, v. 148, n. 2, p. 219-22, Aug 2006) relataram que induziu RNAI utilizan-
do dsRNAs de dois genes que codificam para integrase e fator de proces-
samento de mRNA de M. incégnita, levando a protecdo contra infecgdo por
nematoides em plantas de fumo.

A expressdo de dsRNA do gene de parasitismo 16D10 de NFG
em plantas transgénicas de Arabidopsis, resultou em resisténcia contra qua-
tro das principais espécies desse género (HUANG, G.,ALLEN, R. S.; DA-
VIS,E. L; BAUM,T. J. & HUSSEY.R. S. Engineering broad root-knot resis-
tance in transgenic plants by RNAI silencing of a conserved and essential
root-knot nematode parasitism gene. n. 0027-8424 (Print), 20060927 DCOM-
20061030 2006), enquanto (SINDHU, A.S.; MAIER, T. R.; MITCHUM, M. G
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HUSSEY, R. S.; DAVIS, E. L. & BAUM, T. J. Effective and specific in planta
RNAI in cyst nenlatodes: expression interference of four parasitism genes
reduces parasitic success. Journal of Experimental Botany, v. 60, n. 1, p.
315-24, 2009) obtiveram reducOes de 23% a 64%, em fémeas de H. schach-
ti, em linhagens transgénica de Arabidopsis expressando o dsRNA de qua-
tro genes de parasitismo. RNA de interferéncia parece servigualmente eficaz
contra H. glycines em linhagens de soja transformadas. RYAN et ai.
(RYAN.M. S.; TIM, C. T.; JULIANE.S. E. & HAROLD.N. T. Transgenic soy-
beans expressing siRNAs specific to a major spernl protein gene suppress
Heterodera glycines reproduction. Functional Plant Biology, v. 33, n. 11, p.
991-991, 2006) produziram com sucesso linhagens transgénicas de soja,
usando a estratégia de RNAI especifico de uma proteina principal do esper-
ma de H. glycines. Dados do bioensaio indicaram plantas transgénicas com
reducdo em até 68% de ovos/g de tecido da raiz.

Os efeitos das moléculas de dsRNA expresso pela planta, se
mostraram continuos, aparecendo nas proximas geragfes. KLINK et al
(KLINK, V. P.; KIM, K. H.; MARTINS.V.; MACDONALD.M. H.; BEARD, H. S
ALKHAROUF.N. W.; LEE, S. K,; PARK, S. C.& MATTHEWS, B. F.A correla-
tion between host-mediated expression of parasite genes as tandem inverted
repeats and abrogation of development of female Heterodera glycines cyst
formation during infection of Glycine max. Planta, v. 230, n. 1, p. 53-71, Jun
2009) inibiram efetivamente aformacdo de cistos de H. glycines usando uma
construcdo com repeticbes invertidas de varios genes. Recentemente, LI et
al. (LI, J.;TODD, T.C ; OAKLEV.T. R.; LEE, J.& TRICK, H. N. Host-derived
suppression of nematode reproductive and fithess genes decreases fecun-
dity of Heterodera glycines Ichinohe. Planta, v. 232, n. 3, p. 775-85, Aug
2010a); Ll etal. (LI, J.; TODD, T.C. &TRICK, H. N. Rapid in planta evaluati-
on of root expressed transgenes in chimeric soybean plants. Plant Celi Re-
ports, v. 29, n. 2, p. 113-23, Feb 201 0b) suprimiram com sucesso a reprodu-
¢do de H. glycines em plantas de soja por RNAI para trés diferentes genes
de H. glycines.

Evidéncias moleculares diretas de oferecimento de RNAI pelo
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hospedeiro regulam para baixo a expressdo de genes-alvo de nematoides,
observado por analise de PCR em tempo real (RT-qPCR) de nematoides
que se alimentaram de raizes transgénicas (LI, J.;TODD, T. C ; OAKLEV.T.
R.; LEE, J.& TRICK, H. N. Host-derived suppression of nematode reproducti-
ve and fitness genes decreases fecundity of Heterodera glycines Ichinohe.
Planta, v. 232, n. 3, p. 775-85, Aug 2010a; SINDHU, A. S.; MAIER, T. R;
MITCHUM, M. G.; HUSSEY, R. S.; DAVIS, E.'L & BAUM, T.J. Effective and
specific in planta RNAI in cyst nenlatodes: expression interference of four
parasitism genes reduces parasitic success. Journal of Experimental Botany,
v. 60, n. 1, p. 315-24, 2009). Plantas transgénicas expressando dsRNAs de
genes de nematoides tém demonstrado maior sucesso em NFGs do que em
NCs. Uma provavel razdo pode ser a facilidade de ingestdo de moléculas em
NFGs devido ao seu maior limite de exclusdo por tamanho do que em NCs.

Construcdes de RNA capazes de formar dsRNA para da inibicdo
de genes de nematoides por meio de RNA de interferéncia e consequente
inducdo de resisténcia a tais pragas na planta, bem como construgbes de
DNA capazes de expressar tais constru¢cdes de RNA na planta estdo dispo-
niveis (EP2330203).

WO0201 1060151 ensina vetores compreendendo construcdes
para a inducdo de resisténcia a nematoides, dentre eles Meloidogyne incog-
nita e Heterodera glycines, codificando fitas de RNA dupla-fita que inibem a
expressao de um gene da peste alvo.

WO02006045591 ensina, dentre outros, métodos para a producéo
de plantas transgénicas resistentes a nematoides compreendendo a co-
expressdo na planta de moléculas de RNA dupla-fita tendo como alvo genes
de diferentes espécies, dentre elas Meloidogyne incognita e Heterodera gly-
cines. WO2006045591 ensina ainda que a transferéncia de dsRNA para a
peste pode ser melhorada através do uso de promotores tecido-especificos
para as partes mais acessiveis a peste, como, dentre outros, promotores
especificos de raiz ou promotores induzidos por nematoides.

