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RESUMO GERAL

Referéncia: SILVA, P. L. RValidacdo in planta de potenciais genes no controle de
fitonematoides, via tecnologia de RNA interferente2020.131 p. Dissertacdo de mestrado
em Ciéncias Genbmicas e Biotecnoladgidniversidade Catolica de Brasilia, Brasilia, 2020.

Existem cerca de 4 mil espécies de nematoides parasitas de plantas descritas mtmeialmen
dentreestasos nematoides formadores de galhas (NM&)didogynespp.), compdem um dos
géneros economicamente mais importantes. Os métodos atuais de corfitoleed®toids

sdo danososocameio ambiente e possuem alto custo, fazesednecessarj portanto, novos
meios de manejo. Nos Ultimos anos, a tecnologia de RNA interferente (RNAIi) emergiu como
uma ferramentaiotecnoldgica enpotencial para controlggopulacdes détonematoids por

meio do silenciamento de genes essenciais a sobrevivéncia e/ou de genes efetores capazes d
suprimir a resposta de defesa do hospedeiro. Nesse contef@pitnlo 1 desteestudo
objetivou realizar prova de conceito em plantas de alggdaeticamem modificado(GM),
expressandanoléculas dedsRNAs, utilizando uma construcdo génica cofragmentos de
dsRNAs par@s geneparacisteina proteasdAj-cpl), isocitrato liaseNli-icl) e fator desplicing

(Mi-fs), in tandem denominadalsMincl, visando aobtencéo de resisténcia étonematoide
Meloidogyndancognita Osdadosapresentados reforcam o papel fundamental desses genes no
metabolismo, desenvolvimemparasitismoe reproducdo dditonematoide uma vez que a
reducdoda expressdo dos mesmdsvou a umadiminuigdo no sucesso reprodutivo do
fitonematoide(reducéo de galhas'gaiz, massa de ovostgaiz e fator de reproducéo (FR)).
Assim, foram selecionadasrés progéniesna geracaolsz oriundas de trés eventos de
transformacao independentedsiinct10.16.3,dsMinct20.39.3 e dsMinct64.15.1) que
demonstrarargrande potencialo controle destétonematoideEm paralelo, &apitulo 2 teve

como finalidade validar a participagcdo de cinco potenciais genesefetores
(Minc3s012069217Q0Minc3s00292g09561Minc3s00280g09294Minc3s01217921793
Minc3s01635g25253)e M. incognitaem inibir 0 sucesso parasitario e/ou reprodutieste
fitonematoideem plantas dBlicotianatabacunGM, transformadasia Agrobacteium. Diante

da provavel funcéo efetora desses gepesditain silico), foi realizado o perfil cinético de
expressdo dos cinco genes avaliados, revelandoomo importantes nos processos de
penetracdo e migracao (fases iniciais) em raizes de plantas, além da sua provavel participacdo
nos estadios finais do ciclo ddonematoide As plantasde tabaco GMT; contendo as
construcdes de dsRNAs dos cinco genes, assim comlarggas controleWT) estdo sendo
desafiadas contri®l. incognita A caracterizagcdo molecular e o desafio das plantasMom
incognitaestacaindaem andameto, paradeterminaio papeldestes genaso parasitismo e/ou
reproducdo desdegonematoideo que incluirda realizacdo de novdsoensaiosem geracoes
posteriores. As informacdes aqui apresentadas fornecem subsidios para o desenvolvimento de
estratégia de controle détonematoide ambientalmente sustentaveis, confirmandomgssi
importancia da aplicacao do usotdanologia do RNAI para a obtencédo de cultivazds de
importancia econémica.

Palavraschave:ParasitismoProva de conceitdVieloidogyne incognitaGossypium hirsutum
silenciamento génico.



ABSTRACT

There are about 4 thousand specieglaftparasiticnematodes described worldwide. Among
those, rocknot nematodes (RKNMeloidogynespp.) belong to one of the most economically
important genera.The available phytonematodes contramethods are harmdil to the
environmentexpensivebecomingnecessarytherefore, new means of management. In recent
years, interfering RNA (RNAI) technaly has emerged as a potential biotechnological tool for
controlling populations of phytonematodes by silencing genes essential for survival and/or
effector genes capable of suppressing the host's defense responisecontextChapter 1 of

this study aned to carry out proof of conceph genetically modified (GM) cotton plants,
expressing dsRNA molecules, usingassette construetith dsRNA fragments fothe genes

for cysteineprotease Nli-cpl), isocitrate lyaseMi-icl), and splicing factorMli-fs), in tandem
calleddsMinc], with the objective of obtainingesistance to the phytonematoifeloidogyne
incognita The data presented reinforce the fundamental role of these genes in the
metabolismdevelopment/parasitisrand reproduction of the phytonematode, since the
decrease in their expression, led to a reduction in the reproductive success of the phytonematode
(reduction of galls g root, mass of eggs’goot and reproduction factor (RF)). Thus, three

T3 progenies wereselected, originating from three independent transformation events
(dsMinc%10.16.3,dsMinct20.39.3 anddsMinc164.15.1), which demonstrated great
potential in the control of this phytonematodie.parallel, Chapter 2imed tovalidate the
participation of five potential effector genes
(Minc3s012069g217QMinc3s002929g0956Minc3s00280g0929Minc3s0121792179&nd
Minc3s01635g25253of M. incognitato inhibit the parasitic success of this parasite and/or
transformed viaAgrobacterium In view of the probable effector function of these genes
(predictedn silico), the kinetic profile of expression of the five evaluated genes was performed,
revealing them as important in the processes of penetration and migration (initial phases) in
plant roos, in addition to their probable participation in the final stages of the phytonematode
cycle.TheGM tobaccorl 1 plants, containing thesRNA fragment$or thefive genesand plant
control (WT),are being challenged agaimét incognita The molecular chacterizationof
tobacco GMand phytonematode challengee still in progress to determine the role of these
genes in parasitism and/or reproduction of giigtonematodethus, conductingew bioassays

in later generations are still necessary. The information presented here provides subsidies for
thedevelopingof newstrategies to contraéhese environmentally sustainable phytonematodes,
thus confirming the importance applying RNAIi tetinologyto obtain GM cultivars of
economic importance.

Keywords: parasitism. proof of concepileloidogyne incognitaGossypium hirsutungene
silencing.
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Figura 17 Ciclo de vida do nematoidg#asgalhasMeloidogynesp. J1 = juvenil do primeiro
estadio, J2 = juvenil do segundo estadio, J3 = juvenil do terceiro estadio e J4 = juvenil do quarto
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Figura 21 llustracdo esquematica do mecanismo de interferéncia por RNA a partir de dsRNAs
emfitonematoids. A molécula de RNA de fita dupla (dsRNA) salmuma proteina DICER,

de um modo dependente de ATP que exibem 2 nucleotideos (nt) salientes nas suas extremidades
36, que a divide em peqguenos RNAs interfere
parte do Complexo de Silenciamento InduzidoRNA (RISC). O RISC separa os siRNAs em

duas fitas: uma das fitas € degradado enquanto a outra serve como uma sonda de busca, que
liga 0 RISC a alvos complementares de RNA. Apés esse reconhecimento, ocorre a formacao
do complexo siRNA/mMRNA, a enzima argoteiRNaseH (Slicer) identifica e cliva (degrada)

esse RNA de cadeia simples carregado (ssRNA), causando o silenciamenta.génica23

Figura 37 Mecanismo de RNAiI mediado por plantas em nematoides parasitas de plantas.
Moléculas de dsRNAs sédo produzidas no citoplasma de células vegetais commiRhiA
produzido por plantas transgénicas (com uma sequéntiarientacdo senso e aséinso,
separadas por uma regido nao codificante). Os dsRNAs podem ser ingeridos pelos
fitonematoids, por meio dos tubos de alimentacéo. Alternativamente, as moléculas de dsRNAs
sdo processadas pela maquinaria de RNAI da plansaseRNAs sdo ingeridgsela espécie
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Figura 1.2 Cassete de @xessaasMincl Representacdo esquematica do cassete de expressao
dsMincl (10.781 pb) contendo fragmentos de dsRNAs,tandemsenso e ansenso
provenientes de trés diferentes genesldmcognita(Mi-cpl, Mi-icl e Mi-fs) sob o controle do
promotoruceS8.3 seguido pelo terminaddos (T-nog. Bordas esquerda e direita do vetor
bindrio (LB e RB- left e right bordery respectivamente. Os marcadores de herbicidas
incluiram o gene da acelodroxiacido sintase ahag, contolado por seu promotor e
terminador éhast), e o gene de resisténcia ao glufosinato de améai, controlado pelo
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Figura 1.3/ Pipelineexperimental utilizado para identificar e caracterizar eventos de algodao
GM expressando as moléculas de dsRNAs da constdsddiocl Apdés bombardear embrides

de algodao (cultivar BRS 372) com cassetes linearizados da constsidific], as plantas de
algodao transformadas foram selecionadas por resisténcia ao Imazapir, conferida pelo gene
ahas Uma vez aclimatados em casa de vegetacédo, as planfasa caracterizadas pela
expressdo do gersar, imunodetectacdo pelo Kit LibertyLifike também selecionad pela
amplificacéo do genbar por PCR (377 pb). Dessa forma, foram selecionados sete eventos de
transformacao de algodae. Rleatoriamente, foram selecionados 3 eventos para 0 avancgo de
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geracdo. Foram semeadas dez sementes de algoegdams Tquais foram caracterizadas
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cinza escuro) e resistentes (nota 3, preto) de acordo com o indice de galhas. As prggénies T
oriundas de trés eventos de transformacao, foram avaliadas quanto ao indice de galhas em
relacdo aos controles de suscetibilidade (WBRS 372) e de resisténcia @8I5). (c)
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64.15), controle de suscetibilidade BRS 372 (WT) e de resisténesd pyisdo mostrados aos

120 DAI. Barras indicam os erros padrdo dos dados médios ) ® 8s asteriscos indicam
diferenca significativa pelo teste t de Studgmi(0,05), em comparagcdo com plantas de
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Figural.6i Amplificacdo de regides génicas no cassete de exprdssdnclem algodéao 3.

Gel de agarose 1% contendo amplificacdo do fragmento do gene de beled@®77 pb (a)

e do promotouceS8.3le 257 pb (b). (WT): planta ndo transformada utilizada comtrale
negativo; {): agua usada como controle negativo da reacdo de PCR; (+): controle fiositivo
cassete de express@isMinct M: marcador em pares de bases (pbad@er 1kb plus
(INVIETOGEIT)). .ttt ettt ettt ememe e e et e s aeeae et e et e et emnnsssteeresreensennes 610
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azul de toluidina. Controle WT (BRS 372); canié¢ de resisténcia (M15). (*) células gigantes

e locais de alimentacéo; (filonematoide As setas vermelhas indicam elementos do xilema.

