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RESUMO

O fitonematoide Meloidogyne incognita € considerado um dos patdégenos de
plantas mais relevantes devido a sua distribuicdo mundial e os danos severos
causados a varias culturas importantes agronomicamente. Praticas
agrondmicas tém tido geralmente pouco sucesso e alto custo, sendo o cultivo
de variedades resistentes, quando existentes, a forma mais eficiente de
controle. Uma estratégia alternativa promissora é a transformacao genética de
plantas para expressdo de moléculas que afetem o0 metabolismo e
desenvolvimento do nematoide. No presente trabalho foram selecionados dois
genes-alvo homologos a genes essenciais do nematoide modelo
Caenorhabditis elegans para silenciamento génico de M. incognita in planta:
Isocitrato liase e hsp90. Visando a validacdo desses genes, para o controle
deste fitonematoide, os fragmentos génicos foram isolados e clonados em um
vetor binario para expressdo de dsRNA in planta. Plantas transgénicas de
Nicotiana tabacum contendo as constru¢cdes de RNAI foram obtidas através de
transformacao via Agrobacterium tumefaciens. As plantas expressando dsRNA
de hsp90 apresentaram uma atraso na formacéo de galhas e menor nimero de
células gigantes, observado aos 14 DAIl. Os bioensaios com as plantas de
tabaco GM nas geracdes T1 e T2 mostraram os efeitos do silenciamento dos
genes-alvo na reproducdo do nematoide. Os testes de resisténcia mostraram,
45 DAI, uma reducdo media de 65% nos ovos por grama de raiz nas plantas
expressando dsRNA de Isocitrato liase e reducdo média de 30% nas plantas
expressando dsRNA de hsp90. A analise do silenciamento de hsp90 em ovos

coletados das plantas expressando dsRNA foi confirmada por gRT-PCR. Em
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conclusao, genes-alvo com efeitos essenciais foram encontrados, exercendo
papel importante no desenvolvimento e reproducdo do nematoide. Portanto,
essa metodologia pode ser utilizada como uma ferramenta biotecnologica para
inducdo de resisténcia ao fitonematoide M. incognita em grandes culturas de

interesse comercial.
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ABSTRACT

The phytonematode Meloidogyne incognita is considered the most important
plant pathogen, because its worldwide distribution and the severe damage
caused to a large variety of agronomically important crops. The phytopathogen
has a life cycle that is divided in six developmental stages (Egg, Juvenile 1-4,
Female) that can persist for 6 to 8 weeks. The Juvenile 2 enters the root using
mechanical force and enzymatic degradation to establish the plant-pathogen
interaction that finally differentiates in female that deposit 2,000 eggs. Current
agronomic practices have usually been unsuccessful and expensive, so the
cultivation of resistant varieties is actually the most efficient way to control
nematodes. In this work, we selected target genes for silencing homologues
lethal genes of the model nematode Caenorhabditis elegans. Aiming validation
of these target genes, the fragments were isolated, cloned in RNAI binary vector
for tobacco transformation via Agrobacterium tumefaciens. After this, tobacco
seeds were collected and genotyped to select the transformed ones. Bioassays
on GM tobacco showed the effects of silencing in the nematode reproduction.
The resistance tests conducted with GM tobacco at 45 DAI showed a reduction
of 65% Iin eggs per root gram in transgenic lines of Isocitrate lyase and 30% in
transgenic lines of hsp90. In conclusion, we found new target genes that
showed deleterious phenotype in nematodes. Therefore, this methodology can
be used as a promising biotechnological tool to induce nematode resistance in

GM crops.
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1 - INTRODUCAO

1.1. Introducao Geral

No Brasil a agricultura € um dos principais pilares da economia, sendo
as principais culturas produzidas: algodao, soja, milho, feijdo, café e cana-de-
acucar (CONTINI, 2006a). Em 2011, o Produto Interno Bruto do agronegdcio
brasileiro avancou 5,73%, totalizando 942 bilhdes de reais. Essas culturas vém
contribuindo cerca de 25% do PIB nos ultimos dez anos (CONTINI, 2006b),
com tendéncias a aumentar, além de gerar, direta e indiretamente empregos na
cadeia de producdo ou em derivados (AVELLAR, 2006). A maioria dessas
culturas é plantada em grandes &reas e principalmente em monocultivo, sendo
a producdo afetada pelo ataque de pragas e patdgenos. Os principais
causadores de doencas em plantas sdo: insetos, fungos, bactérias, virus e

nematoides.

Os nematoides sdo seres muito abundantes e diversificados, podendo
representar 80% dos individuos do reino Animalia (PLATT, 1999), com
estimativas de cem mil a um milhdo de espécies (DE LEY ;BLAXTER, 2002)
compondo o filo Nematoda. A maioria dos nematoides € de vida livre e se
alimentam de algas, bactérias, fungos ou até mesmo de outros nematoides.
Um segundo grupo compreendem os nematoides parasitas, que parasitam
hospedeiros de diferentes filos e reinos. Dentre os parasitas, existem o0s
fitonematoides, que estdo distribuidos globalmente e exercem um impacto
econdbmico severo na agricultura através da infestacdo de culturas

agronomicamente importantes (LILLEY, et al., 2012). Em 1987, o prejuizo
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mundial estimado causado por esses fitonematoides foi de 70 bilhdes de
dolares (SASSER ;FRECKMAN, 1987), em 2008 estima-se que esse prejuizo
chegou a cerca de 157 bilhdes de dolares (ABAD, et al., 2008).

Atualmente, existem quatro principais formas de controle de
fitonematoides: controle quimico, controle biolégico, préticas de manejo e
quarentena. No entanto, nenhuma dessas praticas vem obtendo sucesso
suficiente. A principal forma utilizada € o cultivo de variedades naturalmente
resistentes, que apresenta dificuldade devido ao fato dessa resisténcia ser
restrita a determinadas racas de fitonematoides (NG'AMBI, et al., 1999). A
segunda forma é o controle quimico, que aplica o uso de nematicidas
sintéticos. Esse tipo de abordagem tem alto custo, além de apresentar riscos
de contaminagdo para o meio ambiente e de intoxicacdo do agricultor e
consumidor (JEYARATNAM, 1990). Além disso, como 0s nematoides passam
a maior parte do seu ciclo de vida no interior das raizes, a acdo da maioria dos
nematicidas é dificultada. Em relacdo a agrotéxicos, estima-se que o custo para
o controle de fitonematoides pode chegar a trés vezes a soma dos gastos com
insetos, fungos e plantas daninhas (BIRD, 2003). A metodologia de rotacéo de
cultura ndo vem demonstrando resultados efetivos em virtude da utilizagéo
inadequada do solo, aumento da area de producao e principalmente devido aos
habitos polifagos das principais espécies como M. incognita e M. javanica

(TRUDGILL ;BLOK, 2001).

Considerando que os programas de melhoramento genético encontram
certas dificuldades para geracdo de variedades resistentes em varias plantas
hospedeiras, um grande potencial pode ser reconhecido na engenharia

genética (WILLIAMSON ;KUMAR, 2006). Por isso, estratégias moleculares
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visando a transformacao genética de plantas tém sido propostas nos ultimos 15
anos a fim de induzir resisténcia em plantas de forma eficiente, ou seja,
minimizando o custo de producao e os riscos ambientais. O desenvolvimento
de plantas GM resistentes a nematoides poderia aumentar a produtividade das
lavouras e reduzir consideravelmente o impacto causado pelo uso de
nematicidas. A busca por genes essenciais do patdgeno que possam ser
silenciados via RNAIi e, consequentemente, impedir o desenvolvimento do

nematoide, € uma estratégia promissora que vem sendo bastante estudada.

1.2. O filo Nematoda e os fitonematoides

O filo Nematoda constitui um dos grupos mais difuso de animais na
terra. Em termos de numeros de individuos, constituem um grupo muito
abundante: quatro de cinco animais na biosfera sdo nematoides (BALDWIN JG,
1999). Apesar de serem organismos microscopicos, este grupo de animais
multicelulares é capaz de explorar uma grande variedade de habitats, como os
oceanos, agua doce, solo, vivendo como parasitas de plantas e animais, ou
mesmo em condi¢cdes extremas, como em solos Antarticos. Por um longo
tempo, o estudo das formas parasitarias de nematoides foi realizado devido a
elevada importancia econdémica que eles assumem nas areas médicas,
veterinarias e agricolas. No entanto, o filo Nematoda contém uma variedade de
espécies com diversos ciclos de vida e tipos de alimentacdo, tornando-os
extremamente importante nos diferentes ecossistemas (YEATES, et al., 1993).
Em ecossistemas terrestres, nematoides que se alimentam de micro-

organismos, conjuntamente com outra microfauna, possuem um papel
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fundamental na teia alimentar de decomposicdo de matéria organica, nutrientes
e detritos no solo. Outras espécies sdo parasitas de plantas, vertebrados,
invertebrados ou predadores de pequenos organismos, caracteristicas que 0s
tornam extremamente adequados como bioindicadores (YEATES, et al., 1993;
BONGERS ;FERRIS, 1999).

Antigamente, a divisdo do Filo era feita baseada em taxonomia classica.
Entretanto, com o advento das técnicas de biologia molecular houve uma maior
facilidade e capacidade de melhor compreensao da filogenia do Nematoda.
Como resultado, o filo foi subdividido em duas classes: Enoplea e
Chromadorea, que incluem trés subclasses e dezessete ordens (DE LEY P,
2006). Foram descritas aproximadamente 27.000 espécies sendo 4.500
parasitas de plantas, 11.500 parasitas de animais e 14.000 de vida livre
(HUGOT J-P, 2001). No entanto, o0 numero de espécies existentes pode chegar
a um valor muito mais elevado, variando de 100.000 a 1 milhdo (LAMBSHEAD,
1993; BALDWIN JG, 1999).

Baseado em filogenia molecular, os nematoides parasitas de plantas
evoluiram independentemente pelo menos trés vezes, duas vezes na classe
Enoplea e uma vez na classe Chromadorea (BLAXTER ML, 1998; ML., 2002).
Apesar do parasitismo geralmente ser reportado como tendo evoluido de
ancestrais de nematoides de vida livre, a origem precisa de cada grupo

parasita do Filo Nematoda é desconhecida (BLAXTER ML, 1998).
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1.3 Fitonematoides endoparasitas sedentarios

Os fitonematoides endoparasitas sedentarios mais danosos sao
agrupados em trés géneros: Meloidogyne, também chamados de nematoides
formadores de galhas (NFG), Heterodera e Globodera, chamados de
nematoides formadores de cisto (NFC) (SASSER, 1980). Quatro espécies sado
responsaveis por 95% das infestacbes por NFG em areas agricolas no mundo:
Meloidogyne incognita, Meloidogyne javanica, Meloidogyne arenaria e
Meloidogyne hapla. Dentre os NFG, a espécie Meloidogyne incognita, devido a
sua distribuicdo mundial (SASSER, et al., 1983; TRUDGILL, 1995), reproducéo
apomitica e vasta gama de plantas hospedeiras (JEPSON, 1987; EHWAETI, et
al., 1999), é provavelmente o patégeno mais importante de plantas cultivadas.
Patdégenos de solo séo de dificil controle e os NFG possuem dificuldades ainda
mais particulares devido a sua vasta gama de hospedeiros, curto ciclo de vida
e altas taxas reprodutivas (TRUDGILL ;BLOK, 2001). Esses fitonematoides
induzem a formacao de sitios de alimentacdo especializados nas raizes das
plantas, os quais dao suporte para o desenvolvimento e reproducédo durante o

ciclo de vida (GHEYSEN ;VANHOLME, 2007).

O desenvolvimento e a reproducdo dos nematoides dependem do
estabelecimento de sitios de alimentacdo especializados na raiz da planta
hospedeira e, por esse motivo, 0s hematoides ndo matam as células das quais
se alimentam (ABAD, et al., 2003). Para estabelecer essa relacdo de
parasitismo, esses parasitas induzem a rediferenciacdo celular, que leva a
formacdo de células multinucleadas denominadas sincicio em NFC e células

gigantes em NFG.
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O sincicio e as células gigantes possuem a mesma funcdo de dar
suporte nutritivo aos nematoides, mas diferem em estrutura e mecanismo de
formacao. O sincicio é iniciado pelo juvenil de segundo estadio (J2) a partir de
uma Unica célula procambial, do periciclo, da endoderme ou do parénquima
cortical e se expande dentro ou ao longo do cilindro vascular através da
dissolucédo da parede celular das células adjacentes. Isso resulta na formacéo
de um Unico complexo multinuclear e hipertrofiado em contato préximo ao
xilema e floema (FUDALI, et al., 2008). Em contraste, os J2 do género
Meloidogyne spp. selecionam de 5 a 7 células do parénquima que sao
induzidas a realizar varias mitoses sem citocinese para formar células grandes
e multinucleadas, das quais os nematoides se alimentam (DE ALMEIDA

ENGLER, et al., 1999).

