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RESUMO

O fitonematoide causador da galha Meloidogyne incognita € uma praga que
causa grandes impactos a diversas culturas agrondmicas ao redor do mundo. E
um dos patdgenos de maior relevancia da atualidade e no Brasil causa danos a
plantas de algodao, soja, café, cana-de-agucar e muitas outras commodities. A
pesquisa realizada no Laboratério de Interacdo Molecular Planta-Praga
(LIMPP) da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia tém como objetivo o
a piramidagao dos genes para o controle deste fitonematoide. Sequéncias para
expressao de RNA dupla fita (dsRNA) visando o silenciamento (via RNAI) de
dois genes-alvo essenciais ao metabolismo do nematoide M. incognita foram
previamente validadas por qPCR e bioensaios. Este trabalho consiste na
piramidagcdo, ou seja, a juncado destas sequéncias por estratégias de
cruzamentos entre plantas contendo os dois cassetes de expressao de dsRNA
dos genes selecionados que apresentaram maior eficiéncia ao controle do M.
incognita. Espera-se que a piramidagdo cause efeito deletério aditivo e evite,
ou pelo menos atrase o surgimento de resisténcia dos fitopatdégenos. Foram
utilizadas plantas expressando dsRNA para Isocitrato Liase (IL), que atua no
ciclo do glioxilato, e plantas expressando o dsRNA para a Proteina de Choque
Térmico 90 (hsp90), que possui papel essencial no enovelamento e transporte

de proteinas.

Palavras-chave: Piramidacao, fitonematoide, Meloidogyne, RNA interferente,

silenciamento génico, Nicotiana tabacum



ABSTRACT

The root-knot nematode Meloidogyne incognita is a pest that causes the major
impacts to several agronomic cultures around the world. It is one of the most
relevant pathogens of the current days, and in Brazil causes damage to cotton,
soybean, coffee, sugarcane and many other commodities. The research carried
at the Molecular Interaction Laboratory Plant-Pest (LIMPP) at Embrapa Genetic
Resources and Biotechnology aims to pyramiding genes to control this
phytonematode. Sequences for expression of double-stranded RNA (dsRNA)
aimed silencing (using RNAI) two target genes essential to the nematode M.
incognita metabolism that were previously validated by gPCR and bioassays.
This work consists in pyramiding, that is, the junction of these sequences by
crossing strategies of tobacco plants (Nicotiana tabacum) containing dsRNA
expression cassettes of the selected genes that showed greater efficiency to
control M. incognita in. It is expected that the pyramiding should cause harmful
additive effect and prevent the emergence of resistance of pathogens. Plants
were used to express dsRNA of Isocitrate lyase (IL), which operates in the
glyoxylate cycle, and plants expressing dsRNA to heat shock protein 90 (hsp90)

having essential role in the folding and transport proteins.

Keywords: Pyramiding, phytonematode, Meloidgyne, RNA interference, gene

silencing, Nicotiana tabacum
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1. INTRODUGAO

Causadores de grandes danos a agricultura mundial, os nematoides
constituem como uma praga que necessita de severa atengao. Por ser de dificil
controle e quase impossivel sua eliminagdo das areas agricultaveis, os
esforgos tém se tornados caros e exaustivos. Os custos anuais a agricultura
causados pelos danos dos nematoides chegam a US$157 bilhdes por ano
(LOURENCO-TESSUTTI, et al., 2015).