As setas pretas indicam células gigantes malformadas apresentando parede celular como
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Figura 197 Caracterizacdo média dos niveis relativos de acumulo de transcritos-p&aRT
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1 INTRODUCAO GERAL

1.1 NEMATOIDES PARASITAS DEPLANTAS E MEDIDAS DE CONTROLE

Mundialmente, existem cerca de 4 mil espécies de nematoides parasitas de plantas
(NPP) descritas (DECRAEMER; HUNT, 2013) H& dois grupos principais desses
fitonematoids: parasitas sedentarios e migratorios. As formas sedentarias incluem muitos dos
géneros economicamenteais importantes, tais como awematoides formadores de galhas
(NFG) (Meloidogynespp.) e os nematoidermadoresde cisto (NFC) (Heteroderaspp. e
Globodera spp), que sdo endoparasitas, além de outros géneros-eseimparasitas
(Rotylenchulusspp, Nacobbusspp. e Tylenchulusspp). Ja& osendgarasitas migratorios
(Radopholus spp. e Pratylenchus spp.) permanecem modveis durante todo o seu
desenvolvimento e se alimentam de muitas células de plantas, normalmente sem modificacdo
celular prévidBAKHETIA et al, 2005a; DAVIS; HUSSEY; BAUM, 2009; PERRY; MOENS
2011)

Existem descritas na literatucaatro racas d&leloidogyneincognitg que possuem
diferentes hospedeirosendo as racas 3 e 4 as mais patogénicas ao alga@eiaR, 1998)

No Brasil, a raca 3 € a mais comymSMUS et al, 2015) O ciclo devida dos NFG
basicamente apresenta estadios iniciados por ovo, quatro estadios juvenis (J1, J2, J3 e J4,
caracterizado pelas ecdises) e a fase adulta (fémea) (Flgur@aracteristicas como
temperatura, umidade e plantas hospedeiras influenciam dire¢éamaritlo bioldgico desses
organismos. Geralmente, esses individuos atingem a ultima fase entre trés e quatro semanas
(FERRAZ; MONTEIRO, 1995)



19

Figurali Ciclo de vida do nematoid#gasgalhasMeloidogynesp. J1 = juvenil do primeiro estadio, J2 = juvenil
do segundo estadio, J3 = juvenil do terceiro estadio e J4 = juvenil do quarto estadio.

J2 (Estadio
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[\ || J1dentrodo
PRIMEIRA i ovo
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das-galhas Fémea
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[ 6f_‘ ¥ ¥ Massa de
ovos

Ha alguns anos atrdsaviapouca informacéao disponivel sobre respodtadefesgor
parte das plantas coordenadas por horm@mwslvidos nasela¢des parasiticas complexas de
longo prazo, como interacdesm fitonematoids de raize§MARTINEZ-MEDINA et al,
2017) No entanto, muito térse estudado acerca desse tema nos ultimos(BA@s et al.,
2018; GHEYSEN; MITCHUM, 2019; PIYA; BINDER; HEWEZI, 2019; SATO; KADOTA;
SHIRASU, 2019) Sabese que s NFG podem manipular as defesas de plantas e reprogramar
as célulasEssas modificacOegeran sitios de alimentagdo em areas das raizes ddaplzue
irdo fornecer os nutrientes necessarios para seu desenvolvimento e rep(GHEISEN;
MITCHUM, 2011) O modo de acdo ddNFG se inicia no momento da infeccdo da raiz
hospedeiraNesse processocorre a modificagdo de uma ou mais células vegetais, o que causa
a sua desdiferenciacdoem um local de alimentagdo especializado que suporta o
desenvolvimento de uma fémea sedentéria, alimentada e reprodutivamente competente. Os
NFG de raiz formam células gigantgesr meio da inducdo de mitoses sucessivas de células
vegetais sem citocinessimultaneaDAVIS et al, 2000, 2008; GRUNDLER; SCHNIBBE;
WYSS, 1991; WILLIAMSON; GLEASON, 2003)

A maioria doditonematoide possuenum estilete ocgpor meiodo qualsao injetadas
secrecdes das glandulas esofagianas na célula da @antasso, ha a formacé@ie umtubo

de alimentacégyue ira assegurar forte vinculo fitonematoidea essa célula especifica, por
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onde se d& a ingestdo dos nutrientisponibilizados pela célula veget@ITKOWSKI;

ABAWI, 2003). A infeccdo das raizes ocorre pelos juvenis de segundo eptégtiarasitas

(ppJ2), os quais utilizam sinais quimicos da planta, liberpetssraizes, para localizar e
infectar os hospedeird8VANG; MASLER; ROGERS, 2018pu seja, a quimiotaxia eficiente

para a localizacao de plantas hospedeiras € crucippJ2€ntram pelo cérteda raiz proximo

azona de alongamento celylammigram para o interior do cilindro vascular em direcéo a ponta

da raiz, onde selecionam de quatro a oito células para induzir sua alimentagcédo. Os estadios J3,
J4 e das fémeas adultas, sdo encontradossagizasente nas raizes, configurando sua condicao
defitonematoideendoparasita sedentafidOE, 2010)

Repetias ciclos de divisdo e crescimento celular levam a formacédo de células gigantes
hipertrofiadas e multinucleadas. Essas células gigantes sdo metabolicamente hiperativas e
servem como Unica fonte dos nutrientes necessarios para o desenvolvimento dos MFG. Alé
disso, a hiperplasia das células circunvizinhas causa a formacgao de nds radiculares ou galhas
macroscopicamente visiveis, nos quais fitenematoide s&o incorporadogKYNDT;
FERNANDEZ; GHEYSEN, 2014; MEDINAt al, 2017) Com a reducado do nutriente vegetal
e a absorcdo de agua pelo dano resultante ao sistema radicular, as plandaRsnéEo,
portanto, fracas e possuem baixo rendimento. Uma vez que a estrutura de alimentagdo é
estabelecida, as fémeas continuam seu desenvolvimento e produzem centenas de milhares de
ovos. Esses ovos sédentaq expelidoscomo uma massa protegida denti® uma matriz
gelatinosa, na superficie externa da (RIANCHIN et al, 2013)

O parasitismo d#&l. incognitaprovoca a inibicdo ou blogueio da translocacdo de agua
e nutrientes, além de resultar em um menor desenvolvimento radicular. Como consequéncia, as
plantas apresentam sintomas nao especjfipasse comparam aos de deficiéncia nutricional
e/ou hidrica. E comum observar folhas com manchas de coloracdo amarelada, em contraste com
o verde nor mal, s i nt o(comosednteménealiPor dexes,cem E30S i C a
particulares, essas manshespalhadas podem também ser de coloracdo avermelhada. Outro
efeitosecundarisofrido pelas plantas com sistema radicular parasitaddifmgiematoides a
maiorintolerancia ao estresse hidri@ARTLEM; JONES; HAMMES, 2014)

O controle dditonematoide durante ano$oi baseado, principalmenteglo uso de
nematicidas quimicosAtualmente nenhuma medida de controle elimioampletamente as
perdas decorrentes diionematoids do algodoeiro. Devidooaefeitos colaterais ambientais
e preocupacdes com a sa@mémal e humana aplicacdo denuitos nematicidas sintéticas
base decarbamatos, organofosforados e organoftalfdaproibida, ou estédo sob avaliagéo,

pela Unido EuropeieNTALLI et al, 2016) A rotacéo de culturas com plantas nao hospedeiras
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€ umaalternativa qugpode proporcionar em um ano a supressadfitioematoids, mas a
rotacdo efetiva com essas culturas ndo é largamente utilizada porque muitas delas tém baixo
potencial econdmic(NEVES; PINTO, 2017; DUTTAKHAN; PHANI, 2019)

Atualmente, 8 principais termos formalmente definidaplicados a patogenicidade do
fitonematoidee a resposta da plant@do suscetiveidolerantese resistentes. Esses termos
descrevem a capacidade de um nematoide parasigpragluzir em uma planta hospedeira.

Uma planta hospedeira suscetivel € vulneravel a invasdo e reproducao por uma espécie ou
populacdo especifica di#onematoide enquanto que um hospedeitolerante possui a
habilidade de compensar ou recupa®idos efeitos prejudiciais provocados pelo ataque por
determinadofitonematoide Uma planta resistenté aquela que suporia reproducaodo
fitonematoideem suas raizes pode ser quantificada comnainuicdes na reproducdo do
fitonematoideem relagdo a um controle suscetivgle varia de efeitos leves a completos. A
resisténcia de ocorréncia natural, frequentemente, envolve a detecifimelnatoidepela

planta, seguida por uma resposta de hipsiiséidade (WILLIAMSON; KUMAR, 2006;
TOMCZAK et al, 2008; MORESCO, 2016)

1.2 SILENCIAMENTO GENICO VIARNA INTERFERENTE

Existem pelo menoduasformasde silenciamento dgenes via RNA interferente
(RNAI) em plantasTodas essas vias envolvem a clivagem de um RNAigfita (dASRNA)
em RNAs curtos. A primeira é o silenciament@ small interfering RNA(SIRNA)
citoplasmaticea segunda € o silenciamento de RNAs mensageiros endégenos por microRNAs
(miRNAs) (BAULCOMBE, 2004) A molécula de RNA em certos sistemas biol6gicos
apresenta funcao interferente.d99e modo, quando inserida em um determinado organismo,
altera a ativacdo oa transcricdo de um determinado ggh@ANT; WEINTRAUB, 1984;
NELLEN; LICHTENSTEIN, 1993) O RNAi é um mecanismo de regulacdo-pésscricional
da expressdo génica induzido por dsRNA, que é amplamente cowsergad ocorre entre
plantas, animais e microrganism@&@EN; BLAU, 2006; CARTHEW; SONTHEIMER, 2009;
BEREZIKOV, 2011)

Inicialmente,Fire et al (1991)usaram a tecnologia do RNAi no nematoidedelo
Caenorhabditis eleganpara manipular a expressao génica de dois geques codificam
proteinas de miofilamentgsresentes nos musculos da parede do seu corpo. Esses efeitos foram
propostos como resultade dm mecanismantisenseimples dependente da hibridagéo entre
0 RNA exogeno e os transcritos de RNA mensageiro end¢bgéidILTON; BAULCOMBE,
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1999; WATERHOUSE; GRAHAM; WANG, 1998; HAMMONLD®et al, 2000) Embora o
mecanismo do RNAI tenha sido prinementedecifrado enC. elegansum fendmeno similar
em plantas ja havia sido desarcomo silenciamento génico ptianscricional ao realizar
experimentos corflores depetunias. O objetivo era modificarcor de flores de petunia, por
meioda introducéo de uma enzirohave (chalcona sintase) para a pigmentacao rosa ou violeta
das flores de petunia obtendo, assim, flores mais escuras. No entanto, pevedloees menos
pigmentadas, flores variegadas ou completamente brancas. Esses redeitanstraramue
a atividade da chalcona sintase havia sido substancialmente din{iNaié@LI; LEMIEUX;
JORGENSEN, 1990)ssoocorreu devida inibicdo pédranscricional da expressao génica em
razao de um aumento da taxa de degradacdo do RNA mensageiro (rfh\RNMBLOKLAND
et al, 1994) cujo mecanismo era conhecidaté aquele momentq por cosupressdo da
expressao do gene. Esse fendmeno pode proteger as plantas de elementos genéticos moéveis
como os dsRNA de virus, ou as consegncias adversas da atividade ti@nsposos
(VOINNET, 2001; WATERHOUSE; WANG; LOUGH, 2001; ROVERE; DEL VAS; HOPP,
2002)

A técnica de silenciamenteia RNAI, envolve uma maquinaria de ribonucleases para
a sua execucgdo. Primeiramente, o dsRNA longo é expresso ou introdazadula (por
exemplo, como resultado do emparelhamento de bases de transcritos sersens@ntiu a
formacao de estruturagemloop), e processado em siRNAs pela DICERRNAspecific
RNase llttype endonuclea¥ede um modo dependente de ATP gxibem 2nucleotideognt)
salientes nas suas extremi dade sform&lds, s o st
desenrolados e carregados pelo complexo silengiadiozidopor RNA (RISC) e a outra fita
do siRNA é degradad® siRNApossui cadeia simples)g, juntamente com o completo RISC,
ird localizar alvos de mRNg*com segéncias homoélogas ao siRNA por pareamento de bases.
Na formacdo d complexosiRNA/mMRNA, a enzima argonautpue apresenta atividade de
RNaseH §licer identifica e cliva (degrada) esB&A de cadeia simples carregado (SSRNA),
causando o silenciamento génico (FigRyédMELLO; CONTE JR, 2004; BAKHETIAet al.,
2005a; HAMMOND, 2005; SIOMI; SIOMI, 2009; WINTERB al, 2009)
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Figura2i llustracdo esquematica deeranismo de interferéncia por RNA a partir de dsRbiAfitonematoids.