A formacdo de ambos os sitios de alimentagdo requer uma mudanca
substancial no desenvolvimento da raiz que surge de modificacBes extensivas
no padrdo de expressao génica da planta hospedeira (GHEYSEN ;FENOLL,
2002). Esse processo € iniciado pelas secrecfes das células da glandula
faringeal que sao introduzidas nas primeiras células do sitio de alimentacéo
pelo estilete. O estabelecimento e manutencdo do sitio de alimentacdo sao

fundamentais para a sobrevivéncia dos nematoides endoparasitas (LILLEY, et

al., 2012).

O ciclo de vida dos NFG consiste de seis estadios fenoldgicos: ovo,
quatro juvenis (J1, J2, J3 e J4) e fémea (Figura 1). Os diferentes estadios sédo
separados por ecdises, quando ocorre a substituicdo da cuticula. Um ciclo
completo leva de 6 a 8 semanas, dependendo das condicbes ambientais.

Depois de penetrar na zona de elongacéo da raiz da planta hospedeira, o J2pp
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usando forga mecénica do estilete e degradacdo enzimatica da parede celular
e lamela média migra pelo cilindro vascular, modifica células vegetais, que sdo
diferenciadas em sitios de alimentagdo. Estas células podem atingir um
tamanho até 400 vezes maior que uma ceélula normal da raiz e apresentam
cerca de cem nucleos poliploides (VAN DER EYCKEN, et al., 1996; GHEYSEN
;FENOLL, 2002). Apés sucessivas ecdises, 0 J2 se diferencia em J3 e J4,
assumindo uma forma salsichdide. Quando em condi¢cdes desfavoraveis de
parasitismo, o J4 se diferencia em macho adulto, vermiforme e abandona a
raiz. Por outro lado, quando a interagdo molecular planta-nematoide é
favoravel, ocorre a diferenciacdo do J4 em fémea adulta que completa seu ciclo
de vida, geralmente um més, depositando em torno de 2.000 ovos
(WILLIAMSON ;GLEASON, 2003). A reproducdo de M. incognita se da
exclusivamente por partenogénese mitética, o que pode estar relacionado com
a ampla gama de hospedeiros que a espécie apresenta (TRUDGILL ;BLOK,

2001).
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Figura 1. Ciclo de vida do nematéide Meloidogyne incognita (Adaptado de ABAD e
colaboradores 2013) Devido a intima e sofisticada interacdo 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) formacgdo do sitio de
alimentacéo e ecdise em juvenil 3; (4) ecdise em juvenil 4 e diferenciacdo de desenvolvimento,
formando macho de vida livre em condi¢cdes desfavoraveis ou fémea adulta parasitas; (5)
fémea adulta deposita ovos em massa gelatinosa; (6) ovos séo liberados no solo ou continuam

na raiz original, completando o ciclo de vida.
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1.3. Interferéncia mediada por RNA (RNAI)

O mecanismo de RNA interferente (RNAi) € um fenbmeno que ocorre
naturalmente nas células em diversos organismos eucarioticos. E um processo
altamente conservado, que promove o silenciamento de genes antes que
ocorra sua traducdo, via degradacdo do mRNA (OBBARD, et al., 2009). Tal
processo, descrito primeiramente em plantas, foi denominado como

silenciamento génico pos-transcricional, ou PTGS (JORGENSEN, et al., 1996).

Em plantas, acreditava-se inicialmente que o mecanismo de RNAI era
apenas utilizado como defesa contra efeitos da movimentacédo de transposons,
ou ainda, contra infeccdo por virus (VOINNET, 2001; WATERHOUSE, et al.,
2001). Entretanto, sabe-se que esse processo participa de forma integral na
regulacdo da expressao génica em varias plantas e outros eucariotos (LILLEY,

et al., 2007).

A primeira descri¢cao de silenciamento génico em animais, assim como
sua melhor compreenséo, foi obtida em Caenorhabditis elegans, nematoide de
vida livre e organismo modelo (FIRE, et al., 1998). Nesse estudo foi constatado
que os efeitos dos RNAs dupla fita (dsSRNA) nos nematoides puderam ser
observados em células distantes e também na progénie, indicando que as
células possuem um mecanismo de transporte. Diante disso, esses autores
concluiram que o fendmeno de RNAI em nematoides é induzido por RNA dupla

fita, sistémico ehereditario.

A via de RNAiI em nematoides apresenta um processamento inicial
comum que se desdobra em quatro etapas funcionais (Figura 2) (ROSSO, et

al., 2009). Na fase inicial a molécula de RNA fita dupla é reconhecida pelo
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complexo DICER (“dsRNA-specific RNase llI-type endonuclease”). O dominio
RNaselll ATP-dependente desse complexo cliva o dsRNA em pequenos
fragmentos de 21-25 pares de bases, denominados siRNAs (“small interfering”
RNA). Esses siRNAs primarios possuem grupos monofosfatados nas
extremidades 5 e dois pares de bases livres nas extremidades 3’ e sao

destinados aos quatro caminhos possiveis.

Primeiramente, os siRNAs séo separados em fitas simples e somente a
fita antisenso é incorporada ao complexo de silenciamento induzido por RNA,
RISC (“RNA-induced silencing complex”). O complexo RISC, agora ativado,
reconhece o transcrito alvo como resultado de um pareamento de bases entre
0 SiRNA fita simples e 0 mMRNA complementar. Por fim, 0 mRNA é clivado em
varios fragmentos e, subsequentemente, degradado pela atividade
exonucleasica do complexo RISC, levando ao silenciamento génico. O
segundo destino possivel € conhecido como fase de amplificacdo do
silenciamento. Algumas moléculas de siRNAs fita simples agem como
iniciadores de polimerizacdo, se ligando a uma enzima RNA polimerase
dependente de RNA (RdRp). Usando o mRNA como molde, a RdRp gera
novas moléculas de dsRNA especificas, que re-iniciam a geracdo de mais
siRNAs, amplificando exponencialmente o efeito de silenciamento génico. Os
siRNAs sdo mais eficientes na inducéo do silenciamento, possivelmente devido
a sua associacdo com proteinas argonautas, em particular CSR-1 que tem
destacada atividade “slicer” (AOKI, et al., 2007). O terceiro destino é a
migracdo das moléculas de siRNA para células vizinhas, o que leva a uma
resposta sistémica do silenciamento génico. O quarto destino dos siRNA é o

nacleo, onde modificacdes na cromatina acarretam em silenciamento génico
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pré-transcricional, podendo ter efeito hereditdrio em funcdo de alteracdes

epigenéticas.

Nos ultimos anos, com o advento da disponibilizacdo do genoma de
diversas espécies, aconteceu um amplo crescimento nas aplicacdes dessa
metodologia para o entendimento da fungdo génica tanto em animais quanto
em plantas. Dessa forma, essa técnica vem sendo muito utilizada para estudos
de genbmica funcional e também para manipulacdo da expressdo de genes-

alvo.
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Figura 2. Via de geracdo de siRNAs e silenciamento génico.

O complexo DICER se liga aos

dsRNAs que séo clivados em fragmentos de 21-25 pb. Esses siRNAs possuem quatro

destinos: sdo acoplados ao complexo RISC ativando o0 mesmo, que leva ao reconhecimento do

mRNA alvo e sua posterior degradacdo; servem de iniciadores para geracdo de novas

moléculas de dsRNAs por RdRPs; sdo transportados para o ndcleo desencadeando o

silenciamento a nivel transcricional ou sédo transportados de célula em célula através do

complexo transmembranico SID-1, desencadeando o silenciamento sistémico. Figura retirada

de ROSSO et al., 2009.
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1.4. O uso do RNAi em plantas de interesse comercial

O desenvolvimento da técnica de RNA interferente permitiu o
entendimento sobre a fungdo de certos genes e a regulagdo dos mesmos
associados a diferentes vias metabdlicas que controlam caracteristicas
importantes e, por conseguinte, levou obtencdo de plantas transgénicas para
determinada caracteristica desejada (KATOCH ;THAKUR, 2013). Em plantas, a
interferéncia mediada por RNA é induzida pela introducdo de vetores que
transcrevem uma fita dupla de RNA (dsRNA) (HORIGUCHI, 2004). A escolha
da metodologia de transformacéo é um dos fatores cruciais para o sucesso em
plantas. Dentre elas, a transformacéo via Agrobacterium tumefaciens é a mais
utilizada, além de bombardeamento e eletroporacdo. Os efeitos do
silenciamento do RNA podem ser modulados dependendo da arquitetura da
construcdo utilizada. Essas construcbes geralmente possuem uma regido
espacadora 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) (HIRAI, et al., 2007). As constru¢des contendo
intron se mostraram mais eficientes do que utilizando apenas uma regido
espacadora (SMITH, et al., 2000). Normalmente, essa sequéncia GENE-
INTRON-GENE ¢ inserida a jusante de um promotor que pode ser o 35S em
dicotiledbneas, Ubiquitina em monocotiledéneas ou outro promotor especifico

no caso de outro organismo alvo.

A metodologia de RNAIi tornou-se uma ferramenta importante na
melhoria de diversas caracteristicas agrondmicas (Tabela 1). O nivel de
componentes nutricionais desejados tem sido manipulado com sucesso em

algumas plantas de interesse comercial (KATOCH ;THAKUR, 2013). Dentre
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eles destacam-se: aumento dos niveis de acidos graxos insaturados (LIU, et
al., 2002) reducéao de gossipol em sementes de algoddo (SUNILKUMAR, et al.,
2006), arroz com baixos niveis de glutelina (KUSABA, et al., 2003), aumento de
carotenoides e flavonoides em tomate (DAVULURI, et al.,, 2005), trigo com
maior nivel de amilose (REGINA, et al., 2006), diminui¢cdo dos niveis de cafeina
em café (OBBARD, et al., 2009) e uma cebola que néo causa lacrimejamento

dos olhos (EADY, et al., 2008).

Tabela 1. Melhoria de caracteristicas importantes em plantas via RNAi (Adaptado
de Katoch and Thakur, 2012)

Caracteristica

Planta Gene-alvo . Vantagens obtidas Referéncia
obtida
Aumento da . . .
. . ~ F a DHANKHER,
Arabidopsis ACR2 absorcao de LBl s 0 ST (
o pesados do solo et al., 2006)
arsénico
. . Degeneracao - . (WILSON, et
Arabidopsis MS1 do tapetum Esterilidade masculina al., 2001)
Café CaMxMtl Redug,;‘ao de Café descafeinado (OCITA, etal.,
caféina 2004)
Aumento do
acido . .
. L. Beneficios para apliagGes na (LIU, et al.,
Algodao ghSAD1/ghSDA2 estﬁanco e cozinha 2002)
oléico em
sementes
A- i R a . , NILKUMAR,
Algodao gadmeno eduggo no Beneficios na saude & v
sintase gossipol et al., 2006)
- Aumento do
. Ramificacdo , . . . (CHAI et al.,
Milho amido conteydo de Qualidade superior do milho 2005)
amilose
Milho Ms45 Esterllldgde Linhagens estéreis de milho (CIGAN, etal,
masculina 2005)
Reducéo dos
Milho Opaque2 niveis de Aumento no contetdo de lisina (SEngla’;t al.
leucina
Cebola LFS Redugaq do Cebola'que. nao causa (EADY, et al.,
fator lacrimal lacrimejamento 2008)
Petlnia CHS B|osmt.esg de Melhoria do valor de mercado (MUIR, etal.,
antocianina 2001)
Petlnia TAZ1 Degeneracdo Esterilidade masculina (SATROIOTR G
do tapetum al., 2002)
Baixo nivel de - , (KUSABA, et
Arroz Lgcl glutelina Beneficios na saude al., 2003)
Mudanca na Maior variedade de plantas (NISHIHARA, et
Fumo CHI .
cor da flor ornamentais al., 2005)
Aumento do
Tomate DET1 conteudp de Beneficios na satde (DAVULURI, et
carotenoides e al., 2005)
flavonoides
Aumento da
. . o , REGINA, I,
Trigo SBEIla/SBEIlIb quantidade de Beneficios na saude ( G2006)et a

amilose




As doencas causadas em plantas por virus, insetos, fungos e bactérias
geram danos de grande proporcao para o cultivo de variedades de interesse
comercial e ornamentais. Um namero grande de resisténcia transgénica a virus
ja foi reportado, isso inclui metodologias para o controle de virus de fita simples
de DNA, como os geminivirus e virus de RNA, como os potivirus. Séo
exemplos: mandioca resistente ao ACMV (ZHANG, et al., 2005), batata
resistente a PVY (WATERHOUSE, et al., 1998), fumo resistente a PMMoV e

AMV (TENLLADO, et al., 2003), TMV (ZHAO, et al., 2006).