O silenciamento do gene do fator de splicing Prp-17 de Hetero-

dera glycines através da expressdo de siRNAs em soja transgénica foi eficaz
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na indugéo de resisténcia a peste (Li, J.; Todd, T. C ; Oaklev,T. R.; Lee, J.&
Trick, H. N. Host-derived suppression of nematode reproductive énd fitness
genes decreases fecundity of Heterodera glycines Ichinohe. Planta, v. 232,
n.3,p.775-85, Aug 2010).

A expressdo de dsRNA do fator de splicing (FS) de M. incognita
obteve uma reducdo de 90% de nematoides (M. incognita) 'estabelecidos nas
rai’zes (Yadav, B.C.; Veluthambi, K. & Subramaniam, K. Host-generated
double stranded RNA induces RNAi in plant-parasitic nematodes and pro-
tects the host from infection. Molecular and Bioehemistry Parasitolology, V.
148,n. 2, p. 219-22, Aug 2006).

A expressdo de dsRNA de um gene relacionado ao FS de H.
glycines reduziu o nimero de fémeas colonizando as raizes a menos de
20%. (Klink, V. P. & Matthews, B. F. Emerging Approaches to Broaden Re-
sistance of Soybean to Soybean Cyst Nematode as Supported by Gene Ex-
pression Studies. Plant Physiol. 2009 November; 151(3): 1017-1022).

PI0701 172-5 descreve um promotor constitutivo de soja, 0 pro-
motor do gene da pfoteina de conjugacdo a ubiquitina de soja (UceS 8.3).

O promotor UceS8.3 é induzido pela invasdo de raizes por M.
incégnita (Miranda, V. J. Caracterizacdo da expressdo do gene codificador
da enzima de conjugagcdo a ubiquitina (E2) em soja inoculada com Meloi-
dogyne incégnita e infestada com Anticarsia gemmatalis. 201 1. Magister
Science. Biologia Celular, Universidade de Brasilia).

No entanto, hd no campo da promocdo de resisténcia contra
nematoides via RNA de interferéncia a necessidade de constru¢des capazes
de expressar moléculas de dsRNA que silenciem genes de nematoides ape-
nas em tecidos alvo de infestacdo por nematoides.

As construgbes para expressdo de RNA de interferéncia ja co-
nhecidas, utilizam promotores constitutivos, geralmente isolados de virus,
como o CaMV 35S para uma expressao constitutiva do dsRNA.

Ha, portanto, a necessidade de construgcbes eficientes no silen-
ciamento de genes de nematoides para a indugdo de resisténcia a nematoi-

des em culturas capazes de expressar as moléculas de dsRNA sob controle



10

15

20

25

30

WO 2014/197951 PCT/BR2013/000203

11

de um promotor especifico de planta.

A presente invencdo tem como diferencial ser um vetor de ex-
pressdo de dsRNA especifico para genes-alvo de mais de uma espécie de
nematoide e por ser regulada por um promotor de soja induzido pvor nema-
toides. A construcdo contendo o gene-alvo estd sob controle de um promotor
de soja, isolado, caracterizado e patenteado pelo nosso grupo, e que possui
forte expressdo na raiz da planta (Grossi-de-Sa et al.,2010), especialmente
quando essas estdo parasitadas por M. incOgnita (Miranda et al., 2013), es-
pecificamente nos sitio de alimentacao.

Inicialmente o promotor UceS8.3 foi isolado de plantas de soja
por TAIL-PCR com oligonucleotideos desenhados para o gene do fator 2 de
conjugagcdo a ubiquitina (GmE2). Posteriormente esse promotor foi utilizado
em transformacdo genética de planta modelo Arabidopsis thaliana para sua
caracterizagdo funcional devido a expressdo do gene reporter GUS, de-
monstrando expressdo em todos os tecidos de planta, especialmente em
raizes (Grossi-de-Sa et al.,2010). PCR em tempo real de raizes de soja ino-
culadas com M. incégnita em 7, 14, 21 e 28 DAl demonstram aumento de
expressdo transcricional de 2-6 vezes do gene GrhEZ, regulado pelo promo-
tor UceS8.3 (Miranda et al., 2013). Hibridizagdo in situ demonstrou -a locali-
zacdo da expressdo relacionada a UceS8.3 em células gigantes e adjacen-
tes ao sitio de alimentacdo nas galhas.

Sumério da Invencédo

A presente invencdo compreende cassetes de expressdo em
plantas capazes se silenciar genes de mdltiplas espécies de nematoides que
se alimentam das referidas plantas conferindo resisténcia as referidas espé-
cies de nematoides. Mais especificamente, 0s cassetes de expressdo da
presente invencdo sdo capazes de expressar as moléculas de dsRNA em
tecidos alvo de infestacdo por nematoides.

A presente invencdo fornece ainda vetores compreendendo o re-
ferido cassete de expressdo, métodos para producdo de uma planta resis-
tente a mdultiplas espécies de nematoides bem como para o controle de ne-

matoides em uma plantagdo, plantas resistentes a mdltiplas espécies de
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nematoides, suas sementes e produtos produzidos a partir de material extra-
ido das referidas plantas.

Descricdo das Figuras

Figura 1: Esquema representativo da constru¢cdo génica utilizada
para transformacdo de soja visando resisténcia a Meloidogyne incognita e
Heterodera glycines. A seta preta indica a posicdo do promotor do fator de
conjugacdo a ubiquitina de soja UceS8.3, isolado e caracterizado no LIMPP
e protegido pela Embrapa por patenteamento. A constru¢do génica inclui
sequencias do gene-alvo fator de splicing de M. incognita e H. glycines so-
mando 440 pb em duas posicdes palindrémicas, ou seja, reverso e comple-
mentar, a fim de permitir a formacdo do RNA dupla fita. Tal regido palindr6-
mica esta separada pela regido intrénica oriunda do vetor de RNAI, pKanni-
bal, originalmente isolado de Arabidopsis thaliana. tNOS é o terminador ‘de
transcricdo utilizado. As setas vermelhas e verdes indicam as posi¢cdes de
anelamento dos oligonucleotideos utilizados para diagnostico de transforma-
cdo de soja (Figura 2A). A sequencia dos oligonucleotideos esta na Tabela
1.