A molécula de RNA de fita dupla (dsRNA) se liga a uma proteina DICER, de um modo dependente de ATP que
exibem2nucl eot 2deos (nt) salientes nas suas extremidac
(siRNAs); esses siRNAs se ligam a proteinas parte do Complexo de Silenciamento Induzido por RNA (RISC). O
RISC separa os siRNAs em duas fitas: uma das fitag@dado enquanto a outra serve como uma sonda de busca,

gue liga o RISC a alvos complementares de RNA. Apds esse reconhecimento, émomacao do complexo
siRNA/mRNA, a enzima argonauta RNase$li¢er) identifica e cliva (degrada) esse RNA de cadsaples

carregado (ssRNA), causando o silenciamento génico.
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Outra diferente estratégia, aplicada a inducaw silenciamento génico, @ia de

mMiRNAS, que sdo pequenos fragmentos de RNA2@6at). Essas pequenas moléculas podem
desempenharimportantes papéis reguladores de genes em animais e plauas
emparelhamento aos mRNAs de genes codificadores de propairsadirecionar sua repressao
postranscriciona(BARTEL, 2009; WINTERet al, 2009) Diferente dos siRNAgjue provém

de fora da célula, os miRNAs s&o endogenos, porém possuem semelhancas no seu
processamento e funcARTHEW; SONTHEIMER, 2009)Sabese que os miRNAs sdo
oriundos aestimulos que ocorrem ta@almenteno organismo e seguem o mesoaminho do

RNAI dos siRNAstambénmdesempenham um papel importante na regulacdo génica em muitos
organismos, desd@&onematoids até plantas e human(BARTEL, 2004; SIOMI; SIOMI,

2009)
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Apés a descoberta do silenciamento génico direciopackiRNAs(FIRE etal., 1998)
ficou claro que as estratégias de RNAI tinham um enorme pot@aeceluso no controle de
pragasEstudos em plantas e fungmmitiram a descoberta dias de silenciamento de genes
gue foram desencadeadas pela expressao de transgatega(menético transferido entre dois
organismos) ou através da replicacdo ([BRHULCOMBE, 2004) Uma das vantagens do uso
do RNAI pode ser sua aplicacé@morganismos sera utilizacdo da engenhag@nética, pois
nao requer meétodos transformadores, e pode ser reailizato. Portanto, 0 método permite
o estudo de fendtipos especificos do tecido e ao estadio dassdaiados a expressao génica,
bem como complexos fen6tipos que ndo podem ser modelados em ensaios baseados em célula:
(PERRIMON; NI; PERKINS, 2010; MOHR; PERRIMON, 201P)esta forma, ficou claro que
a caracterizacdo das rotas de silenciamento génipeciabnente as rotas de producao de
siRNAs, foi um importante marco no desenvolvimento de estratégias de controle de pragas.

Nos ultimos anos, o estudo de transcriptomafitoeematoids tem sido empregado
paraprever principalmentm silico o perfil deexpresséo génica pdias biotecnolégico. Apés
a introducdo das técnicas de Sequenciamento de Préxima Geracdo (NGS), amplamente
utilizadas para o sequenciamento@NA e cDNA a analiseletranscriptomatornouse rapida
e eficiente e, atualmente, é postidetectar e identificar miRNAS, regides néo traduzidas 3' e
5'e até mesmo mRNAs completos. Com isso, € fornecido uma visdo da complexidade evolutiva
e bioldgica desses organism@&@HIN et al, 2008) Diversos fatores importantes devem ser
levados em consideracdo para aplizdecnologia ddRNAi no desenvolvimentde plantas
transgénicas resistentes a pragaem base nos resultados obtidos d&n elegans
(ABDURAKHMONOV et al, 2016) Dentreestes (1) deteccdo de genes vitais e especificos
do organismoalvo, cujo RNAI deve causar retardo no desenvolvimento ou letalidade,
preferenciimente, das espéciedvo; e (2) os dsRNAs devem ser absorvidoacipalmente
pelo sistema intestinal do organisaieo, a partirda alimentagcéo cobtecidosvegetaise devem
induzir o silenciamento do gene alvo, amplificar rapidamente e se espalhaicsistente.
Esses mesmos critérios devem ser também considerados para obtencéo de plantas resistentes
fitonematoids, assegurando especificidadedesses geneggara que ndo tenha efeitos em
espécies naalvo como cordatas, plantas, anelideos, insetos polinizadores e moluscos
(DANCHIN et al, 2013)
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1.3 POTENCIAIS GENES ENVOLVIDOS NA RESISTENCIADE PLANTAS A M.
incognita POR MEIO DOSILENCIAMENTO GENICQ MEDIADO PORRNAI

Caracteristicas diagnosticas Uteis para identificaNBPR sdo notavelmente poax
devido ao pequeno tamanho e anatomia simplefitdoematoide parasitarios. Aléem disso, o
conhecimento das relacdes entrefimematoids e suas distribuicbes geogréficas, para a
maioria dosfitonematoide parasitarigspermanece inadequado. A pesguisistematica é
essencial para facilitar o diagndéstico de potenciais problemas de pragas, bem como melhorar as
previsdes sobre a patogenicidade e o alcance do hospgilelidVOOD, 2003)

A homologiaexistente entrgenes que codificam diverspsoteinas secretadas pelo
fitonematoidecom genes bacterianos, sugere que a transferéncia horizontal d€Td¢Ges
pode ter sido uma chave no desenvolvimento do parasitismo fifgorematoide
(KONDRASHOV et al, 2006) O banco de dadosNCBI de nucleotideos
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccorg/por exemplo, possui, atualmente, cerca de 120.000
sequéncias totais dé. incognita Genes compartilhados com parasitas de animais também séo
induzidos emNPPs e podem ter um papel ndefesa dohospedeiro(WILLIAMSON;
GLEASON, 2003)Com base na literatura, perceseque o usala tenologiade RNAI vem
mostrando alta eficacia e resultados extremamente promissores (Tab&83, a partir do
silenciamento de genes essenciaskirevivéncia dfitonematoides degenes efetoreé\ssim,

a tecnologiadle RNAI esta emergindo como uma ferramdbitatecnolégicagxtremamente (til
na aplicacdo ainematologia de plantas para elucidar a funcdo dos genes, observando o efeito
fenotipico ddknockdownde genes alvoantranscri¢ao.

Como citado anteriormente as prdtas de manejo existentes, como o0 uso de
nematicidas, representam uma ameaca ao meio ambiente e possuem alto custo. Portanto,
recorrer as estratégias de controle ambientalmentgiadas e econdmicas € uati@rnativaa
ser consideradaNos ultimos anos, ®&NAi emergiu como uma ferramenta potencial para
controlar os fitopatbgenpgpor meio do método de silenciamento génico induzido por
hospedeiro§KOCH; KOGEL, 2014) Ha mais de 10 anos, se sabe que a tecnologia de RNAI
poce se tornar em uanferramenta de controle dikonematoids em espécies de interesse
econdmico. A primeira demonstracdo de plantas transgénicas com resisténcia a infeccao por
fitonematoids, baseada em RNAI, foi relatada p@dav, Veluthambi e Subramaniam (2006)
em plantas de tabacdesafiadas conM. incognita Com o intuito de gerar culturas de
importancia econémica GM resistenteitanematoids, o uso de dsRNs‘\para silenciar a

expressao génica € atualmente um tema bastante explof@@ddN; LILLEY; ATKINSON,
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2002; BAKHETIAet al, 2005b; FANELLIet al, 2005; ROSS@t al, 2005; SOUZA JUNIOR
et al, 2013) De acordo convicCarter (2009)as abordagens paraantrole defitonematoids,
via engenharia genéticapodem ser classificadas cortnandem alvos dditonematoids, na
interfacefitonematoideplanta e naiesposta da planta.

A captacao oral de dsRNAou siRNAs peloditonematoids requer sua passagem
através do tubo de alimentacéo. Isso funciona comfiltusnmoleculay portantonéo é certo
gue o dsRNA seja eficientemente ingerido por toddsamematoids (Figura3d) (BAKHETIA
et al, 2005a)Urwin et al (1997)observaram, em seu estudo asalido a atividade da proteina
fluorescente (GFP) nos tubos de alimentac&it@i@ematoidsin vivo (realizado nas raizes de
Arabidopsis thaliang que ofitonematoideG. pallida exclui grande parte da captacdo da
proteina GFP, enquantavh incognitaingere imediatamente essa proteina. Portanto, dsRNA
ou SiRNAs podem passar através dos poros do tubo de alimentacdo. Outhe defartante
para o funcionamento das moléculas d3RNAs ingeridos pofitonematoide é que eles
possuemum lumen intestinal levemente alcalinque ndo digere os acidos nucleicos
rapidamente, como observado €melegangTIMMONS; FIRE, 1998) Os dsRNAs movem-
se sistmicamentga partir do intestino ou da célula injetada, induzindo o silenciamento do gene
em outras célulague expressam uma sequéncia de mMRNA hom@®BB#SHOK; TABARA,;
MELLO, 2000)

Figura3i Mecanismo dé&kNAi mediado por plantas em nematoides parasitas de plantas. Moléculas desdsRNA
sdo produzidas no citoplasma de células vegetais como HRiNgin, produzido por plantas transgénicas (com
uma sequéncia em orientagdo senso esamiso, separadas por uma regido ndo codificante)sRNAs poden

ser ingerids pelosfitonematoids, por neiodos tubos de alimentag&o. Alternativamente, as moléculas de dsRNA
sdo processadas pela maquinaria de RNAI da plargaiBNAs sddngeridcs pela espécie alvo
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Tabelal i Genesalvo b fitonematoideM. incognitg potencialmentenvolvidos na infeccdo e/ou no seu desenvolvimentatados pelo uso decnologia RNAI