Tabela 2. Resisténcia a virus em plantas mediada por RNAi (Adaptado de
Katoch and Thakur, 2012)

Planta Virus g/;t;?:g Resultados Referéncia
. Aumento da resisténcia ao (ZHANG, et al.,
M ACMV DNA
andioca C ACMV 2005)
Batata PVY RNA Imunidade ao virus (WATERHOUSE,
et al., 1998)
= . . (TENLLADO, et
Fumo PMMoV RNA Reducéo da infecgéo viral al., 2003)
I L (ZHAO, et al.,
Fumo T™MV RNA Inibigao da replicagdo 2006)
= . . (WATERHOUSE,
Fumo AMV RNA Reducéo da infeccao viral etal., 1998)
Virus do
Tomate enrolamento da DNA Resisténcia ao virus (NOE:)%"‘? al,
folha da batata
(BENDAHMANE
Tomate TYLCV C1 RNA Resisténcia a infeccao ;GRONENBORN,
1997)
Feijao da india MYMIV DNA Recuperagao da infecgao (Pgloczsgflg) et

O uso de RNAI para o controle de insetos vem sendo bastante visado e
vem gerando muitos resultados promissores, tanto por meio microinjecado como
por suplementacdo de dsRNA em dieta. O silenciamento génico foi obtido em
muitas espécies de insetos com importancia para a agricultura, como por
exemplo: vitelogenina em Apis mellifera (NUNES ;SIMOES, 2009) e
Schistocerca gregaria (BADISCO, et al., 2011); subunidade E da VATPase de

Tribolium castaneum (WHYARD, et al.,, 2009); acetilcolina esterase em
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Helicoverpa armigera (KUMAR, et al., 2009); Citocromo P450 de Spodoptera

frugiperda (GRIEBLER, et al., 2008).

Resultados recentes mostraram a eficiéncia de plantas transgénicas
expressando dsRNA para o controle de insetos-praga. Dois trabalhos
mostraram que plantas transgénicas expressando dsRNA genes essenciais do
trato digestivo dos insetos causou a morte dos mesmos 24 h apds o contato
com o dsRNA (BAUM, et al., 2007; MAO, et al.,, 2007). Essas plantas
mostraram resisténcia aumentada contra duas pragas importantes da
agricultura, a lagarta Helicoverpa armigera e a praga da raiz do milho
Diabrotica virgifera virgifera. Eventos de milho GM expressando dsRNA da
subunidade A da VATPase foram gerados e, ao serem submetidos ao ataque
do inseto, as plantas apresentaram um nivel de danos significativamente menor
guando comparadas com as plantas nao transgénicas. Recentemente, Mao e
colaboradores (2011) transformaram plantas de algoddo para expressao do
dsRNA do gene CYP6AE14 que codifica o citrocromo P450. Eles observaram
que as lagartas, quando submetidas as plantas, apresentaram
desenvolvimento retardado e, além disso, as plantas transgénicas

apresentaram menos danos quando comparadas as plantas convencionais.
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Tabela 3. Genes silenciados em insetos

Inseto alvo Metodo de Concentragdo Gene alvo Percentual de Referéncia
entrega dsRNA .
mortalidade
Diabrotica
o . e subunidades da (BAUM, et al.,
V|.rg|.fera Dieta artificial 2-5 ng/cm2 VATPase 80-95 2007)
Virgifera
undzé?rzrofjlrfstata Dieta artificial subunidades da 45 (BAUM, etal,
pun 780 ng/em2 VATPase 2007)
howardii
Leptinotarsa . s subunidades da (BAUM, et al.,
Decemlineata el 52 nglem VATPase 90 2007)
Tribolium . . (WHYARD, et
castaneum Dieta artificial 0.003mg/g vATPase E 70 al., 2009)
Drosophila s Microinieco 0.2-0.6 VATPase E Whyard et al.,
P PP 1e¢ mg/ml e tubulina 40-70 2009
Glossina
morsitans Microinjecao 435 ng/pl tsetse-EP 40 (WALSHE, et
. al., 2009)
Morsitans
Acyrthosiphon . I (WALSHE, et
Pisum Dieta artificial 0.003mg/g VATPase E 60 al., 2009)
(PRICE
Rhodnius prolixus Microinjecao 1 pg/ul nitroporina 2 N.R. ;GATEHOUSE,
2008)
Reticulitermes Dieta artificial 15.3 pg/cm2 celulase 75 (ZHOU, et al.,
flavipes 6.6 pg/cm?2 hexamerina 2 45 2008)
Epiphyas o proteina de (TURNER, et
ostvittana Microinjecéo 1pg ligacédo a al., 2006)
P carboxilesterase N.R. v
Helicoverpa . I . (MAO, et al.,
armigera Dieta artificial 3 mgl/g citocrome P450 NR. 2007)
. i (WHYARD, et
Manduca sexta Dieta artificial 0.01mg/g vATPase E 50 al., 2009)
S 662-824 . (BAUTISTA, et
Plutella xylostella Microinjecao o citocrome P450 % al., 2009)
(NUNES
Apis mellifera Microinjecao 10 pg vitelogenina ;SIMOES,
2009)
Hehcgverpa Dieta artificial 25-50 nM acetilcolina (KUMAR, et
armigera esterase al., 2009)
Schistocerca Microiniecso 5 ug vitelogenina (BADISCO, et
gregaria 186 al., 2011)
Spodoptera . 0.4 mg . (GRIEBLER, et
frugiperda Dieta citocromo 450 al., 2008)

A pesquisa para conferir resisténcia a fungos e bactérias via RNAI é
mais escassa. O silenciamento de dois genes de Agrobacterium tumefaciens,
iaaM and ipt, diminuiram a formacdo de tumores da galha da coroa em
Arabidopsis (ESCOBAR, et al., 2001). Em arroz (Oryza sativa), o silenciamento
de genes envolvidos na resposta imune inata mostrou resisténcia ao fungo

Magnaporthe grisea e a bactéria Xanthomonas oryzae (THAO, et al., 2007).
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1.5. O uso do RNAIi in planta para o controle de fitonematoides

A técnica de silenciamento génico via RNAi vem sendo muito utilizada
em plantas, nematoides e outros organismos como ferramenta de genética
reversa para analise da funcéo de diversos genes, observado pelo fenétipo de

sua auséncia ou reducao de expressao.

Apesar dos efeitos do silenciamento génico terem sido frequentemente
observados em nematoides parasitas de plantas, os detalhes moleculares
desse mecanismo ainda ndo foram elucidados. Essa situacdo tende a melhorar
visto que genomas de diversos nematoides estdo sendo gerados e,
consequentemente, 0s possiveis genes componentes das vias de
silenciamento podem ser identificados baseados em homologia com o

nematoide modelo C. elegans (LILLEY, et al., 2012).

No caso especifico de nematoides parasitas de plantas, a metodologia
de “soaking”, que é a incubagédo de ovos ou juvenis de segundo estadio com
dsRNA para subsequente infeccdo de plantas para testes in vivo, vem sendo
muito utilizada. Varios genes-alvo que foram silenciados utilizando essa
metodologia demonstraram um alto potencial de intervengéo do parasitismo por
fitonematoides como: genes de proteinases silenciados em nematoides de
cistos, Heterodera glycines e Globodera pallida (URWIN, et al., 2002) e
nematoide de galha M. incognita (SHINGLES, et al., 2007); de quitina sintase
em M. artiellia (FANELLI, et al., 2005); de aminopeptidase em H. glycines; de
celulases em G. rostochiensis e H. glycines (LILLEY, et al., 2005); de proteina
de secrecdo anfideal em G. rostochiensis (CHEN, et al., 2005); de peptideos

FMRF-like em G. pallida (KIMBER, et al., 2007); de pectato liase, corismato
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mutase e peptideo de secrecdo SYV46 em H. glycines (BAKHETIA, et al.,
2007); e de oxidase dupla em M. incognita (BAKHETIA, et al.,, 2005).
Entretanto, essa metodologia mostrou-se pouco duradoura visto que a
administracdo do dsRNA ocorre em um Unico momento e, apds um tempo

curto, ha uma recuperacéao da expressao do gene-alvo.

Alternativamente, o uso da estratégia de producédo de dsRNA in planta
vem mostrando alta eficacia, tanto para NFG quanto para NFC, pois diversos
estudos demonstraram resultados extremamente promissores (Tabela 4). Os
sitios de alimentacdo dos fitonematoides endoparasitas promovem uma rota
ideal para a entrega de dsRNAs aos nematoides (Figura 3). As plantas podem
ser geneticamente modificadas para expressarem dsRNAs através de um vetor
binario contendo o fragmento génico de interesse clonado senso e antisenso
separados por um intron ou por uma regido espacadora. Os dsRNAs
produzidos podem ser processados em siRNAS pela DICER, no entanto, ainda
nao é de conhecimento se esse processamento ocorre ainda na planta, dentro
do proprio nematoide ou em ambos (GHEYSEN ;VANHOLME, 2007). A medida
gue o nematoide se alimenta da planta durante seu desenvolvimento ha uma

entrega continua de dsRNA/siRNA durante todo o ciclo de vida.

Tabela 4. Genes-alvo de fitonematoides controlados efetivamente por RNAI.
Adaptado de (LI, et al., 2011).

Nome de Provavel L Método -
= Espécie de Fendtipo e percentagem de N
acesso/ n°de funcéo do . de ~ Referéncia
nematoide . x reducéo
acesso GenBank gene-alvo ingestéo
. . . | 41% no n° de nematoides (URWIN, et al.,
Hgctl, AF 498 C-Type lectin H. glycines Soaking estabelecidos 2002)
Cysteine . . | 40% no n° de nematoides (URWIN, et al.,
Hgep-l proteinase H. glycines Soaking estabelecidos 2002)
A 0, o
pMiDuox1, . . : . | de até 70% non® de (BAKHETIA, et
Dual oxidase M. incognita  Soaking nematoides estabelecidos e
DQ082753 P . al., 2005)
diminuicdo da fecundidade
Gr-eng-1, B-1,.4 G. Soakin | ~50% no n° de nematoides (CHEN, et al.,
AF004523 endoglucanase  rostochiensis 9 estabelecidos 2005)
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Hg-spk-1,
BI451523.1
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BF014436

4G06, AF46060
3B05, AF469058
8H07, AF502391

10A06, AF502

Y25, CB824330

Prp-17,
AF113915
Cpn-1,
GU074018
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Cisteino,Serino e
Aspartico

pharyngeal
Secreted
amphid protein

Chitin synthase

Aminopeptidade
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Ribosomal
protein
B-1,4
endoglucanase
Secreted
peptide SYV46
Glutathione-S
transferase
FMRF amide-
like peptides
Cysteine
proteinase

Integrase

Splicing factor

Secreted petide

Major sperm
protein
Ribossomal
protein 3a
Ribossomal
protein 4
Spliceosomal
SR protein

Synaptobrevina

Ubiquitin-like
Cellulose
binding protein
SKP1-like

Zinc finger
protein
Beta subunit of
the COPI
complex
Pre-mRNA
splicing factor

Unknow protein

Neuropeptideo

Protease

G.
rostochiensis

M. artiellia

H. glycines

M. incognita

H. glycines
H. glycines
H. glycines
M. incognita
G. pallida
M. incognita
M. incognita

M. incognita

M. arenaria,

M. incognita,

M. javanica,
M. hapla

H. glycines
H. glycines
H. glycines
H. glycines
H. glycines
H. schachtii
H. schachtii
H. schachtii

H. schachtii

H. glycines

H. glycines

H. glycines

M. incognita

M. incognita

Soaking
Soaking

Soaking

Soaking

Soaking
Soaking
Soaking
Soaking
Soaking
Soaking

In planta

In planta

In planta
In planta
In planta
In planta

In planta

In planta

In planta

In planta

In planta

In planta

In planta

In planta

Redudiza habilidade de
localizar e penetrar raizes

Atraso na eclosédo dos ovos

| 61% no n° de fémeas
reprodutivas

| 74%-81% de diminuic&o de
nematoides estabelecidos

| da viabilidade de J2

| do n° de nematoides
estabelecidos

| do n° de nematoides
estabelecidos

52% -71% | fecundidade

Inibicdo da Mobilidade

| 60% no n° de nematoides
estabelecidos
| >90% de nematoides
estabelecidos
|1 >90% de nematoides
estabelecidos

| 63%-90% no n° e tamanho de

galhas

| de até 68% no n° de ovos
| 87% de cistos(fémeas)
| 81% de cistos(fémeas)
| 88% de cistos(fémeas)

| 93% de cistos(fémeas)

| 23%-64% de fémeas em
desenvolvimento
1 12%-47% de fémeas em
desenvolvimento
| >50% de fémeas em
desenvolvimento
| 42% de fémeas em
desenvolvimento

1 81% de ovos

1 79% de ovos

1 95% de ovos

| 50%-80% na fecundidade

| tamanho das fémeas
1 30% de ovos

(CHEN, et al.,
2005)
(FANELLLI, et
al., 2005)
(LILLEY, et al.,
2005)

(HUANG, et
al., 2006)

(ALKHAROUF,
et al., 2007)
(BAKHETIA, et
al., 2007)
(BAKHETIA, et
al., 2007)
(DUBREUIL,
et al., 2007)
(KIMBER, et
al., 2007)
(SHINGLES,
et al., 2007)
(YADAV, et al.,
2006)
(YADAV, et al.,
2006)

(HUANG, et
al., 2006)

(STEEVES
RM, 2006)
(KLINK, et al.,
2009)
(KLINK, et al.,
2009)
(KLINK et al.,
2009)
(KLINK et al.,
2009)
(SINDHU, et
al., 2009)
(SINDHU, et
al., 2009)
(SINDHU, et
al., 2009)
(SINDHU, et
al., 2009)
(LI, et al.,
2010a; LI, et
al., 2010b)
(LI, et al.,
2010a)

(SINDHU, et
al., 2009)

(PAPOLU, et
al., 2013)

(ANTONINO
DE SOUZA
JUNIOR, et al.,
2013)
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Figura 3. Representacédo esquematica do mecanismo de RNAi em Meloidogyne incognita.
O juvenil de segundo estadio perfura a célula com seu estilete, ingere siRNAs produzidos pela
planta geneticamente modificada, quando se alimenta e, a partir do tubo digestivo, ocorre o
silenciamento do gene alvo. Figura retirada de GHEYSEN e VANHOLME, 2007.