Figura 2: (A) Diagnoéstico de transformacédo de soja por PCR. A
imagem acima foi obtida por eletroforese em gel de agarose corado com
brometo de etideo do produto de PCR com os oligonucleotidos GmFSMiHg-
F e GmFSMiHg-R (descritos na Tabela 1 e Figura 1). O DNA de folhas foi
isolado e depois utilizado na PCR. A numeracao corresponde aos individuos
de terceira geragdo (T3), obtidos da multiplicacdo sucessiva do evento de
transformagdo 41 TO. CN: controle negativo sem DNA molde.‘ CP: controle
positivo, DNA molde do vetor UceS8.3::GmFSMiHg. (B) Aclimatacdo de
plantas de soja geneticamente modificada. Apés a transformacdo por bioba-
listica as pléhtulas foram mantidas em magentas por 15 dias sob selegéo
com o herbicida imidazolinona. ApOs crescimento, as plantas foram transfe-
ridas para copos com substrato organico e argila e foram mantidas cobertas
com saco plastico para manter a humidade por uma semana. Posteriormen-
te, as plantas foram transferidas para sacos plasticos de 20 L‘ com 0 mesmo

substrato e mantidas até completarem o ciclo de vida. Sementes T 1 oriundas
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de TO, foram multiplicadas em casa de vegetacdo até a T2.

Figura 3: Bioensaio nematolégico. As plantas T3 foram desafia-
das com M. incOgnita para determinacdo de inducdo de resisténcia a nema-
toides. (A) gréfico do resultado do desafio de eventos de soja GM (4A, 4B,
4C, 4E, 4G e 41) e de planta controle nado transformada (BR-16). A reta supe-
rior denota o nimero de plantas individualmente testadas no experimento de
resisténcia (n) e o percentual de reducdo de ovos obtidos (%). A reta acima
das barras denota erro padrdo do experimento. A letra acima da barra de-
monstra diferenca estatisticamente significante; (B) grafico com detalhamen-
to do bioensaio, sem a barra com contagem da planta controle e com escala
apropriada. A analise estatistica nesse caso ndo levou em conta a planta
controle.

Descricao Detalhada da Invencao

Uma concretizacdo da presente invencdo é um cassete de ex-
pressdo compreendendo:

(i) um promotor funcional em planta, induzido por nematoides;

(i) um fragmento sense substancialmente similar & SEQ ID NO: 2;

(iii) um fragmento sense substancialmente similar a SEQ ID NO: 3;

(i) uma sequéncia separadora;

(iv) um fragmento anti-sense substancialmente similar a SEQ ID
NO: 5;

(v) um fragmento anti-sense substancialmente similar a SEQ ID
NO: 6;

(vi) um terminador funcional em planta.

O referido cassete € capaz de expressar dsRNA em plantas
compreendendo fragmentos de genes de nematoides que silenciam genes
conservados dos referidos nematoides através do mecanismo conhecido
como RNA de interferéncia (RNAI).

Em uma concretizagdo preferida da presente invengdo, as se-
guéncias sense e anti-sense estdo separas por uma sequéncia separadora.
Opcionalmente, da regido separadora é um intron. Um "intron" € uma se-

guéncia de nucleotideo que é transcrita e est4 presente no pré mRNA, mas
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€ removida através de clivagem e a re-ligacdo do mRNA dentro da célula
gerando um mRNA maduro que pode ser traduzido em uma proteina. Exem-
plos de introns incluem, mas ndo sao limitados a, intron pdk, intron catalase
da mamona, intron Delta 12 desnaturase de algodao, Delta 12 desnaturase
de Arabidopsis, intron ubiquitina de milho, intron de SV40, introns do gene
da malato sintase. Preferencialmente a seqCiéncia separadora da presente
invencdo é um intron PDK. ’

"Promotor” refere-se a sequéncia de DNA em um gene, usual-
mente localizada a montante da sequéncia codificadora, a qual controla a
expressdo da sequéncia codificadora promovendo o reconhecimento pela
RNA polimerase e outros fatores requeridos para a propria transcricdo. Em
uma constru¢cdo de DNA artificial, promotores podem também ser utilizados
para transcrever dsRNA. Promotores podem também conter sequéncias de
DNA que estdo envolvidas na ligacdo de fatores de proteinas as quais con-
trolam o efeito do inicio da transcricdo em resposta a condi¢des fisiologicas
ou de desenvolvimento.

Em um dos aspectos da invengdo, o promotor é um promotor
constitutivo. Em outro aspecto da invencdo, a atividade do promotor € esti-
mulada por fatores externos ou internos tais como, mas nao limitado a, hor-
moénios, compostos quimicos, impulsos mecanicos, e condigbes de estresse
biético ou abibtico. A atividade do promotor também pode ser regulada de
maneira temporal e espacial (como por exemplo, promotores tecido-
especificos e promotores regulados durante o desenvolvimento).

O promotor pode conter elementos "enhancers". Um-"enhancer"
€ uma sequéncia de DNA que pode estimular a atividade do promotor. Ela
pode ser um elemento inato do promotor ou um elemento heterélogo inseri-
do para aumentar o nivel e/ou a tecido-especificidade de um promotor.
"Promotores constitutivos" referem-se aqueles que dirigem a expressao gé-
nica em todos os tecidos e durante todo tempo. Promotores "tecido-
especificos" ou "desenvolvimento-especificos” sdo aqueles que dirigem a
expressdo génica quase que exclusivamente em tecidos especificos, tais

como folhas, raizes, caules, flores, frutos ou sementes, ou em estagios do
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desenvolvimento especificos em um tecido, como no inicio ou final da em-
briogénese. O termo "expressao" refere-se a transcricdo e acumulacdo esta-
vel do dsRNA derivado dos fragmentos de &cidos nucléicos da invencéo
gue, em conjunto com a aparelhagem de producdo de proteina da célula,
resulta em niveis alterados de mio-inositol 1-fosfato sintase. "Inibicdo por
interferéncia" refere-se a producdo de transcritos de dsRNA capazes de pre-
venir a expressdo da proteina alvo.