Gene alvo  Método de ingestdo Planta hospedeira -Eﬁfmeggé(cj)e Fenotipo observado Referéncia
pMiDuox1 Soaking Phaseolus angularic 14 DAI Reducéo de 70% no n° de nematoides Baketiaet al.(2005)
16D10 Soaking A. thaliana 13 DAI Reducéo de 781% no n° de nematoides Huanget al.(2006)
16D10 In planta A. thaliana 13 DAI Reducéo de 690% no n° de galhas Huanget al.(2006
Reducéo de 693% no n° de ovos
Integrase In planta Tabaco 45 DAl Reducéo de 90% no n° de nematoides Yadav, Veluthambi e
(AW871671) Subramaniam (2006)
Mi-fs In planta Tabaco 45 DAI Reducéo de 92% no n° de galhas Yadav,Veluthambi e
Subramaniam (2006)
Mi-gsts1 Soaking S. lycopersicum 42 DAI Reduc&o no nimero de massa de ovos Dubreuilet al.(2007)
Mi-cpl-1 Soaking P. angularis 21 DAI Reducéo de 60% no n° de nematoides Shingleset al. (2007)
Mispc3 In planta A. thaliana 20 DAI Reducéo de 581% no n° deematoides Charltonet al. (2010)
Tp (tirosina In planta G. max 38 DAl Reducéo de 92% no n° de galhas Ibrahimet al.(2011)
fosfatase) Reducéo de 5,4 vezes no diametro de fémes
MSP In planta G. max 38 DAI Reducéo de 94,7% no n° de galhas Ibrahimet al.(2011)
Reducéo de 6,5 vezes no diametro de féme:
Mi-Rpn7 In planta S. lycopersicum 40 DAI Reducéo de 34% no n° de massa de ovos Niu et al.(2012)
Reducéo de até 50,8% de ovos
Minc03866 Soaking S. lycopersicum 21 DAI Reducéo de 41,2% no n° de galhas Danchinet al.(2013)
Reducéo de 50,3% no n° de ovos
Minc03313 Soaking S. lycopersicum 21 DAI Reducéo de 57,8% no n° de galhas Danchinet al.(2013)
Reducéo de 53,2% no n° de ovos
Minc01632 Soaking S. lycopersicum 21 DAI Reducéo de 57,7% no n° de galhas Danchinet al.(2013)
Reducéo de 70,1% no n° de ovos
Minc05001 Soaking S. lycopersicum 21 DAI Reducéo d 51,5% no n° de galhas Danchinet al.(2013)
Reducéo de 71,1% no n° de ovos
Minc08013 Soaking S. lycopersicum 21 DAI Reducéo de 44,5% no n° de galhas Danchinet al.(2013)
Reducédo de 54% no n° de ovos
Minc02483 Soaking S. lycopersicum 21 DAI Reducéo de 54,4% no n° de galhas Danchinet al.(2013)

Reducéo de 60,9% no n° de ovos




Minc08335
Minc17713

Mi-CRT
(Minc06693)
flp-14

flp-18
Mi-ser1

Mi-cpl-1
Mi8D05
16D10

Mi-icl
MiMsp40

Misp12

Atlg74770
Minc18876

Mi-mspl

Soaking

Soaking

In planta

In planta

In planta

In planta

In planta

In planta
In planta
In planta

In planta

In planta

In planta

Soaking

In planta

S. lycopersicum

S. lycopersicum

A. thaliana

Nicotianatabacum

N. tabacum

N. tabacum

N. tabacum

A. thaliana
Vitis vinifera
N. tabacum

A. thaliana

N. benthamiana

A. thaliana

N. benthamiana

S. melongena

21 DAI

21 DAI

56 DAI

30 DAl

30 DAl

45 DAI

45 DAI

56 DAI
35 DAl
45 DAI
49 DAI

45 DAI

21 DAI
42 DAI

30 DAI

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

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

Reducéo de 80% no n° de galhas

Reducéo de 5003% no n° de fémeas
Reducéo de 287% no n° de massa de ovos

Reducéo de 439% no n° de fémeas
Reducéo de £50% no n° de massa deos

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

Reducéo de 45% no namero de galhas
Reducéo de 32% no n° de massa de ovos
Reducéo de 42% no n° de ovos
Reducéo de 90% no n° de galhas

Menor suscetibilidade & infeccdo por nematoic
Reducéo de até 65% no n° de ovos

Reducédo d&5,450,9% no n° de galhas
Reducéo de 13;88,3% no n° de massa de ova

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

Reducéo de 32% no n° de galhas

Reducéo de 60% no n° de galhas
Reducéo de 60% no n° de ovos
Reducéo de 33i&6,9% no n° de galhas
Reducéo de 451,2% no n° denassa de ovos

Danchinet al.(2013)

Danchinet al.(2013)

Jaouannett al.(2013)

Papoluet al. (2013)

Papoluet al. (2013)

Souza Junioet al. (2013)

Souza Junioet al. (2013)

Xueet al.(2013)
Yanget al.(2013)

LourencoeTessuttiet al. (2015)

Niu et al. (2016)

Xie et al. (2016)

Kakranaet al.(2017)
Nguyenet al.(2018)

Chaudharyet al. (2019)
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Dentre os genes dé. incognitaque foram caracterizados com a tecnologia do RNAI,
destacanse 0s quetiveram alta expressa@m todo o organismaVinc01632 Minc08335
Mincl2224, os com alta expressdo detectada especificamente em células glandulares
subventrais secretorablinc03866 e os genes com expressabservadaspecificamente no
trato intestinglna fase J2Minc00801 Minc17713 (DANCHIN et al, 2013)

1.3.1 Silenciamento génico de genes essenciaidittnematoides via RNAI

A tecnologia de RNAIi podeser Uutil para atingir genes essenciais para o
desenvolvimento, reproducéo e metabolismo fdosematoide (ROSSO; JONES; ABAD,
2009; Llet al, 2011; LOURENCGOIESSUTTIet al, 2015; REHMAN; GUPTA; GOYAL,

2016) Em M. incognitg a imersdo com dsRNApara & gene que codifican a dupla oxidase
(peroxidase e NADPH oxidasejeduziu a reproducdo dfitonematoideem até 70%
(BAKHETIA et al, 2005b) O silenciamento dos genes responsaveis pela producao de quitina
nas cascas dos ovos (quitina sintase)fibmematoideM. artiellia afetou também o seu
desenvolviment¢FANELLI et al, 2005) Em outros estudos, a mortalidadditmematoids

foi alcancada apds a alimentacao com dieificéal contendo dsRNA, ondeas plantas GM

que expressam 0s dsRNAs tiveram maior resisténcia ao par4BifdE et al, 1998; FIRE,

1999)

Algumas proteases sdo demonstradas como efetores, entretanto, também possuem papel
essencial na vida diaionematoide Algumas proteases, previamente diégs emM. incognita,
sdo duas proteases de cistdingisteina) (NEVEU; ABAD; CASTAGNONESERENO,

2003; SHINGLESet al, 2007) uma serina protease semelhante a quimotrigsfiRAGOSO

et al, 2005)e uma protease aspartica da catepsi(fRAGOSOet al, 2009) Para os parasitas
helminticos, as npteases apresentam diversas funcdes na interacdo phosgitaleiro,

podendo variar desde a participacao durante a invasao dos tecidos do hospedeiro, até a nutrigac
do parasita e a evaséao das respostas de defesa do hogpj€Rif@t al, 1999) As secrecdes
dosfitonematoids parasitas sao esideradas como parte essencial no controle das diferentes
etapas da interacdo com seus hospedeirosit@iematoids, proteinas secretoras codificadas

por genes expressos nas glandulas esofagicas sédo essenciais para a peméwapadeiro e
estabeleicnento do parasitismfDAVIS et d., 2000) Como exemplo, os genes que codificam

enzi mas que degr adam -B4emagiuedase e@ @dligalacturonasec o m
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transcritos nas glandulas subventraisvil@ncognitg podem estar envolvidos na penetracéo
das raize$ROSSCQCet al, 1999; JAUBERTet al, 2002)

O desenvolvimento de plantas transgénicas resisteriitesi@matoids com base em
inibidores da cisteina prot®a (cistatinas) fornece informacfes que sdo Uteis para o
desenvolvimento de resisténcia mediada por RNAI. A cistatina expressa de forma transgénica
fornece 7880% de resisténcia contra diverdiienematoids em varias plantas hospedeiras
(URWIN et al, 1997b, 1997c; URWIN; GREEN; ATKINSON, 2003; ATKINSO# al,

2004) Em M. incognitg a sequéncide umacisteina protease (CPLM({-cpl-1, M. incognita
cathepsin Llike protease Japresenta em séNrterminalum peptideo sinal de secregiota
de 19 aminoé&cidos. Essa protease também possui umegiié putativa de 162 aminoacidos
e um dominio enzimatico maduro de 221 residuos, com um potencial sNiglo®silacdo
antes do local de clivagem, que pode ser envolamaobramento corretou secrecao da
enzima. Alinhamentos de sequéncia proteicilidepl-1 indicaram que esta molécula codifica
para uma protease cisteina do tipoatepsingNEVEU; ABAD; CASTAGNONESERENO,
2003)

O gene da CPL, é especificamente expresso nas células intestinais de J2s infecciosos de
M. incognita Em fitonematoids parasitas, a digestdo extracelular de proteinas da dieta tem
sido proposta como um papel importante para CPL semelhahtesitapsina intestinal. A
proteina pode estar envolvida nos processos digestivdd. decognita porém, os dados
sugerem que suaricdo ndo esta estritamente relacionada a alimentacdo, mas na sua relacéo
com o parasitismo da plantsEVEU; ABAD; CASTAGNONESERENO, 2003)

A inibicdo do geneMi-cpl-1 prejudica a digestdo da proteina da dieta e suprime a
multiplicacéo dditonematoids (VAIN et al, 1998) Shingleset al (2007) observaram uma
reducao no transcrito génico e a reducédo no numero de plantas infectaddsrematoide
em guase 60%, assim como o numero de fémeas estabelecidas produzinde @lodia®
apos a infeccdo. A partir da analise de hibridizag&tuemfitonematoids jovens e maduros,
mostrou que o genldi-cpl-1 € expresso no intestino, o que sugere que o seu produto € uma
enzima digestiva. Os efeitos da funcéo desse gene forasistemies com uma redugao na
eficiéncia da alimentagcédo. Além disso, estes autores observarawi-gpel é expressa em
um nivel similarmente alto em ppJ2, incognitajovem e adulta. Esses resultados indicam que
a protease € importante em todos os estade desenvolvimento ddonematoide como
descrito porSouza Junioet al. (2013) Ao utilizar N. tabacumGM para avaliar o efeito da
expressao de dsRNAs complementar aos mMRNAs com genes de proteases no ciclo de vida do

fitonematoide(Mi-asp-1, Mi-ser-1 e Mi-cpl-1), bioensaios foram realizados com ppJ2. Ao se
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avaliar a expresséo do transcrito dos genes dategses nos ovos oriundos dos eventos
transgénicos, foi observada uma reducéo significativa noeopl-1 (SOUZA JUNIORet

al., 2013) O geneMi-cpl-1 foi direcionado para gerar linhagens transgénicas de tomate para
avaliar a resisténciafagonematoids, via RNAI. Foi dempostrado queMi-cpl-1 desempenha

um papel crucial durante a interag&onematoideplanta,in planta o que provoca efeitos
prejudiciais no desenvolvimento 8& incognita reforgando o potencial da tecnologia RNAI
para 0 manejo di#gonematoide em planta cultivadagDUTTA et al, 2015)

Acreditase que osfitonematoids sejam 0s Unicos animais a utilizarem o ciclo
glioxilato para geracarboidratosa p a r toxidacdaddas aéidos graxlOLMES, 1993;
BARRETT; WRIGHT, 1998; JONES; BURNETT; ZOLLMAN, 1999 inda assimgdiversos
autoregelataram atividade de enzimas importantes nesse ciclo em outros animais, como aves
(DAVIS et al., 1990) répteis(DAVIS; JONES; GOODMAN, 1986; GOODMAN; DAVIS;
JONES, 1980¢ mamferos placentario6KONDRASHOVA; RODIONOVA, 1971; POPOV
et al, 2001; MORGUNO\kt al, 2005) A via do glioxilato, geralmente encontrada em plantas
e microrganismos, € semelhante ao ciclo do acido citrico, mas depende de duas etizasas cri
a malato sintase a isocitrato lias€ICL), para contornar duas etapas da descarboxilacao
(CORNAH; SMITH, 2002; KONDRASHO\kt al, 2006) De acordo com alguns autores, 0s
fitonematoids utilizam essa via para producdo de enegyipartir de lipidios armazenados
durante a embriogénefBRAECKMAN; HOUTHOOFD, 2009; PASSEY; FAIRBAIRN,
1957) fase larvall O6 Rl ORDAN; B U RiNghitdb e dutadt® &s)fases de nado
alimentacAdREVERSAT, 1981; VADSWORTH; RIDDLE, 1989; LOURENCEESSUTTI
et al, 2015) comoparaos ppJ2 ddeloidogynespp.Em M. incognitaexistem cincenzimas
vinculadas a via do glioxilatd&Estasncluem homologos da malasintase, vérias enzimas ndo
compartilhadas com o ciclo &cido citrico (por exemplo, formiato tetrahidrofolato ligd€d.e a
(Mi-icl)), porém ha enzimas compartilhadas com esse ciclo, como a malato desidrogenase
(MCCARTEREet al, 2003) Esse gené considerado relevante para a viddibmematoideM.
incognita porém nao ha muitos estudos sobre sua import@ROBDRASHOV et al, 2006;
HAEGEMAN; JONES; DANCHIN, 2011)ourencotessuttiet al (2015) avaliandoo potencial
dogeneMi-icl para resisténcia em plantas de tabaco, observaram que houve uma reducédo média de
65% nos ovog* de raizinoculada enplantas expressando dsRNA Mé-icl, porém a formagéo
de galhas néo foi afetada pelo RNAIIG&..