Os quatro principais métodos de controle dos fitonematoides se baseiam
em: controle quimico, controle biolégico, pratica de manejo e quarentena
(LOURENCO, 2014). No controle quimico, técnica que utiliza nematicidas
sintéticos de custo elevado, observa-se o risco de contaminagao do ambiente e
intoxicacdo do agricultor (JEYARATNAM, 1990). Além de se tornarem
ineficientes aos nematoides endoparasitas, ja que estes passam a maior parte
da vida no interior das raizes das plantas. O gasto com estes agrotéxicos
podem ser até trés vezes superiores a soma dos gastos com controle de outros
patogenos (BIRD, 2003). As boas praticas de manejo, como a rotagcdo de
culturas, ndo apresentam os resultados esperados devido ao aumento da area
de producao e dos habitos polifagos das principais espécies como M. incognita
e M. javanica (LOURENCO, 2014 apud TRUDGILL; BLOK, 2001). Visto que
estes métodos ndo apresentam a eficiéncia necessaria, o cultivo de variedades
naturalmente resistente vem sendo a melhor opcdo, mas a resisténcia se
restringindo a determinadas ragas vem sendo a maior dificuldade (NG'AMBI, et
al., 1999).

Com o advento da engenharia genética, utilizando-se de estratégias
moleculares que visam induzir resisténcia em plantas a diversos patdgenos,
vem se abrindo novos campos de estudos e possibilidades. O desenvolvimento
de plantas geneticamente modificadas (GM), com resisténcia a nematoides,
pode aumentar a produtividade, diminuir os custos e reduzir os impactos do
uso de nematicidas (LOURENCO, 2014).
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2. Objetivo

2.1 Objetivo Geral:

O objetivo deste projeto foi realizar a piramidagdo génica por meio do

cruzamento de plantas de tabaco GM para expressdao de dsRNA do gene

Isocitrato Liase com plantas expressando o dsRNA do gene hsp90.

2.2 Objetivos especificos

Multiplicar eventos GM de IL e hsp90
Genotipar individuos T3 de IL e hsp90 por PCR
Efetuar cruzamentos por polinizagao artificial
Propagar cruzamentos

Genotipar cruzamentos por PCR
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3. Revisao Bibliografica

3.1 Os Nematoides

O filo Nematoda é um dos grupos mais abundantes da biosfera,
podendo representar 80% do Reino Animalia (LOURENCO, 2014 apud PLATT,
1999). Ja foram descritas mais de 26.500 espécies sendo que mais de 4.100,
ou 15%, dessas sao parasitas de plantas e quase 12.000 de zooparasitas.
Contudo, podemos estimar um numero aproximado de 1 milhdo de espécies
(HUGOT, 2001; FERRAZ & BROWN, 2016).

Dos fitonematoides, endoparasitas sedentarios das raizes, os causadores de
maior dano na agricultura sdo pertencentes ao género Meloidogyne,
conhecidamente chamados de nematoides formadores de galhas (NFG).
Meloidogyne incognita, Meloidogyne javanica, Meloidogyne arenaria e
Meloidogyne hapla sdo as quatro espécies que correspondem a 95% das
infestacbes e 5% da perda da colheita anual (SASSER, et al., 1983). Embora
faltem dados atuais precisos sobre os danos causados e as perdas resultantes,
a estimativa de perda anual global devida a fitonematoides contida em artigo
publicado em 2011 dava conta de que tal valor ja excedia a 80 bilhdes de
ddlares americanos, o0 que, segundo alguns especialistas, ainda representa
montante abaixo do verdadeiro (FERRAZ; BROWN, 2016).

Os NFG tém seu desenvolvimento em 6 estadios fenolégicos separados
por ecdises: ovo, quatro juvenis (J1, J2, J3 e J4) e adulto (Figura 1). Este ciclo
de vida depende das condigdes ambientais e podem durar de 6 a 8 semanas
(LOURENCO, 2014).
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Figura 1: Ciclo de vida do nematoide Meloidogyne incognita.

Devido a intima e sofisticada interagdo molecular planta-nematoide os endoparasitas
sedentarios habitam o hospedeiro interna e permanentemente: (1) juvenil 2 eclode do ovo; (2)
juvenil 2 migra no solo, localiza e invade raizes; (3) formagao do sitio de alimentagao e ecdise
em juvenil 3; (4) ecdise em juvenil 4 e diferenciacao de desenvolvimento, formando macho de
vida livre em condigbes desfavoraveis ou fémea adulta parasita; (5) fémea adulta deposita ovos
em massa gelatinosa; (6) ovos séo liberados no solo ou continuam na raiz original,
completando o ciclo de vida (LOURENGCO, 2014).