Em uma concretizacdo preferida da presente invencdo, o referi-
do promotor é especifico de tecidos colonizados por nematoides ou induzido
por infestacdo por nematoides. Preferencialmente o promotor tem a sequén-
cia identificada como SEQ ID NO: 1.

Ainda de acordo com uma concretizacdo preferida da presente
invencdo, as sequéncias sense e anti-sense de (i) e (iv) pertencem a um
gene que codifica um fator de splicing (FS) do nematoide.

Em uma concretizacdo preferida da presente invengcdo as se-
guéncias dos componentes (ii) e (iv) pertencem as espécies de nematoides
Heterodera glycines e Meloidogyne incégnita, respectivamente, e mais prefe-
rivelmente - 0 cassete de expressao contem a seguinte composi¢cao:

(@) uma sequéncia promotora tendo uma sequéncia substanci-
almente similar & SEQ ID NO: 1

(b) a primeira sequéncia sense tendo uma sequéncia substanci-
almente similar & SEQ ID NO: 2;

(b) a segunda sequéncia sense promotora tendo uma sequéncia
substancialmente similar a SEQ ID NO: 3;

(c) a sequéncia separadora promotora tendo uma sequéncia
substancialmente similar a SEQ ID NO: 4;

(d) a primeira sequéncia anti-sense promotora tendo uma se-
guéncia substancialmente similar a SEQ ID NO: 5;

(e) a segunda sequéncia anti-sense promotora tendo uma se-
guéncia substancialmente similar a SEQ ID NO: 6;

() a sequéncia terminadora promotora tendo uma sequéncia

substancialmente similar a SEQ ID NO: 7.
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Em uma concretizagdo preferida da presente invencdo, a se-
guéncia do cassete de expressdo € substancialmente similar a SEQ ID NO:
8.

O termo "substancialmente similar® ou "similaridade substancial
refere-se a fragmentos de &cidos nucléicos nos quais mudangas em uma ou
mais bases de nucleotideos nédo afetam a habilidade do fragmento de acido
nucléico mediar a alteragdo da expressdo génica pelo silenciamento génico
através, por exemplo, da tecnologia antisense, co-supressdo ou RNA de in-
terferéncia (RNAI). Fragmentos de acido nucléico substancialmente ‘similares
da presente invengdo podem ser caracterizados também pela porcentagem
de similaridade de suas sequéncias de nucleotideos com as sequéncias de
nucleotideo dos fragmentos de &acidos nucléicos descritas aqui (SEQ ID NO
1-8), como determinada por algoritmos comuns empregados no estado da
técnica. Os fragmentos de acidos nucléicos preferidos s&o aqueles cujas
sequéncias de nucleotideos tém pelo menos cerca de 40 ou 45% de identi-
dade de sequéncia, preferencialmente cerca de 50% ou 55% de identidade
de seqQéncia, mais preferencialmente cerca de 60% ou 65% de identidade
de sequéncia, mais preferencialmente cerca de 70% ou 75% de identidade
de sequéncia, mais preferencialmente cerca de 80% ou 85% de identidade
de sequéncia, mais preferencialmente ainda com cerca de 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% de identidade de sequéncia quan-
do comparada com a sequéncia de referéncia. O alinhamento de sequéncia
e o céalculo de porcentagem de similaridade da presente invengdo foram rea-
lizados utilizando-se o Programa DNAMAN for windows (Lynnon Corporati-
on, 2001), utilizando sequéncias depositadas no GenBank, através da inte-
gracdo do Web browser.

Uma das formas de se formar o dsRNA é estando presente na
molécula de DNA a sequéncia de nucleotideos do gene alvo na orientacao
sense, e uma sequéncia de nucleotideos na orientagdo antisense, podendo
haver ou ndo uma regido espacadora entre as sequéncias de nucleotideos
sense e antisense. As sequéncias de nucleotideos mehcionadas podem ser

constituidas de cerca de 19nt a 2000nt ou ainda cerca de 5000 nucleotideos
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ou mais, cada um tendo uma similaridade substancial de sequéncia total
com cerca de 40% a 100%. Quanto mais longa for a sequéncia, menos es-
tringéncia é requerida para similaridade substancial total da sequéncia. Os
fragmentos contendo pelo menos cerca de 19 nucleotideos devem ter prefe-
rencialmente cerca de 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% ou
99% de identidade de sequéncia quando comparada com a sequéncia de
referéncia, com possibilidade de ter cerca de 2 nucleotideos distintos né&o
contiguos. Preferencialmente s&o utilizados fragmentos acima de 60pb, mais
preferencialmente ainda fragmentos entre 100 a 500pb.

Em um dos aspectos da invencdo, a molécula de dsRNA pode
compreender uma ou mais regidbes tendo uma similaridade substancial de
sequéncia para as regibes com pelo menos cerca de 19 nucleotideos conse-
cutivos dos nucleotideos sense do gene alvo, definida como primeira regido
e, uma ou mais regides tendo uma similaridade substancial de sequéncia
para as regibes com cerca de 19 nucleotideos consecutivos do complemento
dos nucleotideos sense do gene alvo, definida como segunda regido, onde
essas regides podem ter pares de bases separando-as uma da outra.

A invengdo compreende ainda vetores compreendendo 0S cas-
setes da presente invencdo assim como métodos para producdo de uma
planta resistente a multiplas espécies de nematoides, compreendendo inserir
em uma ceélula vegetal um cassete da presente invengdo e regenerar uma
planta a partir da referida célula vegetal.