Genes associados ao metabolismo de Rid#bém tém sido alvo de silenciamento em
fitonematoidepara suprimir o desenvolvimento e a reprodu¢dsaDAV; VELUTHAMBI,
SUBRAMANIAM, 2006). Esses genes sédo conhecidos como fatoresplieng e sdo
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relevantes peleateragdaom o prémRNAs, com outros fatores dglicinge com componentes
proteicos das Pequenas Ribonucleoproteinas Nucleares (snRNPs), que possuem bastante
importancia ncsplicing alternativo(BURGE; TUSCHL; SHARP, 1999; ZAHLER2012) O
genedo fator desplicing (Mi-fs) de M. incognitaé essencial para o desenvolvimento do
fitonematoide pois esta envolvido no metabolismo do mRNA, e é considerado um gene de
manutencadKUMAR et al, 2017) Um estudo mostrando o silenciamento génico via RNAI
de M. incognitaem plantas de tabaco, demonstrou reducdo do numero de galhas (92%) e néo
foi identificado o cDNA daMli-fs por RT-PCR, o que sugerem ser devido a degradacdo total do
RNA. Essa auséncia € especifica dos mMRNAs alvo, sendo uma caracteristica notaveltda respos
de RNAI, ou seja, indica que o dsRNA gerado pela planta hospedeira pode desencadear o
mecanismo de RNAI nfitonematoidg YADAV; VELUTHAMBI; SUBRAMANIAM, 2006) .
Kakranaet al. (2017)testaram o promotddRRSparadirecionar aexpressao no gerMi-fs e
constataram umaxpressaoigeiramente reduzidaedtegeneMi-fs nas fémeas isoladassl
raizes @ A. thalianaem comparacdo ao controle, indicando que o §éiFis, impulsionado
por esse promotor, ndo foi silenciado significativamesiteensaios com eventos Aethaliana
expressando dsRNAodgeneMi-fs inoculadas conmM. incognita apresentaranmiimero de
galhas, fémeasraassale ovos reduzido em 71,4, 74,5 e 86,68spectivamenttKUMAR et
al., 2017)

Raizes de soja expressando uma construcao comcéapatvertida de trés genelg-
rps-3a, Hg-rps-4 e Hg-spkl envolvidas em diferentes aspectos do processamento do RNA
mostrou 8188% de reducdo no numero de cistosHleglycines(KLINK et al, 2009)
Posteriormente, o silenciamento mediadoRAI do gendPrp-17 deH. glycinesque codifica
um fator desplicing de mRNA, previamente identificado er@. elegans resultou em
significativas reducdes em niimero de cigfésle raizde tecido da raiz (53% de reducio) e
nimero de ovog? deraiz de tecido da raiz (79% de reducéo) em soja transgénica inoculada
comH. glycines(LI et al, 2010) Em estudosimilar, plantas de sojexpressando dsRNApara
o fator desplicing Mi-fs de M. incognitaem G. max controladopelo promotomuceS8.3gerou
uma reducdo de 741% donUmero de ovog! de raiz (GROSSIDE-SA et al, 2010;
FRAGOSOet al, 2020, submetido

1.3.2 Silenciamento génico de genes efetoresfitenematoides via RNAI

Fitonematoide possuempossiveisproteinas efetas, como celulases e proteases, e
diferentes moléculas de funcédo desconhetlldANG et al, 2003; SOUZAet al, 2011) Para



33

que ocorra a penetracédo fitonematoide o estilete depositama sée de proteinas (efetores)

na raizdaplanta, além de executar fun¢gdes importantes para lidar com as defesas da planta
(GHEYSEN; MITCHUM, 2011) Proteases sdo enzimas proteoliticas univergaes clivam
ligacbes peptidicas internas dentro de proteinas e peptiE&ds. presentes em um largo
espectro de organismos, incluindo bactérias, plantas, invertebrados e vertéNEMBY;
ABAD; CASTAGNONE-SERENO, 2003)Um estudo demonstrogue aposiso da tecnologia
soaking com J2 de M. incognita com dsRNAs para dois genes expressos nas glandulas
subventrais dditonematoide a calreticulina Mi-crt) e poligalacturonaseMi-pg-1), uma
reducdo de seus transcritos esrca de92% (ROSSOet al, 2005) Huanget al (2006)
demonstraranum modelo de silenciameng#nico,o qual resultou numeeducao de 937%

dos transcritos do gene efet8D10em J2.No ensaioutilizando soakingpara administrar
dsRNAs para ofitonematoids, plantas deéA. thalianainoculadasestes]2 apresentaram uma
reducdo na reproducdo Bk incognitade 74 a 81%. Esses autores constataram também, por
meio da avaliacam planta que plantas dé. thaliang expressando dsRNAara ogene
16D1Q reduziram o numero de galhas de%B%o, assim combouve diminuicdo déamanho

das mesmasChenet al (2005) por exemplo, observaram & rostochiensispor meio da
imersdo de J2 em dsRNAsogking, a reducdo da proteina secretora anfidislS-1 que
codifica 0 MRNA, reduzindo consideravelmente a capacidadétoiosmatoide de localizar
plantas hospedeiras.

A inibicdo do gene efetdvlinc00801em J2 causou a reducdo no numero de galhas. O
geneMinc00801apresentou expressao forte e espeifias glandulas retais das fémeas (J4),
que sao conhecidas por formarem a matriz de massa de ovos. Este gene também exibe uma
expresséo relativamente baixa durante as primeiras fases de fitdaeloatoide seguido por
uma regulacédo positiva no J4 adulA alta abundancia de expressao deste gene sugere um
papel na postura de ovos e, eventualmente, no sucesso reprodutifitmnématoide
(MAGGENTI; ALLEN, 1960; DANCHINet al, 2013 RUTTERet al, 2014) Esses resultados
indicam queMinc00801¢é uma proteina que mantém a capacidadd.decognitade infectar
e deve ser mais investigada.

Como as células glandulares do esbfago estdo diretamente conectadas através do
esbfago ao estite dofitonematoide as proteinas secretoras, que sdo exclusivamente expressas
e secretadas pelas células glandulares, tém grande probabilidade de ter funcdes biolégicas nas
interacdesfitonematoideplanta. A proteinaMinc04584 fortemente expressa nagludas
glandulares subventrais d. incognitg pertence a familia de genes MARProteinas de

aviruléncia deMeloidogyne- 1), supostamente desempenha papéis nos estadios iniciais de
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interacdo entre ofitonematoide e sua planta hospedeirflCASTAGNONESERENO;
SEMBLAT; CASTAGNONE, 2009; RUTTERet al, 2014) Embora a fungcdo exata desta
familia de genes ainda nao tenha sido descrita, o transcrito delNtAlRecentemente isolado

de doze espécies diferenteduigloidogyneindicando que tem uma funcéo indispensavel para

0 parasitismo nesse géndfbfOMALOVA et al, 2012) A busca por genes presentes nos
fitonematoids, e sua caracterizagdo e aplicagdo em plantas economicamente importantes,
como o algodao, éedsuma importancia para avaliar novos métodos de controle. Apesar dos
esforcos extensivos nos ultimos anos, a maioria das proteinassfi#dieloidogynespp.

permanecem desconhecidas e descaracterizadas.

1.4 PROMOTORESGENICOSEM PLANTAS

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

Na biotecnologia wgetal os promotores sao tipicamente divididos em trés categorias:
primeiramente a constitutiva, que é ativa continuamente na maioria ou em todos os tecidos;
seguido pelo promotor do tipo espaemporal, no qual a atividade é especifica do tecido ou
espedica do estadio de vida da planta; e, por ultimo, a do tipo induzivel, onde é regulada pela
aplicacdo de um sinal quimico ou fisico exte(ROTENZA; ALEMAN; SENGUPTA
GOPALAN, 2004) No entanto, geralments promotores incluemm iniciador e TATAboX,
bem como motivos de acaiis especificos que se ligam a fatores de transcrigdeendo
diferencas nos tamanhos e sequén&@&REMARTIet al, 2010)

Na transgenia de plantas, cada transgene adicional requer seu préprio promotor,
tornandese necessario encontrar difedesn promotores que atinjam o mesmo perfil de
expressao ou usar um promotor varias vezes na mesma planta transgénica. O uso repetitivo do
promotor pode, em alguns casos, ter impactos negativos indesej@vesxpressao e
estabilidade do transged®IETTE et al, 2000; MOURRAINet al, 2007) Sabese que ha
divers promotores que podem ser utilizados na transformacéo de plantas. O p8&&dtor
virus mosaico da couveor (CaMV35$ (ODELL; NAGY; CHUA, 1985) € o promotor
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constitutivo mais utilizado na geragdo de plantas, ®br induizr um nivel elevado de
expressdo de transgenes (principalmente em dicotiledoi€aspYNAITE-SAVITCH;
JOHNSON; MIKI, 2009; YOQet al, 2005)

A ubiquitina € uma proteina com funcdes bastante relevantes para as células eucariontes,
dentre elas, o controle transcricional, controle da traducgéo, regulacdo da endocitose, trafego de
proteinas e reparo do DNWIERNANDEZ-GARCIA et al, 2009) Promotores da ubiquitina
mostraram conduzir niveis de expressao génica superiores ao prQakfgB5Sem estudos
de plantas transgénicagCALLIS; RAASCH; VIERSTRA, 1990; WANG, 2003;
HERNANDEZ-GARCIA; FINER, 2014; MANNet al, 2011; VIANA et al, 2011) Esse fato
devese ao carater dos genes de ubiquitina possuirem expressdo na maior parte dos tecidos
vegetais A sequéncia d@promotoruceS8.3oi isolado de plantas de sagapatenteado pelo
NOsSso grupo de pesquisa. Esse possui a capacideoigtdea aexpressao do gene constitutivo
da proteina de conjugacdo a ubiquitina da fanhidiabc4de soja(GROSSIDE-SA et al,

2010) Foi relatado uma alta expressao de genes controlados por esse promotor em raizes em
comparacao com outros tecidds Glycine max (caule, vagem e folndMIRANDA, 2011).