Andlises feitas em plantas de Arabidopsis thaliana expressando dsRNA
do gene de parasitismo 16D10 de M. incognita mostraram diminui¢cao variando
entre 63% e 90% no numero de galhas e reducao correspondente na producao
de ovos. Nesse mesmo experimento, o alto grau de homologia das sequencias
do gene 16D10 entre as diferentes espécies de Meloidogyne gerou resisténcia
contra M. javanica, M. hapla e M. arenaria (HUANG, et al., 2006). Plantas de
tabaco expressando dsRNA dos genes fator de splicing e integrase

apresentaram alto nivel de resisténcia, com 90% de redugdo no numero de
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ovos por grama de raiz (YADAV, et al., 2006). Outros quatro genes de M.
incognita, sendo eles proteina precursora de estresse mitocondrial 70,
precursor beta da cadeia mitocondrial da ATP sintase e L-lactato
desidrogenase tiveram seus dsRNAs expressos em raizes quimeéricas de soja,
sendo que dois apresentaram 90% menos galhas (IBRAHIM, et al.,, 2011).
Resisténcia parcial foi obtida quando o gene da enzima dual oxidase, envolvida
na formacgdo da cuticula do nematoide, e o gene de uma sinal peptidase, um
complexo proteico envolvido no processamento de proteinas secretadas, foram
usados como alvo para o silenciamento (CHARLTON, et al., 2010). Plantas
transgénicas de fumo expressando dsRNA para os genes codificadores das
proteinases cisteinica, aspartica e serinica mostraram uma reducdo no numero
de ovos por grama de raiz variando de 29 a 37% e reducéo de 27% na ecloséo
dos juvenis de segundo estadio oriundos desses ovos coletados (ANTONINO
DE SOUZA JUNIOR, et al., 2013).

O sucesso da técnica de RNAI in planta pode depender de varios
fatores, como por exemplo, o uso de um promotor capaz de gerar um nivel de
expressao satisfatério e também o perfil de expressdo do gene-alvo. Existem
evidéncias que sugerem que um alto nivel de expressédo de dsRNA € requerido
para que haja silenciamento génico nos nematoides que estdo se alimentando
(FAIRBAIRN, et al., 2007).

De acordo com os estudos realizados, aparentemente, a técnica de
RNAI in planta é mais eficiente quando o gene-alvo selecionado esta envolvido
em processos celulares essenciais. Os genes de parasitismo apresentaram
resultados significativos, no entanto, ndo persistentes. Isso provavelmente

ocorre porque existem varios genes homologos e podem possuir funcéo
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redundante por fazerem parte de familias génicas (DALZELL, et al., 2011).
Nesse contexto, os genes-alvo Isocitrato Liase e hsp90 foram selecionados
para o presente trabalho por estarem envolvidos em processos essenciais no
metabolismo do nematoide M. incognita e apresentarem fendtipos letais no

nematoide C. elegans.

1.6. Isocitrato Liase

Os nematoides de segundo estddio (J2pp) possuem um
desenvolvimento lento e duradouro, podendo sobreviver no solo por longos
periodos sem se alimentar. Esses juvenis pré-parasitas utilizam suas reservas
lipidicas, geralmente encontradas em forma de granulos (Figura 4), para

manutencao de seu metabolismo (BIRD, 2003).

Figura 4. Juvenil de segundo estadio de Meloidogyne incognita. As setas indicam uma
grande concentracdo de granulos de lipideos, que sdo essenciais para sobrevivéncia do
nematoide fora da planta hospedeira. Figura retirada de BIRD e KALOSHIAN, 2003.
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O ciclo do glioxilato (Figura 5), via metabdlica que ocorre geralmente em
plantas e microrganismos e gera carboidratos a partir de lipideos, esté presente
nesses nematoides, que provavelmente sdo os Unicos seres do Reino Animalia
que o utilizam (MCCARTER, et al., 2003). Nessa via, 0 acetil-CoA oriundo da
beta-oxidacdo de acidos graxos, se condensa com o0 oxaloacetato para
formacdo de citrato que, subsequentemente, € convertido a isocitrato da
mesma forma que no ciclo de Krebs. A diferenca entre os dois ciclos aparece
no processamento do isocitrato. No ciclo do glioxilato, o isocitrato € clivado pela
Isocitrato Liase (IL), gerando succinato e glioxilato. O glioxilato, por sua vez, se
condensa com uma nova molécula de acetil-CoA, reacdo catalisada pela
enzima malato sintase, que leva a formacdo de malato, posteriormente
convertido em oxaloacetato, iniciando um novo ciclo. Cada volta no ciclo
consome duas moléculas de acetil-CoA e gera uma molécula de succinato. O
succinato entra no ciclo de Krebs e gera oxaloacetato, que é convertido até
fosfoenolpiruvato, um precursor da gliconeogénese. Portanto, o ciclo de
glioxilato permite a conversdo de acetil-CoA, ou seja, de 4cidos graxos, em
glicose. Os nematoides, aparentemente, utilizam essa via para sobrevivéncia

durante o periodo em que ficam no solo sem se alimentar e necessitam de

energia.

Em C. elegans, um gene homdlogo a Isocitrato Liase, denominado icl-1
€ requerido para que ocorra desenvolvimento embrionario normal e regula a
longevidade dos nematoides. Sabe-se que esse gene age “downstream” na via
da proteina DAF-16, um fator de transcri¢cdo da familia FOXO, que influencia na
taxa de longevidade em resposta a sinalizagcdo da interagdo da insulina com o

fator de crescimento IGF-I (MURPHY, et al., 2003). Além disso, ICL-1 interage
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com a proteina GEX-3, que é homodloga a HEM-2 de humanos, responsavel
pelo desenvolvimento embrionario (SOTO, et al., 2002). Uma EST codificadora
de Isocitrato Liase ja havia sido identificada em J2 de M. incognita
(MCCARTER, et al., 2003), além de um cDNA completo de Isocitrato Liase
isolado de M. javanica (gi|15003598|). O isolamento do fragmento génico de
Isocitrato Liase para sua utilizagcdo como gene alvo foi planejado pelo fato de
ele pertencer a classe de genes essenciais para 0 nematoide modelo
C.elegans e, portanto, ser um bom candidato para silenciamento génico in

planta.
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Figura 5. Integracéo entre o ciclo do glioxilato (CG) e o ciclo de krebs (CK). As reacdes do
ciclo do glioxilato (glioxiossomo) e do ciclo de krebs (mitocondria) acontecem simultaneamente.
O succinato gerado no CG sai do glioxissomo, entra na mitocéndria e participa do CK, aonde
vai ser convertido a malato. O malato é transportado para fora da mitocéndria, é convertido a
oxaloacetato que, por fim, entra na via de gliconeogénese. Figura retirada de LEHNINGER et

al, Principles of Biochemistry, 2005.
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1.7. Proteina de choque térmico 90 (HSP90)

Atualmente, sabe-se que a HSP90 esta envolvida na modulacdo de
muitas proteinas e vias de sinalizagdo, além interagir com uma gama de co-
chaperonas . A proteina de choque térmico 90 é ATP dependente e requerida
para muitas funcdes celulares, como por exemplo, ativagdo e regulacéo de
receptores de esterdides, proteinas kinases, diversos fatores de transcricéo,
além de participar do transporte vesicular e regulacdo da telomerase (PEARL
;PRODROMOU, 2006). Para que ocorra 0 processamento dessas proteinas €
necessario que ocorra hidrolise de ATP em uma reagéo ciclica. A hidrolise do
ATP induz mudancas conformacionais na HSP90, que rearranja seus dominios.
Essa mudanca influencia a interacdo com as proteinas substratos, ativando e
estabilizando as mesmas (HESSLING, et al., 2009). Essa proteina vem sendo
estudada em diversos organismos e, enquanto em bactérias ela ndo é

essencial, a mesma é indispensavel em leveduras e outros eucariotos.

No nematoide modelo C. elegans a proteina DAF-21, homoéloga a
HSP90, é critica para o desenvolvimento das gbnadas e vulva assim como
para a maturacdo dos oocitos (GILLAN, et al.,, 2009). Essa proteina €&
predominantemente expressa nas células germinativas (INOUE, et al., 2003),
entretanto, observou-se que a proteina HSP90 também €& crucial em
nematoides adultos, ja que apds a ingestdo do dsRNA especifico houve, além
da morte embriogénica da progénie, o cessamento da producdo de ovos
(PIANO, et al., 2000). O silenciamento do gene daf-21 realizado em ovos de C.
elegans resultou em morte precoce do J1 (RIDDLE, 1999), defeitos severos na

oogénese, esterilidade e morte embriogénica (PIANO, et al., 2000). O

silenciamento de daf-21 em larvas de C. elegans afetou as células musculares
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e comprometeu a motilidade das mesmas (GAISER, et al., 2011). A inibicdo da
atividade de HSP90, utilizando um potente inibidor especifico (geldanamicina)
demonstrou um efeito letal em Brugia pahangi, nematoide parasita de humano.
Esse tratamento causou interrup¢éo da producédo de ovos, morte embrionéria e

morte de nematoides adultos (DEVANEY, et al., 2005b).

Estudos demonstraram que em Drosophila melanogaster a inibicdo de
HSP90 gerou uma variedade de fendtipos, incluindo patas e olhos deformados,
anormalidades nas asas, torax e cerdas (RUTHERFORD ;LINDQUIST, 1998).
Em vertebrados essa proteina esta relacionada com a formacéo de estruturas
musculares. Especificamente, a delecdo do gene hsp90a.l em embribes de

peixe-zebra afeta a formacéo da ultra-estrutura miofibrilar (DU, et al., 2008).

O gene hsp90 foi escolhido para silenciamento por estar descrito como
gene essencial em nematoides de vida livre e nematoides parasitas (GILLAN,
et al., 2009) e pelo fato de varios estudos, envolvendo diversos organismos,
mostrarem efeito deletério e significativo principalmente no desenvolvimento

embrionério e formacao de estruturas musculares.
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2- HIPOTESE

Os genes Isocitrato Liase e hsp90 estdo envolvidos em mecanismos de
estresse desempenhando funcdo essencial e sdo alvos interessantes para o
controle deste fitonematoide. Plantas geneticamente modificadas para
expressar dsRNA desses genes podem apresentar resisténcia ao fitonematoide

Meloidogyne incognita.

3- JUSTIFICATIVA

O nematoide Meloidoigyne incognita é considerado um dos maiores
fitopatbgenos mais danosos da agricultura mundial. Esses fitonematoides
possuem distribuicdo geogréfica ampla, altas taxas de reproducdo e vasta
gama de hospedeiros. Os métodos de controle utilizados atualmente s&o
inadequados e evidencia que o uso de novas tecnologias fornecerd uma
solucdo benéfica para o meio ambiente, produtor e consumidor. A
compreensao das interacdes entre a planta e o nematoide € uma etapa
essencial para o desenvolvimento de estratégias de controle mais eficientes.
Os genes essenciais para o metabolismo s&do cruciais para o sucesso do
parasitismo e desenvolvimento de M. incognita e, portanto, tém grande
potencial para uso em estudos de validagdo funcional para desvendar os
papéis especificos desses genes na interacdo planta-nematoide. O
desenvolvimento de variedades comerciais resistentes poderd aumentar a
produtividade de culturas como soja, algodao, café, milho entre outras. Além
disso, podera reduzir consideravelmente o uso de nematicidas o que ira

diminuir os danos causados no meio ambiente e também para os agricultores.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo Geral

O objetivo do presente trabalho é avaliar a capacidade dos genes
Isocitrato Liase e hsp90 em alterar o desenvolvimento e sucesso reprodutivo do
nematoide Meloidogyne incognita, através da técnica de RNA interferente

(RNAI) em plantas transgénicas de fumo (Nicotiana tabacum).