A invencao Compreehde ainda plantas resistentes a multiplas
espécies de nematoides possuindo um cassete da presente invengdo inte-
grado ao seu genoma. '

"Plantas" referem-se a organismos fotossintéticos, ambos euca-
riotos e procariotos, onde o termo "plantas desenvolvidas" refere-se a plan-
tas eucariotas. Os acidos nucleicos da invencdo podem ser utilizados para
conferir tratos desejados em essencialmente qualquer planta. Entdo, a in-
vengdo possui uso sobre varias espeécies de plantas, incluindo espécies dos
géneros Anacardium, Anona, Arachis, Artocarpus, Asparagus, Atropa, Ave-

na, Brassica, Carica, Citrus, Citrullus, Capsicum, Carthamus, Cocos, Coffea,
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Cucumis, Cucurbita, Daucus, Elaeis, Fragaria, Glycine, Gossypium, Helian-
thus, Heterocallis, Hordeum, Hyoseyamus, Lactuca, Linum, Lolium, Lupinus,
Lycopersicon, Malus, Manihot, Majorana, Medicago, Nicotiana, Olea, Oryza,
Panieum, Pannesetum, Passiflora, Persea, Phaseolus, Pistachia, Pisum,
Pyrus, Prunus, Psidium, Raphanus, Ricinus, Secale, Senecio, Sinapis, Sola-
num, Sorghum, Theobromus, Trigonella, Triticum, Vicia, Vitis, Vigna, e Zea.
Preferivelmente a planta da presente invencdo € uma planta de soja.

A invencdo compreende ainda sementes de uma planta possu-
indo um cassete da presente invencdo integrado ao seu genoma bem como
produtos produzidos a partir de material extraido de uma planta possuindo
um cassete da presente invengdo integrado ao seu genoma, tais como pro-
dutos alimenticios e/ou racdo animal.

A invencdo compreende também meétodos para o controle de
nematoides em uma plantagdo, compreendendo cultivar uma planta possu-

indo um cassete da presente invencgdo integrado ao seu genoma.

EXEMPLOS

A presente invengdo € ainda definida nos seguintes Exemplos.
Deve ser entendido que esses Exemplos, enquanto indicam parte da inven-
¢éo, sao colocados como forma de ilustragdo somente, nado tendo, portanto,
qualquer cunho limitante do escopo das presentes invengoes.

Técnicas usuais de biologia molecular tais como transformacao
de bactérias e eletroforese em gel de agarose de acidos nucleicos séo refe-
ridos através de termos comuns para descrevé-los. Detalhes da pratica des-
sas técnicas, bem conhecidos no estado da técnica, sao descritos em Sam-
brook, et al. (Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 2nd ed. (1989), Cold
Spring Harbor Laboratory Press). Varias solugbes utilizadas nas manipula-
¢bes experimentais s&o referidas por seus nomes comuns tais como "solu-
céo de lise", "SSC", "SDS", etc. As composi¢cdes dessas solugbes podem ser
encontradas na referéncia Sambrook, et al. (supracitada).

Exemplo 1 - Selecdo dos genes

Novos genes-alvo para RNAIi sdo selecionados com base nos

seguintes critérios: (a) seus ortdlogos em C. elegans devem ser genes es-
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senciais e/ou possuir fenoétipos letais quando silenciados ou nocauteados;
(b) suas sequéncias devem apresentar alta identidade apenas com espécies
de nematoides; (c) suas sequéncias devem estar disponiveis no banco de

dados (GenBank, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore ) e (d) Para assegurar

gue os propostos dsRNAs ndo sejam um risco a organismos nao-alvo, as
sequéncias dos fragmentos dos genes em questdo utilizados para a sintese
de dsRNA sdo comparadas com outras sequéncias disponiveis no GenBank,
utilizando a ferramenta BLAST"n(versdo 2.2.15) (ALTSCHUL, S. F.; GISH.W.;
MILLER.W.; MYERS.E. W. & LIPMAN, D. J. Basic local alignment search tool.
Journal of Molecular Bioiogy, v. 215, n. 3, p.403-10, Oct 5 1990).

Baseédo nas revisbes de Iiteratu.ra, bem como sequéncias dis-
ponl'veis. nd banco de dados (GenBank,) foi selecionado um gene de proces-
samento de mRNA (FS) em M. incégnita (AW828516) e um gene também
envolvido no processamento de mRNA (FS) em H. glycines (AF1 13915).

Exemplo 2 - Selecdo das sequéncias complementares aos mRNAs dos ge-

nes de processamento de mMRNA em M. incégnita e H. glycines

Uma vez selecionados o0s genes-alvo, suas sequéncias foram
submetidas ao Block™ RNAI Designer (http: rnaidesigner.invitrogen.com/ rnai-
express/), para a escolha da regido de cada gene com maior probabilidade de
producdo de siRNAs eficientes. Foram escolhidas regides contendo entre
120 e 250 pares de base.

As regides génicas selecionadas no Block™ RNAi Designer fo-
ram submetidas ao banco de dados GenBank™ pelos programas BLASTn
(nucleotide blast) e BLASTp (protein blast, no endereco eletronico do NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/  biast/Blast.cgi).afinl de identificar possiveis e-
feitos de RNAi em plantas, hunlallOs e outros organismos né&o-alvo.

Exemplo 3 - Oligonucleotideos para analise de expressdo e de silenciamento

génico

Para avaliar a eficiéncia do silenciamento génico apo0s ensaios
de infestacdo em linhagens de soja GM, foram desenhados pares de oligo-
nucleotideos (primers) para cada gene.

O desenho dos oligonucleotideos foi realizado pelo programa
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primer3 v.0.4.0 (http://frodo.wi.mitt.edu/), que sugere os melhores pares den-
tro da sequéncia fornecida e para o tamanho do produto desejado. O pro-
grama também fornece parametros importantes como Tm (meltihg tempera-
ture), %GC,formacdo de loop e de homodimero.