Além disso, 8 niveis de expressdo do promatoeS8.3m raiz, caule e tecidos florais sao
maiores se comparadosegpressao do promot@aMV35Sotimizado (egides regulatérias
duplicadas e junto com enhancerde AMV (virus do mosaico da alfafaL&éMV35SdAMY
(GROSSIDE-SA et al, 2010) O promotor uceS8.3 pode ser utilizado e aplicado
biotecnologicamente para diferentes tipos de estresses bidticos, incfiltordomatoids

(VIANA et al, 2011; ARTICOet al, 2013; LINS, 2015)Sendo assimpor essegromotor

possui alta capacidade de conduzir expressao em tecidos florais e edézfes,utilizado em

todas as construcdes génicas utilizadas ao nesse trabalho.

2 OBJETIVO GERAL

Avaliar diferenteggenescom potencial no controle dé. incognitg via tecnologiade

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

incognita

RESUMO

O nematoidele-galhast consideradam dosprincipaispatogenos vegetais, devido aos severos
danos causados variascommodities agrondémicasncluindo o algodao,gerandograndes
perdas econdbmica€om base nas limitagdes dos métodos de controle atuais, ® estoadégia
deRNAI in plantatem se tornadama abordagem revolucionarical abordagem basese no
fornecimentade moléculas dBNA dupla fita(dsRNAs) aoditonematoids, via alimentagap
visandoo silenciamento génico para obtencao de resistédesse contexto, objetivo deste
estudo foi transformar e caracterizar pla@slgoddo com dsRNAgor meio da piramidacéo
de trés regibes génicadvo, cisteina proteaséMi-cpl), isocitrato liase(Mi-icl) e fator de
splicing (Mi-fs), denominada@sMincl Todas essas moléculas gfxdencialmente envolvidas
em processos essenciais do desenvolvimggmtocessamento de mMRNA Me incognita Eixos
embrionérios de algodao foramansformadosom o vetor de expressédsMincle sete eventos
primarios () contendo as sequéncias deRNAs foram obtidos, sendaonfirmados por
andlises de PCR. As plantde algodaar; foram inicialmente,selecionadas por PCR as
progénies Te Tz foram submetidas ao bioensaio de desafio cdntiacognita O numero de
cOpias do transgenesplantasGM To, estimadopelametodologia de quantificacdo relativa
(gPCR),variandode um a trésentre os eventos analisadéds progénies %, oriundas de trés
eventos déransformacagoforam desafiadas contM. incognitae compaadas com aplantas

nao transformadacontrole(WT-BRS 372) ecom as plantas padréle resisténcidM-315),
para a avaliacdo daproducéo dfitonematoidenas raize€s resultados mostraram que houve
reducdo de 33,3 a 87,5% no nimero de galhas em comparacédo ao corsugleetibilidade.

No bioensaio da geracéde, aos 120 dias apés a infeccdo (DAI) pbrincognitg o numero
médio de galhas g ralz o fator de reproducéo (FR) fimnematoids, formadas no sistema
radicular diferiu significativamente g < 0,05) nos eventoslsMinct20.39.3 edsMinck
64.15.1, em relacéo ao controle WT. O nivel de silenciamento dosMenpk Mi-icl e Mi-fs

em M. incognitg provocados pela ingestdo de dsRNA e/ou siRiNAvenientes ddsMindl,
presentes nas plantas GM de diferentes linhagerfeiTealizado polRT-gPCR. O acumulo
médio de transcritos dos gerMiscpl, Mi-icl e Mi-fs, presentes em galhas de raizes de algodéo
obtidos das plantas expressaniddincl, mostrou uma diminuicédo sigicativa (p < 0,05) de
82,8, 95,4 e 70,7%, respectivamente, nas linhagemsnTrelacdo ao controle. Portants,
dados obtidosugerem que moléculas de dsRNA/siRNA correspondentes aos genes presentes
no vetor dsMinclforam ingeridos poM. incognitadurante o processo parasitario. Este é o
primeiro relatoque descreve funcionalidade da técnica de RNAi em planta de algodéo
resultando no silenciamento de genes essenciais ao hematdetaonstrando aument®
nivel ce resisténcia 1. incognita Assim,os dados aqui apresentagaslerdo contribuir para

0 manejo mais sustentavel @mnematoids, com a reducdde agrotdxicos em lavouras de
algodao e, consequentemeri@no incremento daompetitividade do agronegodioasileiro.

Palavraschave:Gossypium hirsutunRNA interferenteMeloidogyne incognita
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1 INTRODUCAO

1.1  HISTORICO DOALGODAO E SUA IMPORTANCIA

Existemmaisde 50 espécies d&ossypiunspp.(algodao) distribuidas em regides aridas
a semiaridaglos tropicos e subtrépicos. Dentre essas espécies, quatro foram domestcadas
Africa-Asia e nas Américadevido ao alto teor didbra. As espécies dBossypiunspp.exibem
uma variacaanorfolégica extraordinaria, variando de plantas perenes herbaceas a arvores de
15 m com uma gama diversificada de caracteristicas reprodutivas e vegetativas. Um nivel
paralelo de diversidade citogenética e gendmica surgiu durante a radiacdo globalralo géne
levando a evolucéao de oito grupos de espécies diploides (n = 13) (genoma dos gBipds A
D, E, F,G e K) Informacdes indicam que a origem@ossypiunspp.ocorreu por volta de 5
a 10 milhdes de anaatras Evolutivamente, o algodado alopoliploigarece ter surgido nos
altimos £2 milhdes de anos, como consequéncia da disperséo transoceénica de um tdxon com
genoma A para a América, seguido de hibridacdo com um diploide do genoma D indigena.
Apoés a formacao, os alopoliploides diversificaraenem tés linhagens modernas, duas das
quais contém as espécies comercialmente importa@ntassutume G. barbadens(WENDEL
et al, 2009; HUet al, 2019) Das diversas espécies de algodao, apsgiasdoalotetraploides
(2n=2x=52), dentrestaso G. hirsutum(A1D1) (SUNet al, 2006; GROVERet al, 2014) que
possui um genoma bastante complesim tamanho de 2,5 GWANG et al, 2018) O genoma
do algodéo @ltamentecomplicadodevido aos altos niveis de redundancia génmayarios
eventos de duplicacdo de gengiuates e apds a aleloploidizagfADAMS et al, 2003) Foi
relatado que umduplicacdo total do genoma de algodao diplcsgenelhante ao ancestfal
raimondii (Ds), ocorreu aproximadamenk& 60 milhdes de anos atras com aumento de cinco
a seis vezes da ploidi@ENNY-BYFIELD et al, 2014) Em virtude de suas sequéncias
homologas e grandearte de repeticbedpis mapas genémicos preliminares foram realizados
até 205, com as informacdes do genoma de referéncia.daimondii(Ds) e G. arboreum
(A2), progenitores diploide®®ATERSONEet al, 2012; Llet al, 2015; ZHANGet al, 2015)
Recentemente, novas andlises do genom@a. d@rsutumforam disponibilizadagHU et al.,
2019; WANGet al, 2019)

O algodoeiro G. hirsutumL.), plantadicotiledoneada familia Malvaceae, € cultivado
em regides de todos os continentdsyido ao seuwnlto rendimento @mportancia como
fornecedor de matérarima para industriag SOUZA, 1996; WENDELet al, 2009; WANGet

al., 2019) Essa espécie representa a maior fonte de fibras téxteis naturais do, mun
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responsavel panais de 90% da producao anual de fibras de alg®&NDEL et al,, 1992;
WANG et al, 2019). Identificase geralmente como uma planta perene, produzindo
economicamente por aproximadamente 5 a(@®QUZA, 1996) porém, na pratica, 0s
agricultores o cultivam como uma planta anual, o que aumentou a produtividade por area
(PATERNIANI, 2001) Além disso, existem diversos produtosliretamentederivados que
desempenham papéis cruciais na vida cotidewgae r a m u minmitd @anedoaomia
mundial. A producdo do algoddo fornece menpara 100 milhdes de familias em
aproximadamente 150 paisessu impacto econdémico anual mundial foi avaliado, em
aproximadamenteJS$ 500 bilhdegGUAN; SONG; CHEN, 2014LIl; ZHANG, 2016) O
algodao e seus subprodutos sdo uspdmsa fabricacdo de colchdes, papel especial, plasticos,
creme dental, 6leo de salada, racao, fertilizantes, entre QWibKINS; RAJASEKARAN,;
ANDERSON, 2000; GUAN; SONG; CHEN, 2014Qutras utilizacGes ja estudadas para o
algodao, referemse ao composto fendlico gossipol (presente nos tecidos da planta,
principalmentena sementejjue apresenta atividade anticancerigena, além de propriedades que
a caracteriza para uso como anticoncepcional masq@@TINHO, 2002; MOONet al,
2008)

O algodacé amplamente distribudcho centro e no norte da América do Sul, no Caribe
echegaatéa ilhas distantes no Pacifico (llhas SalomBtarquesas)Essa planta ja é conhecida
h& mais de 7 mil anos a.C., e tecidos produzidos com algfodgisiam haaproximadamente
3 mil anos a.C. na india (conhecida como o centro de origem do algod&o). Em 1576, no Brasil,
os indigenas ja usavam o algodao para preparar fios e tecidos, e usavam as sementes par:
preparar alimentogm 1760, o estado do Maranh&o ja exportava 130 siEcalgodao para a
Europa e em 70 anos passou a exportar 78.300 GZ0&J O, 2016)No ano de 1919, havia
202 fabricas de tecidos de algodao Brasil, distribuidas nos estados de Sao Paulo (49), Minas
Gerais (43), Distrito Federal e Rio de Janeiro @Ta Bahia (13). Nessa época, a industria
téxtil nacional respondia por 75% a 80% da producao de tecidos de algodédo consumidos no
Brasil (COSTA; BUENO, 2004) Em 193, a producao de algodao brasileieaa de
aproximadament&00.000 sacas, em1937 essa producédo aumentou para quase trés milhdes
a qual eraexporta@, principalmente, para Inglaterra, Alemanha e J4g&#&WU; VALDES;
MACDONALD, 2011) Em 1996, o algodao contribuia com cerca de 50% para a indéstiiia
mundial, o que jufficou sua importancia internacional.

As lavoura de algodao correspon@en a 32.596,10 mil hectares de area plantada no
mundona safra 2018/1%endaue a india possui a maior area plantada (12.250 mil hectares),
seguida pelo Estados Unid¢EUA) (4.130 mil hectares), China (3.367 mil hectares) e
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Paquistdo (2.325 mil hectares). O Bramiupa a 52 posicdo mundial em &rea plantada de
algodao {.618,2mil hectare} destacand@e por ser uma das cultivares agricolas mais
importantes do PaiSABRAPA, 2020) No Brasl, a Regido Centr@este é a principal
produtora de fibra, com cerca de 1.237,6 mil hecfalegadosomente na regido, sendo mais

de 93%produzida no estado dédato GrossqFigura 11). O Brasil encontrae como o quarto

maior produtor de pluma de algamido mundo (2.613 mil toneladas), estando abaixo da india
(6.314 mil toneladas), China (6.042 mil toneladaE)JUA (4.790 mil toneladasPara asafra

de 2019/20ha uma expectativa de producédo de 2.850 mil de toneladas de algodao em pluma
no Brasil (CONAB, 2020) Esses dadosolocam oPaisno patamar de competitividade,
produtor e consumidor de algodao, além da forte participacdo como exportador no mercado

mundial

Figural.1i Mapa da producéo agricola do algoddo no Br@sihimerosdentro do mapa representam o valor
absoluto da producéo do algoddo em mil toneladas.