4.2. Objetivos Especificos

- Quantificar por gRT-PCR o acumulo de transcritos de cada gene

estudado nos diferentes estadios de vida de M. incognita;

- Localizar a expressdo dos genes-alvo através de hibridizacdo in situ

whole-mount em Juvenis de segundo estadio pré-parasitas;

- Isolar e subclonar os fragmentos dos genes estudados em vetor binario
e transformar N. tabacum para expressao de RNA dupla fita (dsRNA) in

planta;

- Realizar teste de resisténcia das plantas transgénicas expressando

dsRNA infectadas por M. incognita;

- Verificar se existem diferencas morfolégicas entre as células gigantes
das plantas controle e das plantas transgénicas expressando dsRNA

apos infecdo com M. incognita

- Avaliar o silenciamento dos genes-alvo por qRT-PCR nos ovos de
nematoides coletados das plantas expressando dsRNA,;
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Cultura de Nematoides

O fitonematoide endoparasita M. incognita, raca 3, foi inoculado em
Solanum lycopersicum (tomateiro), das variedades Santa Cruz e Kada Gigante.
Objetivando a multiplicagédo e a manutencdo desses nematoides, as sementes
de tomateiro foram germinadas em bandeja, transferidas apdés duas semanas
para sacos plasticos de 20 L com solo autoclavado. Quando atingiram de 30 a
40 centimetros de altura, os tomateiros foram infectados com nematoides. A
partir de 28 dias apds infeccdo (dpi), as raizes apresentaram galhas e os

nematoides foram coletados nas diferentes fases de vida.

5.2. Extracdo de Ovos

Os tomateiros infectados apresentando galhas em suas raizes foréo
retirados dos sacos. O sistema radicular passou por uma limpeza em agua
corrente para a retirada de solo. Em seguida, as raizes foram trituradas no
liquidificador com hipoclorito de sodio 0,5% (v/v) e o material resultante
separado em peneiras de 100 e 400 mesh. O hipoclorito de sédio dissolve a
massa proteica que mantém o0s ovos aglomerados, facilitando sua coleta. A
fracdo coletada na peneira de 400 mesh foi misturada com caulim (substrato
inerte de gesso) e centrifugada a 2500 x g por 10 minutos. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado ressuspendido em sacarose 50% (m/v). ApGs nova
centrifugacdo a 2500 x g por 1 minuto, os ovos foram coletados do
sobrenadante em peneira de 400 mesh. As amostras foram congeladas em

nitrogénio liquido (- 196 °C) e armazenadas a — 80 °C.
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5.3. Extracao de Juvenis J2

A producdo de juvenis infectivos (J2pp) de nematoides parasitas de
plantas se baseia no sistema de ecloséo in vitro. Foram utilizadas pequenas
vasilhas e peneiras, ambas de plastico (uso doméstico) e de mesmo diametro.
Agua destilada estéril foi adicionada as vasilhas, que apoiam as peneiras
forradas com dupla camada de papel toalha, aonde os ovos coletados sao
depositados. Espontaneamente, 0s ovos se desenvolvem em juvenis J1, que
continuam retidos na cuticula do ovo. Subsequentemente, esses juvenis J1 se
desenvolvem em juvenis J2pp que eclodem, migrando do papel toalha para a
vasilha e sedimentando no fundo do recipiente. Os J2pp foram entdo coletados
por centrifugacé@o a 2500 x g por 30 minutos em tubo Falcon de 50 mL. Apés a
retirada cuidadosa do sobrenadante, os foram ressuspendidos em volume
menor e transferidos para tubo de microcentrifuga de 1,5 mL (eppendorf) e
novamente centrifugados a 7000 x g por 3 minutos. Toda agua foi retirada e os
J2pp imediatamente congelados em nitrogénio liquido e armazenados a — 80

°C.

5.4. Extracdo de Fémeas

A extracdo de fémeas se inicia com a separa¢ao cuidadosa de solo do
sistema radicular, utilizando agua corrente. As raizes foram picotadas com
tesoura e incubadas em solugcdo de pectinase 25% (v/v) por 16 horas.
Posteriormente, o tecido radicular amolecido libera as fémeas, que foram
lavadas, ficando retidas em peneira de 100 mesh. Em seguida, foram
sedimentadas por centrifugacéo a 2500 x g por 10 minutos em suspensao de

caulim (substrato inerte). Apds a ressuspensdo do precipitado em sacarose
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40% (m/v), segue-se nova centrifugacao a 2500 x g por 1 minuto. As fémeas,
concentradas sobre a solugcdo de sacarose, foram retidas em peneira de
mesma malha, lavadas com &gua destilada e transferidas para béquer. Uma
separacdo visual, com micropipeta de 1 mL (P1000), assegura maior
integridade e pureza das fémeas coletadas. Usam-se duas ponteiras azuis,
uma cortada para pipetar as fémeas, sem danifica-las, para um tubo de micro
centrifuga e outra amassada na ponta para retirar a sujeira residual da coleta.
A amostra foi entdo sedimentada por centrifugacdo a 2000 x g por 1 minuto
para completa retirada de agua e armazenada a — 80 °C. Em média, obteve-se

8 mg de fémeas por grama de raiz.

5.5. Extracdo de RNA total

O RNA total de ovos, juvenis J2pp e fémeas adultas de M. incognita foi
extraido utilizando o kit RNAspin Mini RNA Isolation (G&E), seguindo as
instrucdes do fornecedor. A purificacdo baseia-se na adsorcéo diferencial do
RNA a uma membrana de silica, sob alta concentracdo salina, enquanto DNA e
proteinas sao eliminados por mdltiplas lavagens. Resumidamente, 0vos,
juvenis ou fémeas foram lisados e homogeneizados em tampédo desnaturante,
com isotiocianato de guanidina, a fim de inibir a atividade ribonucleasica
endogena e o lisado aplicado numa microcoluna contendo a membrana de
silica. A coluna foi lavada trés vezes e o RNA eluido com agua MilliQ e

armazenado a — 80 °C.
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5.6. Reacdo de Transcricdo Reversa

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

O DNA complementar (cDNA) foi sintetizado utilizando o kit
Superscript™ First-Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen) a partir de
RNA total de ovos, juvenis J2pp e fémeas de M. incognita. Inicialmente, 5 ug de
RNA total, 1 uM do oligodT (Anexo 1) e 10 mM de dNTP’s foram incubados a
65 °C por 5 minutos para quebrar estruturas secundarias e permitir o
anelamento do oligonucleotideo. Posteriormente, essa reacgéo foi incubada no
gelo por 2 minutos. Uma mistura de reacdo, contendo 50 U da enzima
transcriptase reversa Superscript™ Il RT, 2 mM MgCl,, 5 mM DTT e 1 U de
RNase Out, foi incubada a 42 °C por 1 hora. A transcriptase reversa foi
inativada a 70°C. Por fim, foram adicionadas 2 U de RNase H e a reacéao foi

incubada a 37 °C durante 20 minutos e o cDNA armazenado a — 20 °C.

5.7. RT-PCR

O RT-PCR é uma reacdo da polimerase em cadeia que utiliza como
molde o cDNA, ou seja a fita simples e antisenso, reversa e complementar, ao
MRNA. Essa técnica oferece uma maneira pratica de isolar genes que estao
sendo expressos, ou pelo menos transcritos, na condicao espacial e temporal
na qual o RNA fora extraido. A fracdo génica que codifica mRNAs €& muito

pequena em relacdo ao genoma completo e os genes de interesse geralmente
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estdo “diluidos”. Dessa forma, evita-se o isolamento de produtos inespecificos
como pseudogenes ou regidbes ndo codificadoras presentes no genoma. Ao
mesmo tempo, ao partir de cDNA, apenas a sequéncia codificadora é
amplificada, sem os introns, que podem aumentar muito o tamanho do gene

isolado de gDNA, dificultando a amplificacédo, clonagem e sequenciamento.

O fragmento génico codificador da Isocitrato Liase foi amplificado por
RT-PCR a partir de cDNAs de ovo, J2pp e fémea, utilizando oligonucleotideos
especificos. Os oligonucleotideos foram desenhados a partir de uma sequéncia

de Meloidogyne javanica retirada do GenBank (gi|15003598|).

A PCR continha 2,5 U de DNA Taq polimerase, 2 mM MgCl,, 200 uM de
dNTPs e 400 nM de cada oligonucleotideo. O programa da PCR foi: um passo
de desnaturacdo a 94 °C por 5 minutos, 30 ciclos de incubacao a 94 °C por 1
minuto, 50 °C por 1 minuto e 72 °C por 1 minuto e 30 segundos, seguido por
uma etapa final de elongagcdo a 72 °C por 4 minutos. Os produtos de PCR
foram re-amplificamos numa segunda rodada de PCR, com 0S mesmos
parametros, utilizando 1 uL da primeira rodada como molde e submetidos a

eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo.

5.8. Amplificacdo dos fragmentos génicos da biblioteca de cDNA de

Juvenis
O fragmentos génico de hsp90 foi amplificado de uma biblioteca de
cDNA de J2pp de M. incognita (FRAGOSO, 2006a) por meio da técnica de

PCR. Os parametros utilizados foram os mesmos citados anteriormente, com
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alteracdo apenas nas temperaturas de anelamento. Foi utilizado 1 pL de cinco

amostras distintas como molde e temperatura de anelamento de 50 °C.

5.9. Clonagem e Extracdo de DNA plasmidial

Os fragmentos amplificados por PCR foram separados e visualizados
por eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo. Os
fragmentos com tamanho esperado foram excisados do gel, purificados
utilizando-se o kit QIAquick Gel extraction (QIAGEN) e quantificados por
espectrofotometria. Os fragmentos purificados foram ligados em 50 ng do vetor
pGEM-T easy (Promega), com 4 U de T4 DNA ligase em 15 pL de reacédo de
ligacdo. Os plasmideos ligados foram usados para transformar Escherichia coli
XL-1 Blue por eletroporagéo (1,8 kV, 200 Q e 25 pF). Os clones resistentes a
ampicilina (100 pg/mL) foram selecionados por PCR de col6nia e por a-
complementagéo (1 mg de X—-GAL e 2 mg de IPTG sobre o meio para cada
placa de ¥ 70 mm). As preparacbes de DNA plasmidial foram feitas em
pequena escala por lise alcalina, seguindo-se metodologia padréo

(SAMBROOK, et al., 1989).

5.10. Sequenciamento e Analise das Sequéncias

Os fragmentos clonados (500 ng de vetor) foram sequenciados num
sequenciador automatico ABI 3100 para confirmagéo, utilizando-se 4 pmoles
de oligonucleotideos T7 ou SP6. As sequéncias obtidas foram submetidas
contra o banco de dados do GenBank™ pelos programas BLASTn e BLASTDp,

no enderego eletronico do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi).
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Alguns parametros (Tm, %GC, loop, homodimero) foram gerados pelo
programa Oligotech (http://www.oligotech.com/analysis.php) para auxiliar no

desenho dos oligonucleotideos.

5.11. Subclonagem em Vetor para RNAI

Cada fragmento génico foi clonado primeiramente no plasmideo de
entrada pDONR221 do sistema Gateway® (Invitrogen) (Figura 6). A reacéo de
recombinacéo foi realizada utilizando-se 300 ng do produto de PCR, contendo
o0s sitios de recombinacéo attB, 300 ng do vetor pPDONR221, com os sitios attP,
e 100 U da recombinase BP Clonase ™ I (Figura 7A). A reacéo foi incubada a
25 °C durante 16 horas. Para inativagdo da recombinase, foi adicionado 1 pL
de Proteinase K a reacédo, que foi incubada a 37 °C por 10 minutos. Para
propagacdo dos vetores, foi realizado choque térmico de células competentes
de E. coli, linhagem One Shot TOP10 (Invitrogen), seguindo os parametros: 30
minutos no gelo, 30 segundos a 42 °C e dois minutos no gelo. As células foram
ressuspendidas em 250 pL de meio LB (Luria-Bertani) e mantidas a 37 °C por
uma hora. Logo em seguida, foram semeadas em placas com meio LB sélido
contendo o antibiético canamicina (100 pg/mL). A selecdo de clones positivos
do sistema Gateway® baseia-se em selecdo negativa devido a presenca do
gene letal ccdB. A proteina CcdB interfere na atividade da DNA Girase de E.
coli, inibindo o seu crescimento. Quando a recombinacdo ocorre, ha a
substituicdo do gene ccdB pelo gene de interesse, portanto apenas as células
que possuem o fragmento génico de interesse clonado no pDONR221
crescerdao em meio seletivo com antibiotico canamicina. A partir dessa etapa,

todos os plasmideos recombinados devem ser mantidos na linhagem TOP 10,
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gue sao susceptiveis aos efeitos do gene ccdB, permitindo a selecdo apenas
dos clones que possuem o vetor corretamente recombinado. As preparagdes
de DNA plasmidial foram feitas em pequena escala por lise alcalina, seguindo-

se metodologia padrdo (SAMBROOK, et al., 1989).