3.2 Técnica do RNAI
O RNA interferente € um processo altamente conservador que ocorre
naturalmente nas células de organismos eucariéticos. Este evento promove a
degradagdo do mRNA antes de sua tradugdo (OBBARD, et al., 2009). Este
processo também é responsavel pela regulagao da expressao genica em varias
plantas (LOURENCO, 2014 apud LILLEY, et al., 2007).
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Através de vetores, sequéncias génicas para a expressdo do RNA fita
dupla (dsRNA) sao introduzidos nas plantas alvo. Estas sequéncias, chamadas
de construgcdes génicas, ou cassetes de expressdo, possuem uma regido
espacgadora ou intron entre duas sequéncias invertidas repetidas e o transcrito
resultante forma uma estrutura em forma de grampo, denominada hpRNA
(hairpin RNA = grampo de RNA) (LOURENCO, 2014 apud HIRAI, et al., 2007).

A partir do desenvolvimento e esclarecimento sobre este mecanismo de
silenciamento, a técnica de utilizacdo do RNAI tem se difundido e se tornado
uma excelente ferramenta para pesquisa basica, terapia génica melhorias

agrondmicas ou para resisténcia a pragas e patégenos (Tabela 1).

Tabela 1: Plantas geneticamente modificada para expressao de RNAi para diversos fins de
resisténcia e melhorias agronémicas.

Biomassa OsDWARF4 Arroz Feldmann (2006)
Carotenoides e Flavonoides DET1 Tomate Davuluri, et al.
(2005)
-Caraoteno e Licopeno SINCED1 Tomate Sun, et al. (2012)
Carotenoide Lycopene epsilon cyclase Colza Yu, et al. (2007)
Aumento da Vida de Prateleira a-Man/B- Hex Tomate Meli, et al. (2010)
Frutos sem Sementes Chalcone synthase Tomate Schijlen, et al. (2007)
Menor Quantidade de Gluten GluB Arroz Kusaba, et al.
(2003)
Cebola sem Lagrimas Lachrymatory factor synthase Cebola Eady, et al. (2008)
iLFSi
Bean Golden Mosaic Virus AC1 Feijao Bonfim, et al. (2007)
(BGMV)
Barley Yellow Dwarf Virus (BYDV) BYDV-PAV Barley Wang, et al. (2000)
Rice Dwarf Virus (RDV) PNS12 Arroz Shimizu, et al. (2009)
Turnip Yellow Mosaic Virus P69 Tabaco Niu, et al. (2006)
(TYMV)
Turnip Mosaic Virus (TuMV) HC-Pro Tabaco Niu, et al. (2006)
Helicoverpa armigera CYPAE14 Algodéao Mao, et al. (2007)
Corn rootworm V-ATPase A Maize Baum, et al. (2007)
Meloidogyne incognita Splicing factor and integrase Tabaco Yadav, et al. (2006)
Meloidogyne incognita 16D10 Arabidopsis  Huang, et al. (2006)

(Adaptado de AYUSHI, et al. 2015).

Com o sequenciamento do genoma de diversos nematoides, os possiveis
genes que compdem as vias de silenciamento estdo sendo identificados com
base na homologia com o nematoide de vida livre e organismo modelo
Caenorhabditis elegans. A identificagdo desses genes pode ajudar a esclarecer
os detalhes moleculares do mecanismo deste fendmeno tao observado em
nematoides parasitas de plantas (LOURENCO, 2014 apud LILLEY, et al.,
2012).
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A estratégia de producdo do dsRNA in planta tem elevada eficiéncia
para o controle, tanto dos NFG quanto aos NFC. Os sitios de alimentacao
destes parasitas geram um caminho ideal para entrada do dsRNA a medida
que o nematoide se alimenta na planta (Figura 2), permitindo que durante seu
ciclo de vida ocorra a absorg¢ao continua do dsRNA (LOURENCO, 2014).
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TRENDS in Biatechnalogy