Producao de algodao

B sem produgao

[ Até 50 mil toneladas

[ 50 - 100 mil toneladas

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

Fonte:CONAB (2020)

O crescimento e a produtividade da cultura do algoddo sdo muitas vezes dificultados
por diferentesestressebibticos e abibticos. Os estresb#ticos sao os mais frequentes, o que
resulta na queda da produtividade da culgidentreestes podese citarinsetospraga(37%),
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ervas daninhas (36%) e patégenos (9%). Cerca de 30% da produc¢éo de algodaodepetdida
ao ataque densetospraga apesar das medidas para o controle pela aplicacdo de pesticidas
quimicos(OERKE, 2006; GOUD/et al, 2014)

1.2 FITONEMATOIDES QUE AFETAM A PRODUCAO DO ALGODAO

Na natureza, as plantas séo constantemente submetidas a uma gama dindseite de
praga e patogenos,que desafiamsua capacidade de crescimento e swvlwéncia. Uma
importante restricdo a producao sustentavel é o impacto de pragas de solo estEsbe
fitonematoide configuram como uma das principais pragas agricolas, causando sérios danos
as culturas e acarretando prejuizos econdnflG@JLART, 2010) Perdas devido aosPPs
foram estimadas em US$ 358,24 bilhdes anualmente em todo o fABDOeELGAWAD;
ASKARY, 2015) As espéciede fitonematoids que se destacam por causarem danos
significativos a producdo mundial de algoddo $&dncognitg R. reniformis P. brachyurus
Hoplolaimus columbuse Belonolaimus longicaudas (BRIDGE, 1992; STARR, 1998;
STARR et al, 2007) No Brasil, sabse queM. incognitg R. reniformise P. brachyurus
ocorrem em 24,4%, 12,8% e 96,2% no Estado do Mato Grosso, respectiviBrdrBeERI;
ASMUS, 2016) principal regido produtora de algodaoR#ds.

Nesse cenari@s NFG de raiz Meloidogynespp) atacam mais de 2000 espécies de
plantas(ELLING, 2013) e representam possivelmentena dasespéciesmais danosado
mundo, no qual a informacdo mais recente diz que esses geemas globais de
aproximadamente US$57T bilhdes anuaigABAD et d., 2008; SINGH; SINGH; SINGH,
2015) Esse fato ocorre devido a grande variedade de hospedegeaditonematoids, que
vao desde as principais culturas agricolas, como algGt&sypiunspp.),soja (Glycinemax),
tomate [ycopersiconesculentume arroz Qryza sativy, até plantas lenhosas, incluindo as
principais espécies madeirei@AN et al, 2019) Isso se devas caracteristicas fisiologicas e
ecologicas dessas plantas, como o querdodode geracao, alta taxa reprodutiva e capacidade
de formar complexos com outros patdégenos transmitidos pelo solo, como (fURGA3GILL;

BLOK, 2001; BACK; HAYDOCK; JENKINSON, 2002)

O controle defitonematoide possui um alto custo para os produtores de algodao
guando comparado com qualquerrautlasse de doencas de plantas. Isso ocorre dav&lo
custos relacionados ammbate quimico, danos diretos da alimentacdo nas raizes, perdas
indiretas e maior susceptibilidade as murchas. Esse elevado custo correspondeu a US$ 464,49
milhdes em 2016 eof apenas parcialmente efetifdEVES; PINTO, 2017)Portanto, pode
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se concluir que&imadas maneira mais segura e eficaz de se controlafitosmematoids é a

partir do desenvolvimento de cultivares resistentes. Visto que ndo hd aumento dos custos de
producao, nao interfere no meio ambiente e nao levaeguibrios ambientailBARBOSA

et al, 2009; STARR; BRIDGE; COOK, 2002; DAVIS; STETINA, 201€prém, as fontes de
resisténcia existentes ndo estdo sendo usadasepgbassas obtentoras comerciais, uma vez

que a avaliacdo desse item é muito laboriosa e dispen@&@ETON INCORPORATED,

2017)

Em 2006, foram identificado dois principais geneso algodoeiro que conferem
resisténcia al. incognitg a partir do RNR Auburn 623esultante daruzamento entres
algodbeirosresistentes Clevewilt 6 e Will Jack Jor{f€HEN et al, 2006) A fonte dsgenes
de resisténcia esta nos cromosesril e 14 e parecem ter diferentes modos de acéo, resultando
em um mecanismo de resisténcia com dois estadsggeras presenteno cromossomo 11 ndo
impeden a penetracdo dos J2, contudo, logo apds a penetracdo, o desenvolvimento desses
juvenis éinibido. JA no cromossomo 14, esgene expressan a forma mais tardia da
resisténcia, prevenindo ou reduzindo a producdo de ovos, porém, ndo impede a formacao de
galhas(GUTIERREZ et al, 2010; HEet al, 2014) Desta forma, esses dois genes s&o
complementares para permitir que o algoddo apresente uma resposta de resistEncia a
incognita No entanto, depender exclusivamente de apeiois genes de resisténcia ira
aumentar a pressao de selecdo sobre as populacdsndenatoids, ampliando assim a
probabilidade do desenvolvimento de populacdes resistentes. Portanto, a combinacgéo dos atuais
genes de resisténcia camtrosnovos, qugossuam diferentes modos de acao, deve prolongar
a competéncia dos gen@AVIS; STETINA, 2016)

Até 2017, ndo existiam no mercadeariedades de algoddo que apressEm
caracteristicas agrondmicas rentaveis e um nivel de resisténcia Mortreognita Dessa
forma é importante identificar e caracterizar as fontes de resisténcia e-lasclnb
germoplasma melhorad@LVES et al, 2017) Porém, em 2018, foi langa a variedade de
algodao IMA 5801B2RF que é resistente . incognitae a ramularigdIMAMT, 2018).
Contudo, sabse que ofitonematoide possem uma alta taxa de adaptacapa@tanto, uma
abordagem para o desenvolvimento de novas metodologias de cautecdxploem as
diferencas fundamentais entre a biologiafitoeematoids e a de suas plantas hospedeiras se
faz necessari@CHITWOOD, 2003)
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1.3 METODOS DE TRANSFORMACAO DE ALGODAO

A transformacéo de plantas consiste na incorporacao de uma molécula dx@j¢Aa
de forma estavel no genomavo. Atualmente, existem dois principais métodos de
transformacao para o desenvolvimento de pla@fds Agrobacteriumspp.e transformacéo
genética mediada por bombardeamento de particulas. Entre suas etapas, a &egdasrac
plantas, seja por embriogénese somatica ou organogénese € relevantemente necessaric
(WILKINS; MISHRA; TROLINDER, 2004; SAKHANOKHOet al, 2005; BASSCet al,
2020)

O mecanismo de transferéncia de genes enigrabacteriumspp.e plantas facilitou
a insercao de genes externos benéficos em diversos genomas {20Qethis1997; BARTON
et al, 1983) A transformacagenéticamediada poAgrobacteriunmspp, tem sido um método
amplamente utilizado e preposto pateansferir genes para planta@VILKINS;
RAJASEKARAN; ANDERSON, 200Q) por possuir baixo custo operacional e elevada
reprodutibilidade dos protocolos de transforma@RASILEIRO; CABRAL; SILVA, 2015)

Firoozabadyet al (1987)e Umbecket al (1987)foram os primeiros a conseguir
algoddesGM, a partir de hipocotilos e cotilédonesa embriogénese somética. Embora certas
variedades de algodé&o tenham sido transformaatasgrobacteriumspp.,e as plantas tenham
sido subsequentemente regeneradas através da embriogénese, as cultivares comercialmente
importantes mostraraise recalcitrantes para a regeneracao. Isso semévapalmentea sua
incapacidade de desenvolver tecidos embriogéfiCBtAKRAVARTHY et al, 2014) Esse
método é bastante utilizado para realizar a transferéncia de transgenes de um DNA de
transferéncia (ADNA) da A. tumefacienspara a célula dalanta. Essa bactéria possui
capacidade de infectar plantas feridas e transferir uma sequéncia especifica de um plasmideo
(Ti, Tumour inducinly o T-DNA, para a célula vegetal. A expressédo que ocorre nas células
vegetais de gengpresentes no-DNA (chanmados oncogenesinterferem na biossintese de
fito-hormonios. Quando as células sdo infectadasApdumefaciensessa expressao leva a
formacado da galhdacoroa. A regidwir do plasmideo Ti é essencial para a transferéncia do
T-DNA, pois estacontém gaes quequando expresspsao promover a transferéncia de T
DNA, que sera integrada ao genoma da pléBELVIN, 2003; HWANGet al, 2017)

Outro métodp comumente utilizado para transformar plantas de algoddo, é a
biobalistica.Este métodose baseia no uso de particulas de metal, em alta velocidade, para
fornecer DNA biologicamente ativo nas células vegd@idAKRAVARTHY et al, 2014)

ApoOs a penetracdo das ceélulas vegetais pelas particulas, o0 DNA se desassocia das particulas ¢
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é integrado no genoma da planta, podendo entédo ser exgpiieese Mcmullen (1990pram

0s primeiros a obter plantas de algo@&d por bombardeamento de particulas de culfuras
derivadas de calos embriogénicos. Apesar de diversas transformacdes bem sucedidas
(KUMAR; DHINGRA; DANIELL, 2004; LIU et al, 2011; RIBEIROet al, 2017) um certo

namero de desvantagens, tais como baixa fregpéedransformacéo de explantes, ocorréncia

de quimeras, alta frequéncia de transformantes epidérmicos, insercdo de copias fragmentadas
de transgenes, eaupressao devido a copias multiplas foram encontradas associadas ao sistema
de transformacédo pdrombkardeamento de particul@®EBLOCK, 1993; DEPICKER; VAN
MONTAGU, 1997; WILKINS; RAJASEKARAN; ANDERSON, 2000)

1.4 ALGODAO GENETICAMENTE MODIFICADO

O melhoramentalassicode plantas € a melhor maneira de se realizar a domesticagéo
do algodédo gassim obter variedades resistentes. Coravanco dangenharia genética foi
possivel obter plantas geneticamente modificadas (@GhB oErecem a possibilidade de
melhorar as culturas existentes (plantas resistentes a estresses bioticos e abidticog)aque séo
maioria, as principaiscommodities para exportacdoem paises em desenvolvimento
(PICKERSGILL, 2007; NAVARRETEet al, 2016) O conhecimento sobre o genoma do
algoddo aumentou consideravelmente nas duas Ultimas décadas, principalmente com a
descoberta aprimoramento de diferentes técnicasatpienciamentoégico. Com a obtencéo
do genoma do algodéo foi possiselecionauma série de genes candidafmsa melhorar sua
qualidade e sua produtivida¢®eU et al, 2014; HUet al, 2019; WANGet al, 2019) Desde
1996, a tecnologia dos transgénicos instituiu weeatruturacao da cadeia produtiva no mundo,
sendoque em 20B, foram contabilizado491,7 milhdes de hectarptantados com plantas
GM (ISAAA, 2019) A crescente conscidpracdo dos problemasassociados ao uso
indiscriminado de pesticidas e a falta de caracteristicas desejadas no germoplasma de algodao
aumentou o interesse eadotar 0 uso de transgénicGSAAA, 2016) Os beneficios
econbmicos estimados gerados pelas culturas GM de 2003 a 2016 no Brasil foram de US$ 19,8
bilhdes e de US$ 3,8 bilhdes somente em 2016. Essas culturas beneficiam cerca de 300.000
agricultores noPais cuja situacdo econdmica melhorou degpaepassaram a adotar essa
tecnologia(ISAAA, 2017).