M13 M13

Forward Reverse
I{]rw-lr ccdB m PWHPI

pDONR"221
pDONR"/Zeo

Figura 6. Desenho esquematico do plasmideo de entrada pDONR221. Os sitios de
recombinacao attP1 e attP2 flanqueiam o gene letal ccdB e o gene de resisténcia ao antibiotico

clorafenicol, que séo substituidos pelo fragmento génico apds a reacao de recombinagéo.

A presenca dos fragmentos génicos subclonados no plasmideo
pDONR221 foi confirmada por PCR com oligonucleotideos especificos. Os
vetores foram sequenciados com os oligos M13 senso e M13 antisenso para
confirmagdo definitiva. Finalmente, foi montado o sistema de recombinagéo
com o vetor destino para RNAiI pk7GWIWG2() (Fig. 8). A reacdo de
recombinacdo foi realizada usando 300 ng do pDONR221 contendo o
fragmento génico de interesse flanqueado pelos sitios de recombinacédo attL
(oriundo da recombinacéao do attB), 300 ng do vetor pk7GWIWG2(l), contendo
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os sitios de recombinacéo attR, 15 U de Topoisomerase | para manter o vetor
destino desenovelado e 100 U da recombinase LR clonase ™ Il (Fig. 7B). A
reagéo foi incubada a 25 °C durante 16 horas. Ao final, foi adicionado 1uL de
Proteinase K e a reacdo incubada a 37 °C por 10 minutos para inativacdo da
enzima. Os vetores obtidos foram usados para transformacdo por choque
térmico de E. coli linhagem One Shot TOP10. A selecdo de clones positivos
baseia-se na mesma metodologia descrita anteriormente. Apds a confirmacéao
da subclonagem dos fragmentos génicos por PCR com oligos especificos e
digestdo com endonucleases de restricdo, os plasmideos foram introduzidos

por eletroporacao na linhagem GV3101 de Agrobacterium tumefaciens.
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altB attB attP attP attL attL atR attR
e0B edB
[ PRODUTO
PRODUTO DE PCR D\é)iré)gR CLONE RESTANTE
FLANQUEADO POR ENTRADA
attB
aftL attL attR attR attg attB attP attP
B
LR Clonase™ I
CLONE VETOR I CLONE PRODUTO

ENTRADA RESTANTE

DESTINO

Figura 7. Representagcdo esquemética para clonagem de genes utilizando a metodologia
Gateway®. (A) A primeira reacdo de recombinacao, catalisada pela enzima BP clonase, utiliza
o produto de PCR amplificado com os sitios de recombinac¢éo attB e o vetor doador contendo
os sitios de recombinagéo attP para geracédo do vetor de entrada. (B) A segunda reagéo de
recombinacéo, catalisada pela enzima LR clonase, utiliza o vetor de entrada contendo os sitios
de recombinacédo attL e o vetor destino contendo os sitios de recombina¢éo attR para geragéo

do vetor final.
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Figura 8. Desenho esquematico do plasmideo para RNAi pk7GWIWG2(l) para
transformacé&o de plantas. Os genes CmR e ccdB séo substituidos pelo fragmento génico de
interesse, nos sentidos senso e antisenso, separado por um intron e controlado pelo promotor
35SCaMV.

5.12. Células eletrocompetentes de Agrobacterium tumefaciens

Utilizando uma alca de platina, a linhagem GV3101 foi semeada em
meio YEB sélido acrescido de 100 pg/mL de rifampicina, 50 pg/mL de
gentamicina e incubada a 28 °C por 16 horas. Uma colbnia isolada foi entéo
inoculada em 60 mL de meio YEB liquido contendo 100 pg/mL de rifampicina,
50 pg/mL de gentamicina e incubada a 28 °C, 150 rpm durante 16 horas, até
atingir a fase exponencial (ODgyp 0,5 a 1,0). A suspensdo bacteriana foi
centrifugada a 5000 rpm durante 5 minutos a 4 °C. ApOs descartar o
sobrenadante, as células precipitadas foram ressuspendidas delicadamente

com HEPES/KOH 1 mM gelado, para uma primeira lavagem. Ap0s a segunda
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lavagem nas mesmas condic¢des, as células foram ressuspendidas suavemente
em 10 mL de glicerol 10% estéril gelado e centrifugadas conforme descrito
acima. Por fim, as células foram ressuspendidas em 800 pL de glicerol 10%
estéril gelado e foram separadas em aliquotas de 40 pL, que foram
imediatamente congeladas em nitrogénio liqguido e mantidas em freezer — 80

°C.

5.13. Transformacado de Nicotiana tabacum

A linhagem GV3101 de Agrobacterium tumefaciens contendo os
plasmideos de interesse foi cultivada em meio de crescimento sélido LB
contendo 100 pg/mL de rifampicina, 50 pg/mL de gentamicina e 300 pg/mL de
estreptomicina durante 48 horas a 28 °C. Com a ajuda de uma alga de platina,
uma colbnia isolada foi transferida para 15 mL de meio LB liquido com as
mesmas concentracdes de antibidticos citadas acima. O inéculo foi incubado a
28 °C, 150 rpm durante 16 horas, até atingir a fase exponencial de crescimento
(ODgoo de 0,5 a 1,0). Posteriormente, 1 mL da suspensdo bacteriana foi
transferido para um tubo de microcentrifuga estéril e submetido a centrifugacao
de 5000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e as células foram

ressuspendidas em NaCl 0,85% esteéril.

As folhas de plantas de tabaco micropropagadas in vitro foram retiradas
e cortadas em quadrados de aproximadamente 1,0 cm?. Os fragmentos foliares
foram transferidos imediatamente para meio MS liquido (MURASHIGE
;SKOOG, 1962) e em seguida foi adicionado 200 pL da suspensao bacteriana

ao meio, que foi agitado delicadamente. Os explantes foram incubados nesse
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meio durante 20 minutos para possibilitar a infeccdo com agrobactéria,
transferidos para MS sdélido e incubados no escuro por um periodo de 48 horas.
Posteriormente, os explantes foram transferidos para um novo meio MS solido
contendo 1 mg/L do horménio 6-benzilaminopurina (BAP) para inducdo de
brotos, 500 mg/L de cefotaxima para evitar o crescimento das agrobactérias
remanescentes e 100 mg/L de canamicina para selecionar as células
transformadas. Os explantes foram incubados em uma sala de cultura com

fotoperiodo de 16 horas, a uma temperatura de 25 °C.

Apoés aproximadamente quatro semanas de incubacdo os fragmentos
foliares foram cortados em quatro pedacos e os pequenos calos formados
foram transferidos para um meio MS novo contendo 1 mg/L de BAP, 250 mg/L
de cefotaxima e 100 mg/L de canamicina. Depois de 4 semanas de incubacéo
nas mesmas condicbes, os brotos maiores que 0,7 cm foram transferidos
individualmente para magentas contendo meio MS sdlido acrescido de 250
mg/L de cefotaxima e 100 mg/L de canamicina. As plantas foram mantidas
nesse meio até o desenvolvimento completo das raizes, depois foram
transferidas para copos de plastico contendo a mistura solo:vermiculita estéril e
mantidas em casa de vegetacao até a maturacdo e obtencdo de sementes para

obtencéo de geracdo Tle T2 das linhagens transgénicas.
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5.14. Andélise da expressdo génica por PCR em tempo Real (qRT-

PCR)

A analise da expressao diferencial dos dois genes-alvo foi realizada
utiizando a técnica de PCR quantitativo em tempo real (qRT-PCR),
normalizado pela expressdo dos genes constitutivos 18S rRNA, B-tubulina,
GAPDH e Fator de elongacéo. Para analise do padréo de expressao génica a
gRT-PCR foi realizada comparando quatro estadios de desenvolvimento: ovo,
J2pp, J2/J3/J4 e fémea. Os experimentos de qRT-PCR foram conduzidos no

termociclador 7500 da Applied Biosystems.

A partir de 1 ug de RNA total extraido de ovo, J2pp, J2/J3/J4 e fémea foi
sintetizado o cDNA utilizando o kit SuperScript™ Il First-Strand Synthesis
SuperMix for gqRT-PCR (Invitrogen), seguindo as indicacdes do fabricante. A
PCR continha os seguintes reagentes: SYBR Green 1X (LGC), 200 nM de cada
primer (senso e antisenso) e cDNA de ovo, J2pp, J2/J3/J4 e fémea. O
programa da PCR foi o seguinte: 95 °C por quinze minutos, 95 °C por trinta
segundos, 60 °C por um minuto repetidos por 45 ciclos. Apos a amplificacéo,
foi determinada a curva de “melting” para verificar a presenga de amplificacdo
inespecifica ou formacdo de dimeros entre os oligonucleotideos, cujo programa
foi: 95 °C por quinze segundos, 60 °C por quinze segundos, subindo 2 °C por

minuto, até chegar a 95 °C novamente.

Para a analise de expressédo génica é fundamental a determinacdo da
eficiéncia de amplificacdo (PFAFFL, 2001), calculada pela seguinte formula: E
— 10(-l/coeficiente angular)

Sendo que, o coeficiente angular, corresponde a

inclinacdo da reta obtida por regresséo linear dos valores de Ct em funcdo do
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log das diluicbes de cDNA (curva padréo). Os dados gerados foram analisados
pelo programa “gBase Plus”. Este programa recebe os dados brutos de Ct para

calculo de expresséo relativa normalizada com os genes constitutivos.

5.15. Selecao das plantas transformadas com as construcdes para

silenciamento génico

As sementes geradas na geracao TO foram coletadas apos o periodo de
maturacdo e armazenadas até o uso. Para selecao das plantas transformadas,
as sementes tiveram suas superficies desinfetadas por incubacdo em alcool
70% por 5 min, hipoclorito de sodio 2% por 30 minutos seguido de 4 lavagens
com agua estéril. Em seguida, foram posicionadas em placas de meio MS

solido contendo 300 mg/L de canamicina para selecao.

As sementes que germinaram e enraizaram foram genotipadas
individualmente utilizando o Extract-N-Amp Plant PCR kit (Sigma-Aldrich, Saint
Louis, MO, EUA), para detectar a presenca do fragmento transgénico
correspondente no genoma de cada evento gerado no sentido senso e anti-
senso com oligonucletideos que se anelam tanto no fragmento génico como no
intron do vetor. Apds a confirmagdo da presenca do transgene por PCR as
plantulas foram transferidas para copos plasticos de 300 mL para aclimatacao
em casa de vegetacdo. Depois da aclimatacdo as plantas foram genotipadas
novamente, individualmente, por PCR utilizando o Extract-N-Amp Plant PCR
kit. As plantas genotipadas como positivas foram conduzidas até a geracédo T2

e posteriormente utilizadas em bioensaios de infec¢ao por M. incognita.
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5.16. Bioensaios de infeccdo de M. incognita em eventos de N.

tabacum expressando dsRNA

Apoés 15 dias de aclimatacdo, oito a dez plantas de cada evento de
transformacao foram utilizadas em cada repeticao biolégica para os bioensaios
de inoculagéo de J2 pré-parasiticos de M. incognita. Aproximadamente 1.000
J2pp foram inoculados por planta e o bioensaio foi mantido em camara
climatizada com controle de umidade e temperatura. Seis semanas apos a
inoculacao as raizes de cada planta foram processadas individualmente para a
extracdo de ovos de acordo com Hussey e Barker (HUSSEY, 1973). O
parametro nematoldgico avaliado neste bioensaio foi 0 niumero de ovos por
grama de raiz, que indica o nivel de resisténcia da planta ao nematoide. Os

dados foram validados estatisticamente pelo Teste de Tukey.

5.17. RT-PCR quantitativo (gqRT-PCR) dos genes-alvo em M.

incognita que infectaram eventos de N. tabacum expressando dsRNA.

Plantas de tabaco que expressaram o grampo do dsRNA de cada evento
foram transplantadas do meio MS para o solo em copos plasticos de 300 mL, e
aclimatadas em casa de vegetacdo. Foram utilizadas de 5 a 7 plantas para
cada evento e aproximadamente 1.000 J2 pré-parasiticos foram inoculados por
planta. Seis semanas apds a inoculagdo as raizes foram processadas e 0s

ovos extraidos de acordo com Hussey e Barker (HUSSEY ;BARKER, 1973).