Figura 2: Representagado esquematica da absorcédo de RNAi pelo nematoide

Os nematoides em estadio J2 conseguem perfurar a célula vegetal com seu estilete e criar seu
sitio de alimentacéo, onde ingere o siRNA, fragmentos do RNA clivados pela nuclease Dicer,
que sao absorvidos no tubo digestivo ocorrendo o silenciamento do gene-alvo (LOURENCO,
2014). Figura retirada de GHEYSEN e VANHOLME, 2007.

Para que ocorra o silenciamento génico em nematoides séo necessarios
altos niveis de expressédo de dsRNA. Um promotor capaz de gerar este nivel de
expressdo in planta € um dos varios fatores que interferem no sucesso da
técnica do RNAI para controle de nematoides, bem como para todas as outras

pestes que se alimentam dos tecidos (FAIRBAIRN, et al., 2007).

Quando genes-alvos estdo envolvidos em processos celulares

essenciais, a técnica do RNAI in planta se torna mais eficiente. Genes ligados
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ao parasitismo apresentam bons resultados, mas nao persistentes, pois varios
genes homologos acabam por substituirem suas fungées (LOURENCO, 2014
apud DALZELL, et al., 2011). Por estes motivos, os genes-alvo Isocitrato Liase
e hsp90 foram utilizados neste trabalho e nos anteriores a este projeto, ja que
sdo genes essenciais ao metabolismo e, quando silenciados in planta
demonstraram redugao de sucesso reprodutivo de M. incognita (LOURENCO,
2014).

3.3 Piramidacao
A piramidacdo génica se trata de uma estratégia de cruzamentos
direcionados em que se determinam quais plantas serdo doadoras das anteras
contendo os graos de polen e quais terdo os graos de polen depositados sobre
seu estigma, e se faz a polinizagéo artificial. E uma técnica utilizada para
formagao de hibridos, trazendo genes pertencentes a duas plantas diferentes

para uma unica.

Esta técnica tem como objetivo a combinagdo ou introdugcdo de
diferentes genes de resisténcia em uma unica cultivar, aumentando tanto o
espectro quanto a durabilidade da resisténcia (ARRUDA, 2009 apud
HITTALMANI, 2000). O conceito restrito de piramidagcao se refere ao acumulo
de genes para conferirem incompatibilidade a diferentes patétipos de um
mesmo patdgeno, aumentando a resisténcia e a tornando possivelmente mais
duravel. No conceito amplo da piramidagdo, se relaciona a introgressao
simultdnea de genes de resisténcia a distintos patdgenos, técnica
conhecidamente chamada de resisténcia multipla (ARRUDA, 2009 apud
PEDERSEN; LEATH, 1988).

Neste trabalho utilizaremos o conceito de piramidagéo restrita, ou seja,
os dois genes introduzidos na planta estardo influenciando negativamente o
mesmo patdgeno, e por se tratarem de genes essenciais a uma vasta gama de
fitonematoides de diferentes racas e espécies, o conceito amplo da

piramidagao também é viavel.
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3.4 Gene Isocitrato Liase

Ovos de NFG dormentes podem durar varios meses, uma vez que 0O
metabolismo esta muito lento. Porém, quando ocorre quebra de dorméncia de
ovos, induzida por fatores ambientais e presenca de planta hospedeira, estes
passam pelo processo de embriogénese gerando o J1, que apds a primeira
ecdise, sofre metamorfose para o J2, que eclode em busca de raizes. Apos
penetracdo e migragdo nas raizes, o parasitismo é estabelecido com a
formacao de células gigantes multinucleadas e, apenas apds todas essas
etapas, que podem durar semanas, o nematoide se alimenta. Durante este
periodo, sdo utilizadas reservas lipidicas, encontradas em forma de granulos
no interior do copo do nematoide (Figura 3), para obtengdo de energia e

manutengao do metabolismo (BIRD, 2003).