Os oligos escolhidos estdo descritos na Tabela 1

Tabela 1 — Sequéncias dos oligonucleotideos

Nome Identificacao

InGmFSMiHg-F 5-CACAATGACATGATCTATC-3' (SEQ ID NO: 9)
InGmFSMiHg-R 5-CAAAGCGCAAGATCTATC-3' (SEQ ID NO: 10)
GmFSMiHg-F 5-ACACCCAACGTGATTGAA-3' (SEQ ID NO: 11)
GmFSMiHg-R 5-AAAAATTAATTCATGAGG-3' (SEQ ID NO: 12)

Exemplo 4 - Obtencdo das plantas transgénicas por biobalistica

Os disparos de particulas de tungsténio com DNA adsorvido fo-
ram efetuados na regido mehstematica de embribes provenientes de semen-
tes da cultivar de soja BR-16. Foi utilizada a estratégia de co-transformacao
com os plasmidios UceSB.3::GmFSMiHg (para silenciamento génico de fito-
nematoides) e pAC321 (resisténcia a herbicida), utilizando o protocolo de
biobalistica (RECH, E. L ; VIANNA.G. R.& ARAGAO, F. J. L. High-efficiency
transformation by biolistics of soybean, common bean and cotton transgenic
plants. Nature Protocols, v. 3, n. 3, p.410-418, 2008. _

As sementes foram primeiramente esterilizadas em etanol 70%
por 10 minutos, seguida por imersdo em hipoclorito 50% por vinte minutos, é
entdo lavadas trés vezes com agua destilada autoclavada em camara de
fluxo laminar, permanecendo imersas em agua destilada por um periodo a-
proximadamente de 16 horas.

As sementes foram entdo incisadas para a retirada dos embrides
com o auxilio de pincas e bisturis estéreis, sendo armazenadas em placa de
Petri com agua destilada para evitar a dessecacdo. Em seguida, 0s primor-
dios foliares foram retirados com o auxilio de lupa, para exposicdo da regido
do meristema apical.

Posteriormente, os embrides foram secos sob exposicdo ao am-

biente em papel filtro em camara de fluxo laminar, e posteriormente posicio-
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nados em placas de Petri de 5 cm de didmetro, contendo 11 mL de meio MS
(Murashige & Skoog 1962), 3% de sacarose e 0,8% de phytagel e pH 5,7.
Dispostos na linha de um circulo de 16 mm de didmetro centralizado a placa
(zona de morte), tendo a regido do meristema apical direcionada para cima.

As construgbes de DNA foram precipitadas sobre microparticu-
las de tungsténio como auxilio de CaCl2e espermidina. A introdugcdo das
construcdes génicas de interesse ocorreu pelo uso do acelerador de particu-
las desenvolvido no Brasil.

Apbés a co-transformacdo com o0s genes de interesse, 0s embri-
O0es foram transferido para placas contendo meio MS suplementado com
benzilaminopurina (BAP - 5 mg/ml), 3% de sacarose, 0,6% de agar e pH 5,7,
onde permaneceram aproximadamente 18 horas ao abrigo da luz a 28° C
para inducdo ao multibrotamento. Os embrifes foram entdo transferidos para
magentas contendo meio seletivo com, MS,3% de sacarose, 0,15 uM de herbi-
cida Imazapyr, 0,8% de &gar e, vitamina B5, pH 5,7, sendo 9 embrides em cada
magenta, os quais foram mantidos em camara de crescimento a temperatura
de 28° C, com 16 horas de fotoperiodo e luminosidade 350 pmols.m-2.s1e
umidade relativa acima de 80% por aproximadamente 45 dias.

Apbés esse periodo foram transferidos dois embrides multibrota-
dos por copo contendo areia:vermiculita (1:1) autoclavadas e umedecidas
com solugdo nutritiva e cobertos com saco plastico para aclimatagdo. Os
embriBes multibrotados foram irrigados com solugdo nutritiva a cada 7 dias e
mantidos por mais 28 dias em camara climatizada, até a transferéncia para a
casa de vegetacao.

Apbés esse periodo de 28 dias, foram transferidos para casa de
vegetagdo em vasos contendo uma mistura de terra e areia esterilizada
(5:3), cobertos com saco plastico durante sete dias para aclimatacdo, sendo
substituido por saco plastico furado por mais cinco dias. Apdés esse periodo
de aclimatacdo os sacos plasticos foram retirados para o desenvolvimento
normal das plantas até o inicio das analises moleculares para a identificacéo
de plantas positivas pela técnica de PCR.

No periodo de 3 meses foram transformados 2946 embrides por
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biobalistica, que foram selecionados por resisténcia ao herbicida Imazapir,
cuja resisténcia é conferida pelo gene Ahas. Os 1495 embrides remanescen-
tes foram aclimatados e transferidos para a casa de vegetacdo. Desses an-
teriores, 673 foram capazes de se regenerarem e se desenvolverem. Des-
ses, 350 plantas foram testadas por PCR resultando em 31 plantas (8,85%
do total analisado) que amplificaram o transgene (Tabela 2). Considerando
todas as etapas realizadas, foi obtido quase 1% de plantas GM PCR-positivo
em relacdo ao numero de embrides transformados.

Os resultados foram confirmados por diferentes amplificagbes
por PCR utilizando pares de primers especificos (Figura 1) para construcao
UceS8.3::GmFSMiHg.

Foram realizadas 3150 amplificacdes, partindo de 1050 amos-
tras de DNA, para caracterizagdo das 350 plantas regeneradas (Tabela 2).

Tabela 2 — Resultados obtidos pelo processo de transformacao

Transformagio Co-transformacio t;aﬁgginp:go hsnf::edl:s paracasgde  testadas prgismmdas
'para_ . vegetacad por PCR confirma
:vermiculita por PCR
24/05/2010 Ahas/FSMiHg 260 103 48 34 2
05/06/2010 Abas/FSMiHg 260 130 35 23 p)
14/06/2010 Ahas/FSMiHg 180 BO 41 34 3
21/06/2010 Abas/FSMiHg 120 39 51 7 2
28/06/2010 Ahas/FSMIHg igo 133 34 19 2
30/06/2010 Ahas/FSMilg 180 119 49 27 2
05/07/2010 Abas/FSMiHg 180 44 21 i3 1
67/07/2010 Ahas/FSMi{Hg 180 114 69 36 4
12/07/2010 Ahas/FSMiHg 180: 69 &0 17 2
14/07/2010 Ahas/FSMiHg 280 128 53 20 1
19/07/2010 Ahas/PSMilg 278 271 26 65 &
21/067/2010 Ahas/FSMiHg 161 151 33 16 1
2670772010 Ahas/FSMiHg 235 40 50 28 2
04/08/2016 __Ahag/FSMiHg 272 74 ] 27 i1 1
Total - 2946 1495 673 350 31
Taxa '
sobrevivéncia - - 51% 23% 12% 1%