Em 2018, a maior area de culturas GM plantadas pertencia ao EUA, Brasil, Argentina,
Canada e India, correspondendo a 75, 51,3, 23,9, 12,7 e 11,6 milhdes de hectares,

respectivamente. Coletivamente, esses paises ocupam 91% da area global de culturas GM. A
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&rea plantada mundial de algodao GM alcangou 24,9 milhdes de hectares. A &rea plantada com
algoddo GM ¢ liderada pela india (11,6 milhdes de hectaegg)ido peloEUA (5,06 milhdes

de hectares), China (2,93 milhdes de hectares), Paquistédo (2,8 milli@sates) e Brasil (1

milhdo de hectares). A adoc¢ao continua de culturas biotecnolégicas por agricultores em todo o
mundo (93%) indica que as culturas biotecnolégicas continuam a ajudar a atender desafios
globais de fome, desnutricdo e mudancas climafi&sAA, 2019) Dentre os beneficios da
tecnologiaGM, os mais importantes, para o agricultor, sdo os ganhos de produtividade, maior
rendimento operacional e menor tempo gasto no manejo da safra, ou seja, facilidade de manejo
(CELERES, 2014)

Com o advento de novas tecnologias aplicadmelbhoramento derganismos vivos, a
prospeccao e caracterizacdo de genes e moléculas que podem conferir caracteristicas de
melhoramento as plantas, tem sido o alvo de divegagsos de pesquis@BRASILEIRO;
CARNEIRO, 2015) como a tecnologia de RNA interferente (RNAJma das vantagens de
plantas transgénica com resisténcia mediada por RNRAinéapacidade deaducédo inerente
de dsRNA para produzir uma proteinantional, além de incluir a probabilidade de uma
excelente biosseguranca e a possibilidade de empilhamentéride genes deesisténcia
(essenciais e/ou efetore@AKHETIA et al, 2005a; RODERICK; URWIN; ATKINSON,

2018) Esse recursacombinado conalta especificidade do RNAI, faz desta tecg@ama
estratégia que pode, finalmente, fornecer uma abordalgegontrolede pragas segura e
abrangente, adequadanto para produtores organicaomo ndo organico(BURAND;
HUNTER, 2013)

Tendo em vista o nimero reduzido de gendtipos de algodao resistentes aos NFG e o
aumento de areas contaminadas estefitonematoidetornamse necessarios estudos focados
na identificacdo de novas fontes de resisténcia. Altos niveis de resisténciao peelera
alcancados com a piramidacao de sequédeiasRNASs de dois ou mais gepesencialmente
envolvidos no parasitismo d@éonematoids, ja caracterizados individualmentem plantas
modelo Esta estratégia permitira a obtencdo de linhaggres poderé ser introduzidas em
programas de melhoramento genético convencgigpaia o desenvolvimento de novos

cultivares.
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2 HIPOTESE

Plantas d&. hirsutumGM para expressdaramidd de dsRNA para oggenesMi-cpl,
Mi-icl e Mi-fs, dirigidas pelo promotor constitutivaeeS8.3conferirdo fenotipo de resisténcia

aM. incognita

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Realizar prova de conceito em plantas de algddBh expressandanoléculas de
dsRNAspara osgenes cisteina proteaddi{cpl), isocitratoliase Mi-icl) e fator desplicing

(Mi-fs), visandoobter resisténcia dtdonematoideM. incognita

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1 Transformar geneticamente embrides da variedade de algoddo BR®B@RI0 da
técnica de biobalisticawom cassetale expressgaontendo o promotanceS8.3& s
dsRNAs paraos genedi-cpl, Mi-icl e Mi-fs;

1 Cultivar os eventos de algodao transformados em casa de vegetacéo;

1 Caracterizar as plantas de algod&M, dentre os individuos potencialmente
transformados pamunodeteccédo ECR,;

71 Determinar o nimero de cépias dos transgene por qPCR,;

Realizar bioensagde infeccao das plantas cdincognitg para avaliacdo daiamero
de galhasmassale ovos dator de reproducgo

1 Quantificar osilenciamento génico nas galhas das plantas de algodapdéieio da
técnica deRT-gPCR

1 Verificar se existem diferencas morfologicas entre as células gigantes das plantas

controle e das plantas GlxpressandosdsRNAs, apods infecdo comM. incognita
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 CONSTRUCAO GENICA

O cassetele expressansadonatransformacagenéticade algodao foi projetado para
a expressao de fragmeniostandemde sequéncias de cDN¥Aen® e antisen® (BASSOet
al., 2020)para oggenes d&/. incognitaMi-cpl (201 pb)(N° de acess®J557573, Mi-icl (234
pb) (ndo depositagae Mi-fs (200 pb)(AW828516 sob o controle do promotor constitutivo da
proteina conjugada da ubiquitinzc€S8.3 da sojgd GROSSIDE-SA et al, 2010 FRAGOSO
et al, 2020, submetido seguido pelo terminador do sinal de poliadenilagdo da nopalina
sintetaseT-no9. As sequéncias al\senso e ansensdoram separadas por @sequéncia de
ligacdo oriunda dtron da piruvato desidrogenase quinase (PDK) de 748 bp de comprimento
para a formacdo de dsRN&uto complementarAs sequéncias dos genes marcadores do
herbicida acetohidroxiacido sintasghg (ARAGAO et al, 2000) e resisténcia abialaphos
(bar) (THOMPSONet al, 1987)foram incluidas para conferir tolerancia ao Imazapao
glufosinato de aménio, respectivamente. O cassete de expressao foi sintetizado quimicamente
pela Epoch Life Science, Inc. (Texas) e clonada no vetor pCambia 3300 (ERJu€cassete
de expressadsMinc1(10.781 pb) foi excisamdo vector por diggtdo com a enzima de restricdo
BanHlI, antes da transformacao do algodao.

Figural.2i Cassete de expressdgMincl Representacdo esquematica do cassete de expieb4iao1(10.781
pb) contendo fragmentos de dsRNAstandemsenso e ansenso provenidas de trés diferentes genesMe
incognita (Mi-cpl, Mi-icl e Mi-fs) sob o controle do promotarceS8.3 seguido pelo terminaddos (T-nosg.
Bordas esquerda e direita do vetor binario (LB e-R#t e right borderg, respectivamente. Guarcadores de
herbicidas incluiram o gene da achtdroxiacido sintaseahag, controlado por seu promotor e terminaddrgs
t), e 0 gene de resisténcia ao glufosinato de améai, (controlado pelo promotor duplica@Sdo virus do
mosaico da couvéor (35S2x) eT-nos

BamHI BamHI
: cpl-icl-fs Sy-/21-1d2 :
| : | I I | —
LB@ AHASt | AHAS L AHAS promote UCESS PDK Milk s BAR ¥ RB
t-nos T-nos
| | | |
| | | |

635 pb 635 pb

4.2 MATERIAL VEGETAL

Foramutilizadassementes de algodaG.(hirsutum da cultivar BRS 37ZEmbrapa,
Brasil), as quaisoramdeslintadas com acido sulfari@msur€, Cod. 100731¢oncentrado e
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desinfestadas com alcaaiilico 70%(Bakef’, Cdd. 90140p, hipoclorito de sédio 3%, e lavadas
com agua destilad®osteriormentegforam acondicionadasm um recipiente estéritcontendo
alcool 70% permanecendpor 1 minuta Apos o descarte do alcoadj fdicionalo hipoclorito

de sodio 2% em quantidade suficiente para cobrir todas as senuemigge20 minutos. O
hipoclorito de sodidoi descartado e as sementes lavadas cinco vezes em agua Asstéril.
sementes deslintadagdesinfestadas permaneceamescurpimersas em agua estépivr 18 a

20 horas. Apos este periodo, a afpiaetirada e as sementesntinuaranmo recipiente umido

e escurppor 48 horasaté a germinacao dos embrides

4.3 TRANSFORMAGCAO DAS PLANTAS DE ALGODAO

A transformacdo dos embrides diodao foirealizada, por meiala técnica de
biobalistica utilizando 5 pug do cassete de expressémo descrito erRech Vianna e Aragao
(2008) com modificagbesApds o bombardeamenias eixos embrionarideramtransferidos
imediatamente para a cultura/selecéo (1x meio de sais basgBIMEASHIGE; SKOOG,
1962) glicose a 3%N-Benzil-9-(2-tetrahidropiranybBadenina BAP) 13,3 mM, Imazap 300
nM (BASF®, Germany), carvdo ativado 0,1% e agar 0,6%, pH 5,7) e cultivad®@ 280
fotoperiodo de @h (50 pmol m?s?). Ap6s 30 dias os explantes resistenteslamazapirforam
transferidos para um novo meio de cultura $erazapirpara elongacao de brotos e raizes.
Posteriormenteas plantulasforam transferidasindividualmenteem um copo (0,2 drf)
contendo areia e vermiculita (1:1)amn seguidagobertas com saco plastico aaclimatacao
e mantidas em casa de vegetacdo. ApGs uma semana, as plantas aclionatattassferidas
para recipientes maiores @&7) contendo solo fertilizado para o desenvolvimerdturaldas
plantas e obtencdo de sement8gnultaneamentecultivaoamse plantas BRS 372 nao
transformadas (tipo selvagemWWVT) como controles negativos para plantas de alg@iéo
com dsMincl que foram finalmente aclimatadas numa estufa em condi¢cdes semelhantes as
mencionadas acimés plantaforamtestadas com o kit de imunodeteccao do demeKit
LibertyLink® (BASF®, Germany) de acordo com as orientacbes do fabricante
(ENVIROLOGIX, 2007) Apos a selecao dos eventos positivos nesses testeadéoo inicio
asanalises moleculares para a identificacao de plantas transforomswlasgene de interesse
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4.4 CARACTERIZACAO MOLECULARDE PLANTAS DEALGODAO GM

O DNA gendmico foi extraido deerca d&20 mg de tecido foliar fresatns eventosle
transformacaoprimarios (To) pelo método CTAB (DOYLE; DOYLE, 1987) com
modifica¢cdesconforme descrito paZhang e Hong (2013Apds a extracadpi realizadoa
PCR Polymerase Chain Reactipparadetectar e events de algodaccom a presenca do
cassete de expressasMinc], utilizando osnligonucleotideogiue amplificam o genear e o
promotoruceS8.3descritos na tabelall A PCR incluiu umacombinagcaalo Hot Start Taq
Master Mix Kit (QIAGEN®, Alemanha)40 ng de DNA gendémico de plantas de algoddo (GM
e WT) e0,5 uM de cadaligonucleotideoO sistema de amplificacdo por PCRdonfigurado
no seguinte programa no t er mRad)ideshatuhgioiniclal 0 0 E
a 95°C durante 5 min e 35 ciclos a 95 °C durante 808C durante 45 s e 72 °C durante 1
min e uma extensao final a 72 °C durante 5 @MDNA gendmico dsplantasWT foi usado
como controle negativo, enquanto o cassete de exprdsigiac], usado para a transformacéo
do algodao, foi utilizado como um controle positivo. Os produtos de PCR foedisealogpor
eletroforese em gel de agard$é e visualizados por coloragcdo com brometo de e(@mg
mL7Y).

Plantas PCR positivas foram mantidas em vasos de 5 L em casa de vegetacéo a 26 °C e
suas flores foram autofecundadas selando as pétaladaraetese, para o avanco da geracao.
Apoés a geracdo de sementes, essemm colhidas para extracdo de DN#ara uma nova
confirmag&oA extracdo do DNA das sementesrealizad, de acordo conMcDonald, Elliot
e Sweeney (1994rom modificagfesAs flores das plantasppositivas foram submetidas a
autofecundacdo manual para obtencdo da geragaoujis progénies foram caracterizadas

posteriormente.

























































































































































































































