Figura 3: Juvenil de segundo estadio de Meloidogyne incognita recém-eclodido

As setas indicam um grande numero de graos de lipidios que promovem reservas energéticas
antes de uma raiz hospedeira ser localizada e ter sua alimentagao iniciada. O (S) é o estilete
completamente retraido. Figura retirada de BIRD e KALOSHIAN, 2003.

O ciclo do glioxilato € uma via alternativa de metabolismo de acetil-CoA,
que ocorre em plantas e em alguns microrganismos, transforma lipideos em
carboidratos, como acidos graxos em glicose. Esta via metabdlica esta
presente nos nematoides, que provavelmente sdo os unicos seres do Reino
Animalia que o utilizam, e é fundamental para periodos em que ficam sem se
alimentar (LOURENCO, 2014 apud MCCARTER, et al., 2003).
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Um gene homodlogo a Isocitrato Liase, em C. elegans, é requerido para
regular a longevidade e promover o desenvolvimento embrionario normal dos
nematoides. O isolamento e utilizagdo do fragmento génico de Isocitrato Liase
como gene-alvo se deve ao fato da via metabdlica do glioxalato ndo esta
presente em vertebrados (LOURENCO, 2008), evitando efeitos cruzados
indesejados ao consumidor, além de terem sido demostrado reducédo do
sucesso reprodutivo do nematoide (LOURENCO, 2014).

3.5 Gene Proteina de Choque Térmico 90 — hsp90
O segundo gene selecionado foi a HSP90, proteina que esta envolvida
na modulacado de outras proteinas e vias de sinalizagdo. Sao requeridas para
varias fungdes celulares, como: ativagdo e regulagdo de receptores de
esteroides, proteinas quinases, varios fatores de transcricdo, além de participar
do transporte vesicular e regulagdo da telomerase (LOURENCO, 2014 APUD
PEARL; PRODROMOU, 2006).

Em C. elegans altas expressées do gene homodlogo ao HSP9O, a
proteina DAF-21, foram responsaveis por alteracdes no desenvolvimento de
gbnadas da vulva e maturagédo dos odcitos. (GILLAN, et al., 2009). A DAF-21
também foi responsavel por morte embriogénica e mutagdes morfolégicas
durante a oogénese (PIANO, et al., 2000). Varios outros estudos demonstraram
defeitos em células musculares em nematoides (GAISER, et al., 2011),
variedade de fendtipos, como patas e olhos deformados, anomalias nas asas,
térax e cerdas em Drosophila melanogaster (LOURENCO, 2014 apud
RUTHERFORD; LINDQUIST, 1998), a inibicdo da proteina HSP90alphal
incide na formagédo da ultraestrutura miofibrilar do musculo esquelético em

embrides em de peixe-zebra (DU, et al., 2008).

Esta proteina foi escolhida como gene-alvo pelos diversos estudos
apontando significativos efeitos deletérios, principalmente no desenvolvimento
de embrides e na formacdo das estruturas musculares, além da verificada

reducéo do sucesso reprodutivo em M. incognita (LOURENCO, 2014).
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3.6 Ponto de Inicio

Experimentos anteriores vinham sendo conduzidos pelo grupo de
pesquisa do Laboratério de Interagdo Molecular Planta-Praga, liderado pela
Dra. Maria Fatima Grossi de S3, localizado na Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia. Genes-alvo Isocitato Liase (IL) e Proteina do Choque Térmico
90 (HSP90) foram selecionados por FRAGOSO (2006), o fragmentos génicos
foram isolados e suas construgcbes de RNAIi subclonadas por LOURENCO,
(2008), as plantas de tabaco foram transformadas, genotipadas e tiveram a
inducdo da resisténcia avaliada e publicada como resultado de tese de
doutorado por LOURENCO (2014) e ainda publicado em formato de artigo
cientifico por LOURENCO-TESSUTTI, et al., (2015).