‘rortenuagens >av scaipre em realagio ao nimern ipidal de embrides bombardeados

Exemplo 5 - Andlises de PCR

A sele¢do das plantas transformadas foi feita por analises de

PCR.Usando o kit Extract-N-Amp™ Tissue PCR Kit (Sigma-Aldrich, Saint
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Louis, MO, EUA),o DNA de folhas foi purificado e a PCR amplificou fragmen-
tos dos transgenes no genoma de cada evento gerado. Cada planta teve seu
DNA extraido independentemente trés vezes, cada qual partindo de diferen-
tes trifdlios, sendo que cada amostra de DNA serviu de molde para trés P-
CRs também independentes. Foram consideradas como plantas PCR-
positivas aquelas que amplificaram o transgene ao menos uma vez para ca-
da extragcdo de DNA, ou seja, para cada trifélio. A confirmagcdo da insercao
da construgdo UceS8.3::GnlFSMiHg foi feita separadamente com dois pares
de primers que amplificam diferentes regides dentro da construcdo. Os pri-
mers INGMFSMiHg-F e InGmFSMiHg-R (SEQ ID NO 9 e SEQ ID NO 10 -
Figura 1) amplificam um fragmento de 135 pb, no intron. Ja os primers
GmFSMiHg-F e GmFSMiHg-R (SEQ ID NO 11 e SEQ ID NO 12 - Figura 1)
amplificam um fragmento de 440 pb na regido senso. Utilizando 400 nM de
cada primer, as amplificacbes por PCR foram realizadas em termociclador
Mycycler (BioRad), com o programa: desnaturacdo inicial de 1'30" a 94° C,
35 ciclos de desnaturagdo de 30" a 94° C, anelamento de 30" a 55° C e ex-
tensdo de 45" a 72° C,seguido de uma extensdo final de 5'a 72° C. Os pro-
dutos de PCR foram separados por eletroforese em gel de agarose 1,3%,
corados com brometo de etideo e visualizados em transluminador.

Plantas PCR-positivas para os dois amplicons foram transferidas
para vasos de 15L com solo e mantidas em casa de vegetacéo.

Exemplo 6 - Bioensaio dos eventos transformados com a construcdo U-

ceS8.3::GmFSMiHg contra M. incognita

Para averiguar o efeito do silenciamento do gene de processa-
mento do mRNA (FS) nos nematoides foram realizados bioensaios com ino-
culacdo de J2 de M.incégnita nas plantas transformadas com a construcdo a
ser estudada.

Cultura de M.incognita

A cultura de M.incognita, raga 1, foi mantida em plantas de toma-
teiro (Solanum lycopersicum), da variedade suscetivel Santa Cruz e cultivar
Kada Gigante. A coleta de nematoides em seus diferentes estadios de de-

senvolvimento foi realizada a partir de 28 dias apds a inoculacdo (DAI).
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Extracdo de ovos
Os ovos foram extraidos de acordo com HUSSEY & BARKER

1973 (HUSSEY, R. S. & BARKER, A. A. Comparation methods of colleting
inocula of Meloigogyne spp. including a new technique. The Plant Disease
Reporter v. 57, p. 1025-1028, 1973). Brevemente, as raizes foram trituradas
em liquidificador por dois minutos, em hipoclorito de sddio (NaOCI)0,5%. A
contagem dos ovos foi feita em lamina de Peters, utilizando microscopio 6p-
tico de luz (VRAIN, T. C A technique for the collection of larvae of Meloi-
dogyne spp. and a comparison of eggs and larvae as inocula. Journal Nema-
tology, v. 9, p. 249-251, 1977.).

Extracdo de J2 pré-parasiticos

Para a coleta de juvenis em estadio J2, a suspensdo de ovos foi
submetida a técnica do funil de Baernlann, mantidas a temperatura ambien-
te, em um recipiente contendo agua destilada para permitir a eclosdo dos
ovos e subsequentemente coleta dos nematoides. A coleta de J2 eclodidos
foi realizada ao longo de uma semana, a cada dois dias.

Bioensaio

| A fim de avaliar a indugéo de resisténcia a M.incognita nos even-
tos de soja GM foi montado um bioensaio em casa de vegetacdo. Progénies
da segunda geragdo (T3), no estadio de 2-3 trifdlios, foram plantadas em
vasos que continham 300 mL de solo, que foram inoculados com uma popu-
lacdo aproximadamente 1.000 J2 de M.incognita 1. Plantas da cultivar BR-16
(ndo transgénica), que ndo possui resisténcia a M.incognita raga 1, foram
plantadas e inoculadas servindo como controle. .As plantas permaneceram
em casa de vegetagcdo durante 6 semanas, sendo irrigadas quando necessa-
rio. As raizes de soja foram processadas individualmente para a extragao
dos ovos aos 45 dias ap6s inoculagdo (DAI). As raizes foram individualmen-
te lavadas para retirada de solo, secas com papel toalha, pesadas, trituradas
em liquidificador com 0,5% NaClO por 2 minutos, lavadas com jato d'agua e
os ovos foram separados em peneira de 500 Mesh.

Considerando cada planta, o volume final da suspensdo com

ovos obtidos foi corrigido para 30 mL, sendo que trés aliquotas de 1mL fo-
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ram retiradas. Apos contagem de ovos usando microscopio e lamina de Pe-
ters, a cohtagem foi normalizada com a massa da raiz, determinando 0 nu-
mero de ovos g-l de raiz.

Todos os dados obtidos do bioensaio foram avaliados estatisti-
camente por meio do procedimento de modelos lineares generalizados
(GLM) utilizando pacotes estatisticos do Programa R (R:A ianguage and en-
vironment for statistical computing. 2005. Disponivel em: http://www.R-
project.org ).