Para cada evento, os ovos de M. incognita foram triturados em “pool”
com nitrogénio liquido, com auxilio de almofariz e pistilo, e o RNA total foi

extraido utilizando o RNeasy Mini kit (Qiagen, EUA). O RNA foi tratado com
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DNase | Turbo (Ambion, EUA) de acordo com as instru¢gdes do fabricante. A
sintese da primeira fita de cDNA foi feita utilizando o “SuperScript® Ill First-
Strand Synthesis SuperMix for gRT-PCR (Invitrogen, EUA) utilizando 500 ng de

RNA total.

Para realizagdo e andlise da gRT-PCR foi utillizado o mesmo

procedimento descrito no item 3.3.

5.18. Analise morfolégica das células gigantes nas plantas

expressando dsRNA dos genes-alvo por microscopia

As sementes de tabaco das cinco linhagens RNAI de hsp90 (1, 2, 4,5 e
6), Isocitrato Liase (1, 2, 3, 5 e 6) e uma linhagem n&o-transgénica foram
esterilizadas em solucédo de hipoclorito de sédio e etanol por 10 minutos e em
seguida lavadas 3 vezes com etanol absoluto. Posteriormente, as sementes
foram germinadas a 20 °C em meio MS so6lido acrescido de 300 mg/L de

canamicina para selecgéo.

Depois de aproximadamente 25 dias 8 plantas de cada linhagem foram
transferidas do meio MS para potes individuais de solo autoclavado e mantidas
em camara de crescimento (fotoperiodo 16 horas dia/8 horas noite,
temperatura 25 °C). Apds 20 dias de transplantadas, cada planta foi inoculada

com 1.000 J2 e mantidas nas mesmas condi¢cdes de crescimento.

As coletas de raizes para retirada de galhas para analise morfoldgica
foram feitas em 14 e 28 dias apds o ino6culo com os nematoides. Em cada

tempo apos inoculacdo foi coletada uma raiz de cada linhagem e as galhas
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foram retiradas e colocadas imediatamente em glutaraldeido 2,0% e
submetidas a 20 minutos de vacuo para facilitar a penetracdo do fixativo no
tecido. A fixacdo das galhas foi feita durante 15 dias na temperatura de 4 °C

sob agitacao constante, o fixativo foi trocado a cada dois dias.

As galhas j& fixadas foram entdo submetidas ao processo de
desidratacdo nas seguintes condi¢coes: 1 hora em tampéo Pipes pH 6,9; 2
horas em etanol 15%; 2 horas em etanol 30%; 2 horas em etanol 50%, 16
horas em etanol 70%. No dia seguinte seguiu-se com a desidratacao: 2 horas
em etanol 85% e pelo menos 6 horas em etanol 100%, trocando o etanol a
cada 2 horas. Esse processo todo foi realizado no gelo, para que a agéo do

alcool no tecido fosse lenta.

Depois de desidratadas, as galhas foram colocadas em solugcéo de 50%
Technovit 50% etanol e mantidas a 4 °C durante pelo menos 12 horas.
Posteriormente, as galhas foram transferidas para 100% Technovit liquido e
mantidas nessa solucéo por sete dias a 4 °C. ApGs esse processo, as galhas
foram entdo embebidas em Techovit sélido (0,1 g de Hardner | em 10mL de
Technovit, para cada 5 mL dessa solucao adiciona-se 333 pL de Hardner I

para polimerizagéo).

Os blocos polimerizados de Technovit foram cortados em micrétomo na
espessura de 3 um e os cortes distribuidos em laminas de polilisina. As laminas
foram mantidas a 45 °C por 16 h para que os cortes ficassem perfeitamente
aderidos a lamina. Depois de secas as laminas foram coradas com azul de
toluidina e observadas em microscéopio Optico para analise morfologica das

galhas.

66



5.19. Hibridizacdo in situ whole mount

As sondas de RNA foram sintetizadas utilizando o kit DIG RNA labeling
(SP6/T7) da Roche, seguindo as instru¢cbes do fabricante. Os J2 foram
coletados de acordo com o protocolo descrito no item 3.3 e em seguida
submetidos a hibridizacdo. Primeiramente os nematoides foram fixados em 1
mL de tampdo contendo 10% de formalina em PBS1X e incubados a
temperatura ambiente durante 24 horas. Apdés 0 processo fixativo 0s
nematoides foram colocados sobre uma placa de vidro e submetidos aos cortes
utilizando uma lamina de barbear acoplada a uma bomba de aquéario. Os
nematoides cortados foram em seguida colocados em um tubo de 1,5mL e
lavados 3 vezes com 1 mL de PBS 1X. Para a permeabilizacdo da cuticula os
nematoides foram tratados com 1 mL de proteinase K 1 mg/mL e incubados
durante uma hora a temperatura de 37°C. Seguiu-se novamente com 3
lavagens em PBS1X e o precipitado de nematoides foi incubado no
congelador - 80 °C por 15 minutos. Em seguida o precipitado foi
ressuspendido em 1 mL de metanol gelado e mantido a temperatura ambiente
por 2 minutos. Os nematoides foram centrifugados 10.000 rpm durante 1
minuto, retira-se 0 metanol e adiciona-se 1 mL de acetona gelada e segue-se
uma incubacao no freezer -80°C por 15 minutos. Novamente 0s nematoides
sdo centrifugados por 10.000 rpm durante 1 minuto, a acetona é retirada e
adiciona-se 500 pL de tampao de hibridizagdo. Os nematoides s&o incubados
no tampéo de hibridizacdo a 50 °C por 30 minutos e a sonda € adicionada e

segue-se uma nova incubacgéo a 42 °C por 16 h. Apos o periodo de incubacgéo
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sao realizadas duas lavagens de 10 minutos com SDS 0,1% e SSC 4X e mais

duas lavagens com SDS 0,1% e SSC 0,1X.

6. RESULTADOS

6.1. Selecdo dos genes-alvo

A selecdo dos genes-alvo € uma etapa fundamental para o bom
desenvolvimento e sucesso do trabalho. O grande diferencial nesse estudo,
comparado ao que vem sendo realizado para o fitonematoide M. incognita, é o
fato de os dois candidatos selecionados serem classificados como genes
envolvidos em resposta a estresse e descritos como essenciais em varias
espécies de nematoides. A maioria dos trabalhos j& publicados envolvendo
RNAI, tanto in planta quanto in vitro para esse fitonematoide, foram realizados
silenciando genes de parasitismo ou efetores. Essa estratégia apresenta certa
dificuldade visto que muitos desses genes de parasitismo pertencem a familias
génicas. Dessa forma, existe grande possibilidade de o nematoide conseguir
substituir o gene silenciado expressando outro de funcédo similar e dar

prosseguimento ao seu ciclo de vida e estabelecimento do parasitismo.

Nesse trabalho, dois genes-alvo foram selecionados para testes
preliminares visando o controle de M. incognita por meio de RNA..
Primeiramente foi gerada uma biblioteca de EST de J2pp desse fitonematoide
com 2880 sequencias (FRAGOSO, 2006a). ApGs a limpeza para retirada de
sequencias plasmidiais, rRNA e sequencias de baixa qualidade foram
montados 197 contigs e 1506 sequencias nao foram agrupadas e

categorizadas como singlets. A maioria dos contigs (138) foram formados por
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apenas duas sequencias, 0 que pode indicar a baixa expressao desses genes
na fase J2pp. Por outro lado, os contigs que apresentaram de 11 a 45
sequéncias podem comparativamente indicar uma taxa de expressao alta. O
gene codificador da Proteina de Choque Térmico 90 (hsp90) foi escolhido para
silenciamento génico devido a sua abundancia nessa biblioteca de cDNA de
juvenil 2 de M. incognita (FRAGOSO, 2006b). Nessa biblioteca foram
encontrados 5 “reads’de hsp90 com e-value baixo (e-109). Essas duas
caracteristicas mais o fato desse gene ja ter apresentado grande potencial de
intervencdo no desenvolvimento de outras espécies de nematoides
(MATTHEWS, et al., 2003; DEVANEY, et al., 2005a; BERDICHEVSKY, et al.,
2006) nos levaram a investigar o efeito do silenciamento desse gene na
reproducao do fitonematoide M. incognita. O gene codificador de Isocitrato liase
(ICL) foi selecionado por estar envolvido no metabolismo energético (ciclo do
glioxilato) de juvenil 2 pré-parasita e, por isso, representa um bom candidato
para controle de fitonematoides, ume vez que quando silenciado pode impedir
o desenvolvimento do nematoide (BIRD, 2003). Uma EST codificadora de ICL
ja havia sido identificada em J2 de M. incognita (MCCARTER, et al., 2003),

além de um cDNA completo de ICL isolado de M. javanica (gi|15003598|).

E importante salientar que no inicio desse trabalho o genoma de M.
incognita ainda ndo estava disponivel. Entretanto, posteriormente foi realizada
uma analise para verificar o nimero de contigs encontrados para cada gene-
alvo. Para o gene hsp90 foram encontrados 4 sequéncias nucleotidicas
representadas por 4 contigs: Minc1640, Minc1642, Minc3038 e Minc18114 que
por sua vez codificam 7 sequéncias peptidicas. Ao realizar o alinhamento

nucleotidico para verificar com quantos contigs a sequéncia escolhida para uso
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no silenciamento tem homologia foi observado que ocorre o alinhamento com
apenas uma sequéncia do genoma. Para o0 gene Isocitrato liase foram
encontrados 2 contigs: Minc9712 e Minc13172 que codificam duas sequéncias
peptidicas. O alinhamento nucleotidico da sequéncia escolhida para uso no
silenciamento foi observado para ambas as sequéncias encontradas no
genoma, evidenciando a grande probabilidade do silenciamento génico ser

muito eficiente.

6.2. Escolha de regides especificas para M. incognita de cada gene

para silenciamento via RNAI

Apés a selecdo dos genes-alvo, procedeu-se a escolha das melhores
regides para interferéncia mediada por RNA dupla fita, que foi auxiliada pelos
programas Block-IT™ RNAi Designer (http:/rnaidesigner.invitrogen.com) e
BLASTn (www.ncbi.nim.nih.gov). Detalhadamente, para cada gene, suas ESTs
codificadoras foram alinhadas a fim de determinar a sequéncia consenso, pelo
menos quando havia sobreposicdo entre as ESTs. Como nao havia EST
codificadora de Isocitrato liase na referida biblioteca, foi utilizada para esta
analise a sequéncia do gene de M. javanica (gi|15003598|). Apds submeter as
sequéncias consenso conservadas ao programa Block-IT™, foi possivel
determinar as regibes com maior probabilidade para producdo de SiRNAs
eficientes. Entdo, cada uma das regides escolhidas foi submetida ao BLASTnh a
fim de identificar possiveis efeitos cruzados de RNAi em plantas, humanos e
outros organismos nao-alvo, mensurado como percentual de identidade de

sequéncia nucleotidica (Tabela 5). A interseccéo das probabilidades de maior
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eficiéncia de RNAI com menor efeito cruzado resultou nas regides escolhidas

para isolamento e clonagem em vetor para expressao de dsRNA in planta.

Tabela 5. Andlise comparativa dos genes-alvo com o GenBank™.

Gene-alvo BLASTn* Espécie E-value Identidade N°de acesso
Isocitrato Liase NSSE - - - -
HSP90 HSP90 M. incognita 0,0 98% GU441459.1

M. javanica 0,0 97% AF201338

M. arenaria 0,0 97% EU364880

M. floridensis 0,0 97% EU364884

0,0 97% EU364885

0,0 97% EU364886

0,0 97% EU364887

0,0 96% EU364888

M. hapla 1™ 87% AY528416
1% 92%

AY528417

*Andlise realizada em 20/02/2014 no enderego www.ncbi.nim.nih.gov.

NSSE = nenhuma similaridade significante encontrada

Foi planejado utilizar apenas uma regido para cada gene-alvo,
resultando em dois fragmentos génicos para amplificacdo. As regides
especificas para os genes lIsocitrato liase (300 pb) e hsp90 (700 pb) né&o
possuem similaridade com nenhuma sequéncia do banco nr nem com
nenhuma sequéncia de outro gene do genoma de M. incognita. Isto nos mostra
a alta especificidade dessas sequéncias e pouca probabilidade da ocorréncia

de efeitos cruzados (“off-target”). Dessa forma, a possibilidade do dsRNA ser
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produzido e influenciar a expressdo de qualquer outro gene é reduzida. Entéo,
a partir das sequéncias nucleotidicas das regides escolhidas, os
oligonucleotideos foram desenhados para amplificacdo por PCR dos
fragmentos génicos e adicdo das extremidades de reconhecimento attB para

subclonagem por recombinacéo (Gateway® Technology).