Foram disponibilizados 5 eventos de transformagdo IL e outros 5
eventos de HSP90, todas em geragao T3, isto é, foram autofecundadas por
trés geracgdes. Estas autofecundagdes garantem a presengca de multiplas
copias dos genes em diversas partes do genoma, evitando possiveis plantas

nao transformadas ou com copias somente em um dos cromossomos.

Anteriormente LOURENCO (2014) havia realizado a validagcdo dos
genes-alvo e concretizou as transformagdes genéticas por Agrobacterium
tumefaciens, realizando o bioensaio com a ragca 2 do fitonematoide M.
incognita. Os resultados positivos para o uso destes genes levou ao interesse
no possivel efeito sinérgico que o silenciamento de ambos os genes podem vir

a ter.
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4. METODOLOGIA

4.1 Cultivo
O cultivo de plantas de tabaco GM previamente transformadas para

expressdo de RNA dupla fita de genes essenciais de M. incognita IL e hsp90
(LOURENCO-TESSUTTI, et al.,, 2015) foram propagadas até a segunda
geragéao transgénica (T2). A partir de sementes T2 foi feito a germinagéao das
sementes das linhagens transgénicas. As sementes passaram por um
processo de desinfestagao utilizando alcool 70% por 5 min, hipoclorito de sodio
1,5% por 20 min, seguidos por 5 lavagens em agua bidestilada ultrafiltrada
(milli-q) e permanecem em ambiente estéril até a secagem. Apds este processo
de desinfestacdo, as sementes foram dispersas em meio Murashige e Skoong
(MS) seletivo contendo o antibiético canamicia na concentracéo final 300 pg/mL
em placas de cultivo. Neste meio, somente plantas GM com resisténcia ao
antibiético aplicado conseguem se desenvolver completamente.

Depois de aproximados 20 dias da germinagdo, as plantulas foram
transferidas para magentas, onde permaneceram por mais 30 dias. Durante
este tempo, cada planta € genotipada individualmente por teste PCR para
confirmacgé&o do transgene.

Com as plantulas ja desenvolvidas e com os genes presentes, foi feita a
transferéncia para copos plasticos descartaveis de 300 mL contendo solo
autoclavado. Estas plantas foram entdo levadas a casa de vegetacéo (Figura

4) para completarem seu ciclo.
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Figura 4: Plantas de tabaco em Casa de Vegetagao

4.2 Cruzamentos
Com aproximadamente 50 dias em casa de vegetagdo ocorre o surgimento

dos primeiros botdes florais, o estadio Sl. Estes botdes florais foram isolados
por saquinhos de papel pardo por uma semana, até as flores quase se abrirem,
no estadio IA (Figura 5). Apds este periodo foi coletado, em microtubos
(eppendorfs), o polen dos estames das flores que se abriram, no estadio MA.

Os estadios fenoldgicos foram descritos por KNIES, et al., (2011).

Figura 5: Flores de N. tabacum no estadio MA.
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As flores que permaneceram fechadas tiveram sua lateral cortada com a
utilizagcdo de um bisturi, com cuidado para n&o atingir a base e nem o estigma
da flor. Os estames destas flores, ainda sem podlen, foram cuidadosamente
removidos e o podlen coletado anteriormente, proveniente da linhagem
desejada, foi utilizado no estigma desta flor. Estas flores foram entéo isoladas
com novos sacos de papel pardo até a formagao dos frutos (Figura 6) e coleta

das sementes.

Figura 6: Frutos de N. tabacum.