As sementes dos eventos transformados foram germinadas e as
plantas que se desenvolveram foram transplantadas para vasos em casa de
vegetacdo. Quando atingiram o estadio de 2-3 trifdlios, as plantas foram ge-
notipadas por PCR para a deteccdo do transgene (Figura 2A). As plantas
gue ndo apresentaram o fragmento correspondente foram descartadas, sen-
do que apenas as plantas positivas foram utilizadas nos bioensaios (Figura
2B).

Cada planta foi inoculada com aproximadamente 1000 J2 obti-
dos em sistema de eclosdo. Cada tratamento foi composto de 6 a 10 repeti-
¢cOes. O desafio foi completamente repetido duas vezes em periodos diferen-
tes. Aproximadamente seis semanas apés a inoculacdo, as raizes das plan-
tas foram individualmente extraidas e processadas para determinagdo do o
namero de ovos. g-l de raiz. Todos os valores dos bioensaios foram relativa-
dos em relacdo ao tratamento controle para normalizar os dados entre as
repeticbes biologicas, e possibilitar a andlise estatistica. Esta normalizacao
foi necesséaria porque os dados referentes a infeccdo de fitonematoides vari-
am muito de um experimento para outro, podendo causar erro de interpreta-
¢cao destes dados. Estas variagbes s&o inerentes tanto do experimento com
nematoides, pois ndo se sabe quantos realmente penetram na raiz, como da
técnica de RNAI, pois ndo se sabe o quanto o nematoide vai ingerir de dsR-
NA/siRNA. Para a avaliagdo estatistica de todos os dados, foi utilizada a a-
nalise de modelos lineares generalizados (GLM), e apés a definicdo do me-
lhor modelo de ajuste para cada grupo de dados (por exemplo: ndamero de

ovos, numero de J2 eclodidos, etc.) foi realizada uma analise de variancia
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dos desvios (ANODEV) (Pacote "car", programa R.). Nos casos em que a
ANODEV foi significativa, os tratamentos foram submetidos a andlise de
contrastes (Pacote "contrast”, programa R) para determinar se existem dife-
rengas significativas entre os tratamentos.

Ao avaliar os dados referentes aos eventos de soja com a cons-
trucdo UceS8.3::GmFSMiHg, o numero ovos por grama de raiz se ajustou
melhor ao modelo de distribuicdo normal com funcéo de ligagdo identidade.
Ao comparar-se 0 numero de ovos g-l de raiz entre o tratamento controle e
0s eventos transgénicos expressando dsRNA para FS, foi verificado que es-
te namero foi de 71% a 91% menor nos eventos transgénicos (Figura 3A),
sendo essa diferenca significativa peia analise de contrastes (p<0,05). Os
eventos transgénicos nédo foram estatisticamente diferentes quando compa-
rados entre si, exceto o evento GmFSMiHg- 4IT3 (Figura 6B). Entdo, plantas
transformadas com o cassete de expressdo da presente invengdo apresen-

tam, portanto, elevada resisténcia contra nematoides.
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REIVINDICACOES
1. Um cassete de expressdo compreendendo:
(i) um promotor funcional em planta;

(i) um fragmento sense substancialmente similar a SEQ ID

NO: 2;

(i) um fragmento sense substancialmente similar a SEQ ID
NO: 3;

(iif) uma sequéncia separadora;

(iv) um fragmento anti-sense substancialmente similar a SEQ
ID NO: 5;

(v) um fragmento anti-sense substancialmente similar a SEQ
ID NO: 6;

(vi) um terminador funcional em planta.

2. Cassete de expressdo de acordo com a reivindicagdo 1, ca-
racterizado pelo fato do promotor funcional em plantas ser induzido por ne-
matoides

3. Cassete de expressdo de acordo com qualquer uma das rei-
vindicacbes 1 e 2, caracterizado pelo fato do promotor funcional em plantas
ser substancialmente similar a SEQ ID NO 1.

4. Cassete de exprebsséo de acordo com a reivindicagdo 1, ca-
racterizado pelo fato da sequéncia separadora ser um intron.

5. Cassete de expressdo de acordo com a reivindicacdo 4, ca-
racterizado pelo fato do intron ser selecionado do grupo ‘consistindo de in-
tron pdk, intron catalase da mamona, intron Delta 12 desnaturase de algo-
ddo, Delta 12 desnaturase de Arabidopsis, intron ubiquitina de milho, intron
de SV40, introns do gene da malato sintase.

6. Cassete de expressdo de acordo com a reivindicagdo 5, ca-
racterizado pelo fato do intron ser substancialmente similar a SEQ ID NO 4.

7. Cassete de expressdo de acordo com qualquer uma das rei-
vindicacbes 1 a 6, em que as sequéncias sense e anti-sense de (ii, iii) e (iv,
V) pertencem a um gene que codifica um fator de splicing.

8. Cassete de expressdo de acordo com qualquer uma das rei-
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vindicagbes 1 a 7, em que as sequéncia de (i, iv) e (iii, v) sdo de Heterodera
glycines e Meloidogyne incognita, respectivamente.

9..Cassete de expressao caracterizado por possuir uma sequén-
cia substancialmente similar a SEQ ID NO 8.

10. Vetor, compreendendo o cassete como definido em qualquer
uma das reivindicagbes 1a 9.

11. Método para producdo de uma planta resistente a mdltiplas
espécieS de nematoides, compreendendo inserir em uma célula vegetal um
cassete como definido em qualquer uma das reivindicacbes 1 a 9 e regene-
rar uma planta a partir da referida célula vegetal.

12. Planta resistente a mdltiplas espécies de nematoides, possu-
indo um cassete de expressao como definido em qualquer uma das reivindi-
cagOes 1a 9integrado ao seu genoma.

13. Planta de acordo com a reivindicagdo 12, em que a planta €
uma planta de soja.

14. Semente de uma planta como definida na reivindicagdo 13.

15. Produto, produzido a partir de material extraido de uma plan-
ta como definida na reivindicagdo 12.

16. Método para o controle de nematoides em uma plantacéo,
compreendendo cultivar planta como definida em qualquer uma das reivindi-

cacdes 12 e 13.
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