4.3 Extracdo do DNA
Para realizar a extragdo do DNA vegetal das plantas de tabaco foram

coletados dois discos foliares e armazenados em nitrogénio liquido. Estes
discos foram triturados com nitrogénio em microtubos e a eles foram
adicionados 400 pL de solugdo CTAB. Seguidamente foi feita a incubagéo a
60°C por 1 hora e ap6és estes tempo foi adicionado 400 pL clorofil gelado (24:1

cloroférmio:alcool isoamilico). O préximo passo foi uma centrifugagéao por 5 min
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a 4000 rpm, onde o sobrenadante foi coletado e a ele adicionado 400 uL de
clorofil € novamente centrifugado nas mesmas condi¢cées. Apds a segunda
centrifugacéo foi coletado o sobrenadante e adicionado isopropanol gelado que
deve ser homogeneizado e deixado em descanso por 16 horas, seguido de
uma centrifugacédo de 10 min a 4000 rpm. O préximo passo foi cuidadosamente
descartar o sobrenadante e adicionar ao precipitado (pellet) o tampao de
lavagem e seguir mais 15 min em descanso. A seguir foi feita uma nova
centrifugacéo, 5min a 4000 rpm, e o sobrenadante foi cuidadosamente retirado.
O microtubo deve permanecer aberto para a total secagem e em seguida o
DNA foi ressuspendido em 40 yL de agua Mili-q e, ao microtubo, foi também

adicionado 1 uL de RNase A que teve que agir por 1 hora a 37°C.

4.4 Genotipagem por PCR
A genotipagem foi feita utilizando o DNA extraido das plantas de

interesse e com a utilizagdo de primers previamente definidos para os genes
que visamos amplificar.

Na PCR foi utilizado: o DNA das plantas, os primers para cada gene, a
enzima Taq DNA polimerase, desoxinucleotideos trifosfato (dNTP), tampéao,
magnésio e agua mili-q. O gel de para corrida das amostras foi feito utilizando

1% de agarose.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Cruzamentos e Propagacéo
Em estudo anterior, foram gerados 5 eventos TO de tabaco GM

expressando dsRNA de cada gene-alvo (HSP90-1, -2, -4, -5 e -6; IL-1, -2, -3, -4
e -6) e autofecundados para geracao de T1 correspondente. Bioensaios foram
conduzidos com 10 individuos de cada familia T1 e comparados com tabaco
SR1 néo transformado (NT), como controle. Os 2 melhores eventos de cada
gene-alvo silenciado (hsp90-1, hsp90-5, IL-1 e IL-3) foram autofecundados e
propagados a T2, gerando assim 4 subfamilias (hsp90-1.1, -1.2, -1.3 e -1.4;
hsp90-5.1, -5.2,-5.3 e -5.4; IL-1.1,-1.2,-1.3 e -1.4; IL-3.1, -3.2, -3.3 € -3.4). Um
segundo bioensaio com 8 individuos de cada sub-familia foi conduzido
resultando em maior redugdo com o silenciamento de IL e reducao igual ou
menor com o silenciamento de hsp90, talvez devido a segregacdo do
transgene (LOURENCO-TESSUTTI et al., 2015).

O cruzamento foi realizado com sucesso, implementando um protocolo
eficiente para o cruzamento artificial de plantas de N. tabacum, além da
otimizagao do cultivo e manejo destas plantas.

Inicialmente possuiamos a disposicdo os eventos de plantas parentais
em T3 conforme a Tabela 2. Com estes eventos foram germinadas 5 plantas
de cada e a partir destas plantas os cruzamentos foram realizados conforme a
Tabela 3. Nem todos os eventos possuiram cruzamentos viaveis, devido
principalmente a floracdo dessincronizada, sendo a queda das flores
polinizadas e frutos com poucas sementes outros fatores que impediram um
maior numero de cruzamentos. As sementes dos cruzamentos foram coletadas
e algumas germinadas para que fossem autofecundadas, visando a aderéncia
dos genes em ambos 0s cromossomos € evitando a segregagao dos genes,

devido a meiose, nas geragdes futuras.

Tabela2: Eventos de transformacgao disponiveis

Genes Eventos

IL 3.1 3.2 33 34 5.5 6.4

hsp90  |1.2 13 1.4 5.2 5.3 5.5
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Tabela 3: Cruzamentos de eventos realizados com sucesso

IL X hsp90
31 X 1.2
3.2 X 1.2
3.2 X 1.4
3.3 X 1.4
3.3 X 5.5
5.5 X 5.5

5.2 Genotipagem por PCR
Durante o experimento foram dadas letras alfabéticas para identificar as

familias de cruzamentos (Tabela 4), as avaliagdes para presenca dos genes
foram obtidas por visualizagdo do fragmento génico amplificado em gel de
agarose 1% (Figuras 7, 8, 9, e 10). As demais familias n&o obtiveram numero

de descendentes transformados suficientes e foram descontinuadas.

Tabela 4: Cruzamentos de eventos e suas identificagdes para PCR

ILxhsp90 Identificacao
3.1x1.2 F
3.2x1.2 G
3.2x1.4 H
3.3x1.4 K
3.3x5.5 J
5.5x5.5 M

A genotipagem por PCR dos cruzamentos foi assegurada pela
visualizagdo de amplificagdes de fragmentos génicos nas Figuras 7, 8, 9, e 10.
A banda de aproximados 700 pb corresponde ao gene hsp90, enquanto a

banda de aproximadamente 300 pb corresponde ao gene IL.
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Figura 7: Gel com amplificag6es de fragmentos génicos de plantas da familia F

Avaliagao para presenca de genes HSP 90 e IL. Eletroforese em gel de agarose 1% dos
produtos de PCR. Marcador de massa molecular 1kb ladder plus da Invitrogen ™.

Figura 8: Gel com amplificagdes de fragmentos génicos de plantas da familia G
Avaliagao para presenga de genes HSP90 e IL. Eletroforese em gel de agarose 1% dos

produtos de PCR. Marcador de massa molecular 1kb ladder plus da Invitrogen ™.

29
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Figura 9: Gel com amplificag6es de fragmentos génicos de plantas da familia F e H
Avaliacao para presenga de genes HSP 90 e IL. Eletroforese em gel de agarose 1% dos

produtos de PCR. Marcador de massa molecular 1kb ladder plus da Invitrogen ™.

120.1 K1 K3 K4 K6 K9 K10K11K12

R sl - e g -

K13 K14 KIS K16KI7K18 K19 K20L1 L2 13 L6 M1 M3 M6 M7 M8 M1l M14MI5M16 M18M19M20
g LR B 1 H
T LR a " B "

Figura 10: Gel com amplificagdes de fragmentos génicos de plantas da familia J, K,Le M

Avaliagao para presenca de genes HSP 90 e IL. Eletroforese em gel de agarose 1% dos

produtos de PCR. Marcador de massa molecular 1kb ladder plus da Invitrogen ™.



31

6. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

A obtencdo de plantas hibridas, possuidoras dos dois cassetes de
expressao de dsRNA, por estratégia de cruzamento foi concluida e se mostrou
eficiente, diminuindo os gastos com outras alternativas de transformacao. Estes
gastos poderiam incluir a construgdo de novos vetores, sendo que a cada gene
incluido ao vetor aumentaria o numero de pb, o que dificultaria a transformacao
tanto da Agrobacterium, quanto da planta, jA que a probabilidade de

transformacao é inversamente proporcional ao tamanho do plasmideo.

Foram obtidos ao todo seis cruzamentos com quantidade de plantas e

sementes suficientes para multiplicacéo e utilizagao durante bioensaios.

Como futuro deste projeto € proposta uma sequencia de bioensaios com
as plantas obtidas durante este experimento. Uma avaliagao por gPCR, para
garantir que as plantas cruzadas estardo realmente expressando os genes

quando forem infectadas por nematoides.
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