6.3. Quantificacdo do acumulo dos transcritos em diferentes estagios

de vida de M. incognita

Para determinacdo do padrdo de expressao génica nos diferentes
estadios de vida de M. incognita foi realizada uma analise in silico do banco de

EST (dbEST http://www.ncbi.nim.nih.gov/dbEST/index.html) e a quantificacao

dos transcritos por PCR em tempo real (QRT-PCR). Essa etapa é fundamental,
pois € possivel estabelecer a fase na qual a expressdo de cada gene é maior
ou menor e os resultados obtidos podem ser utilizados para analise ap6s o
silenciamento. O banco de EST (dbEST) possui 63.838 EST’s de M. incognita
(Dezembro de 2013), sendo 14.671 de ovos, 35.358 de juvenil 2 pré-parasita,
2.734 de J2/J3/J4 e 4.427 de fémea adulta. A busca por hsp90 e ICL foi feita
contra sequencias nao redundantes (NRdb-NCBI) para o filo Nematoda
utilizando BlastX e cutoff < e-10. O gene gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase
(GAPDH) foi utilizado como referéncia. A fase de ovo apresentou 30 EST’s
para hsp90 e 2 para ICL. Na fase de J2 pré-parasita foram observadas 31
EST's de hsp90 e 18 de J2 de ICL (Figura 9). Nao foram observadas
sequéncias para as fases parasiticas, provavelmente porque o total de EST’s

ainda é baixo e pouco representativo nesses estadios. Ao realizarmos a analise
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de acumulo de transcritos dos dois genes-alvo por gRT-PCR foi verificado que
existem diferencas de acumulo nos 4 estagios principais: ovo, J2 pré -parasita,

J2/J3/J4 e fémea.

®HSP90

0.25 4 u Isocitrate lyase

® GAPDH

©
(V)

0.15

©
-

0.05

% Meloidogyne incognita EST's de HSP90 e
Isocitrato Liase no banco de dados (dbEST)

Ovo ppJ2

Figura 9: Andlise in silico de EST’s de Meloidogyne incognita encontrados no banco de
dados. Precentual de EST’s de hsp90 e ICL encontrados no banco de dados dbEST mostrado
por barras. EST’s de ovos totalizam 14.671 sequéncias, das quais 30 foram anotadas como
hsp90, 2 como ICL e 32 como GAPDH. EST’s de J2 pré parasitas totalizam 35.358 sequéncias
sendo 31 de hsp90, 18 de ICL e 52 de GAPDH.|

O RNA total foi extraido dos quatro estagios investigados: ovo, J2 pré-
parasitico, J2/J3/J4 e fémea. Amostras de RNA total foram utilizados para
sintese de cDNA de cada fase, que posteriormente foram utilizados para a
analise por qRT-PCR. Em todos os casos as quantidades de acumulo de

transcrito foram relativizadas com a quantidade evidenciada em ovos por ser o
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estadio inicial do ciclo do nematoide. As curvas de dissociagdo mostraram que
ndo houve formacdo de dimeros dos oligonucleotideos nem multiplas
amplificagbes em uma mesma reacdo. Os genes de referéncia utilizados para

normalizacéo foram 18S rRNA, B-tubulina, GAPDH e Fator de elongacéo.

A quantidade detectada de transcrito do gene Isocitrato Liase foi 5 vezes
maior em fémea do que em ovo. JA& em J2 pré-parasitico o acumulo de
transcritos de Isocitato Liase foi 58 vezes maior do que em ovo. Quando se
comparou fémea com J2 pré-parasitico o resultado foi aproximadamente 12
vezes maior em J2pp. Nao foram detectados niveis de expressao relevantes na
fase J2/J3/J4. Portanto, a ordem de acumulo de transcrito de Isocitrato Liase
nos diferentes estadios foi: J2pp > fémea> ovo> J2/J3/J4 (Figura 10). Esses
resultados nos mostram que existem diferencas no acumulo de transcritos nos
estadios de desenvolvimento. O maior acumulo de transcritos em J2pp
evidencia que esse gene é fundamental para a sobrevivéncia do nematoide
fora da planta hospedeira, justamente na fase em que é necesséria a utilizacédo
de lipideos para producdo de ATP e, consequentemente, manutencdo do
metabolismo. Adicionalmente, isso € indicio de que essa proteina pode estar
envolvida no processo inicial de infeccdo. A baixa expressdo desse gene nos
estadios J2/J3/J4 sugere que essa enzima provavelmente ndo esta envolvida
no estabelecimento do sitio de alimentacdo e parasitismo. No entanto, o gene
volta a ter um leve aumento na expressao no estadio de fémea, mostrando que
provavelmente essa enzima pode estar envolvida de alguma forma no
processo de reprodutivo, como por exemplo, na formacgdo dos ovos dentro da

fémea.
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Figura 10: Caracterizag8o dos niveis relativos de acumulo de transcritos do gene
Isocitrato Liase em Meloidogyne incognita nos 4 estagios de vida. Para cada gene a
amplificacéo foi feita em ftriplicata, utilizando cDNA de ovo, J2pp, J2/J3/J4 e fémea. A andlise
foi realizada pelo programa gBASE e normalizada com os genes 18S rRNA, B-tubulina,
GAPDH e Fator de Elongacéo.

Quando o gene codificador da proteina de choque térmico 90 (hsp90) foi
avaliado, verificou-se que o acumulo de transcritos em ovo, J2/J3/J4 e fémea
foi praticamente igual. Ao avaliarmos a quantidade em J2pp, esta foi 3 vezes
menor do que nas outras fases. (Figura 11). Esse resultado nos mostra que o
padrdao de acumulo de transcritos de hsp90 pode ser considerado semelhante
nos diferentes estadios de desenvolvimento. O resultado corrobora com dados
ja apresentados na literatura para o nematoide C. elegans, onde o gene hsp90
€ expresso constitutivamente em varios tecidos (GAISER, et al., 2011). Por ser

uma chaperona molecular, a proteina de choque térmico 90 esta envolvida em

75



uma gama de processos e, portanto, € esperado que a expressdo do gene

codificador da mesma se dé em todas as fases da vida do nematoide.
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Figura 11: Caracterizacdo dos niveis relativos de acamulo de transcritos do gene hsp90
em M. incognita nos 4 estégios de vida. Para cada gene a amplificagdo foi feita em triplicata,
utilizando cDNA de ovo, J2pp, J2/33/J4 e fémea. A analise foi realizada pelo programa gBASE

e normalizada com os genes 18S rRNA, B-tubulina, GAPDH e Fator de Elongacéo.
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6.4. Localizacao por Hibridizacdo in situ

Para determinar a localizacdo e expressédo espacial dos genes-alvo foi
realizada a hibridizac&o in situ whole-mount nos J2 pré-parasitas. As sondas
senso e antisenso de RNA dos genes-alvo foram marcadas com digoxigenina
e, posteriormente, foi feita a ligacdo do anticorpo Anti-DIG que foi revelado com

fosfatase alcalina.

A hibridizag&o in situ nos J2 pré-parasitas mostrou um sinal forte dos
transcritos de hsp90 nas células musculares e na hipoderme (Figura 12A e
12B). Esse resultado corrobora com o padrao observado no nematoide modelo
C. elegans, onde foram observados padrbes de expressdo similares aos

encontrados no presente trabalho (GAISER, et al., 2011).

A hidridizagao in situ do gene Isocitrato Liase apresentou sinal forte em
granulos localizados ao longo de todo sistema digestivo e na extremidade da
cauda, regido onde ha maior acumulo de lipideos (Figura 12D e 12E). O
resultado obtido também corrobora com o padrdo observado em C. elegans
(LIU, et al., 1997). Os controles negativos com as sondas senso de ambos 0s

genes ndo mostraram sinal, como esperado (Figura 12C e 12F).
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Figura 12: Localizacdo dos transcritos por hidridizacdo in situ whole mount dos genes
hsp90 e Isocitrato liase em juvenis 2 pré-parasitas de M. incognita. O gene hsp90 esta
localizado na hipoderme e células musculares (12A e 12B). O gene Isocitrato liase esta
localizado em forma de granulos no sistema digestivo (12D e 12F). Os controles negativos com

as sondas senso de ambos o0s genes ndo mostraram sinal, como esperado (12C e 12F).

6.5. Subclonagem das regides selecionadas dos genes-alvo em

vetor binario para silenciamento génico in planta

A partir de fitonematoides multiplicados em plantas de tomateiro,
procedeu-se a coleta de individuos em diferentes fases de desenvolvimento
(ovo, J2pp e fémea). Essas amostras de M. incognita foram submetidas a
extracdo de RNA total e sintese de cDNA em pequena escala. Inicialmente, a
qualidade do cDNA foi testada em RT-PCR com oligonucleotideos para [3-

actina. Posteriormente, foram iniciadas as amplificacdes para isolamento do
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fragmento génico de Isocitrato liase. Foram utilizados como molde cDNA de
ovo, J2pp e fémea para a primeira PCR, com temperatura de anelamento de 45
°C. Em seguida, foi realizada uma segunda amplificagdo que utilizou como
molde 1 pL da primeira reacéo de PCR e temperatura de anelamento de 50 °C.
Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1%

corado com brometo de etideo (Figura 13).

O fragmento génico de hsp90 foi amplificado usando como molde o DNA
plasmidial da biblioteca de J2pp (pSPORT Invitrogen), contendo os cDNAs
previamente isolados e sequenciados (FRAGOSO, 2006b). Para amplificacéo
de hsp90 foram utilizados cinco moldes distintos de DNA plasmidial e
temperatura de anelamento de 50 °C. Os produtos da PCR foram submetidos a

eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo (Figura 13).

Os dois fragmentos génicos foram subclonados por recombinacdo no
vetor pDONR221 Gateway (Invitrogen) a partir do produto de PCR e
sequenciados em triplicata utilizando os oligos universais M13 para confirmar

se o produto amplificado realmente era o fragmento génico de interesse.
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Figura 13. Amplificacdo dos fragmentos génicos de Isocitrato Liase e hsp90. Eletroforese em gel de
agarose 1% dos produtos de PCR utilizando como molde os cDNAs de Meloidogyne incognita nas fases
de ovo (A), juvenil 2 (B) e fémea adulta (C) e DNA dos clones de uma biblioteca de cDNA de juvenil 2 de
Meloidogyne incognita. (D, E, F e H) clones que ndo amplificaram o fragmento de interesse; (H)
amplificacdo do produto de PCR de 782 pb, correspondente ao fragmento de génico de hsp90. Os
tamanhos dos fragmentos amplificados foram comparados com o marcador de massa 1 kb ladder plus da

Invitrogen™ (M).

Apb6s confirmacao das subclonagens no vetor de entrada, partiu-se para
recombinacdo no vetor binario final pK7GWIWG2 (I). As duas construcdes
foram inseridas e mantidas na linhagem OminiMax 2T1 R de E. coli. Para
verificar a subclonagem das duas cOpias, senso e antisenso, dos dois
fragmentos génicos no vetor pK7GWIWG2(1) e a orientagéo do intron (5’ 2> 3’),

foi feita analise por digestdo com endonucleases de restricdo. O vetor pk7IL

80



(Figura 14) foi digerido com as enzimas Hindlll e Xbal e o vetor pk7hsp90
(Figura 15) foi digerido com Sacl e Xbal. Os produtos da digestdo foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de
etideo. Para confirmacéo da subclonagem das duas cépias e da presenca do
intron na posigado 5 > 3’ eram esperados dois fragmentos para cada gene:
Isocitrato Liase 1.783 pb e 777 pb e hsp 90 2.375 pb e 1.236 pb que foram

observados em ambos 0s casos.

MA B CDEFG

2 Kb
1.6 Kb

800 pb

650 pb

Figura 14. Digestdo do DNA plasmidial dos clones contendo o vetor pK7IL com Hindlll e
Xbal. Eletroforese em gel de agarose 1% dos clones contendo o vetor pK7IL (A a G). Todos
apresentaram as duas bandas de tamanho esperado, 1.783 pb e 777 pb, confirmando a
presenca das cépias senso e antisenso do fragmento génico de Isocitrato Liase e a orienta¢&o

5" > 3’ do intron. (M) Marcador de massa molecular 1 kb ladder plus da Invitrogen™.
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Figura 15. Digestdo do DNA plasmidial dos clones contendo o vetor pK7hsp90 com Sacl
e Xbal. Eletroforese em gel de agarose 1% dos clones contendo o vetor pK7hsp90 (A a J). Os
clones C, D, H e | apresentaram fragmentos do tamanho diferente do esperado, indicando a
presenga do intron na posigéo invertida (3’ > 5’). Os clones B, F, G e J apresentaram o0s dois
fragmentos de tamanho esperado, 2.375 pb e 1.236 pb, confirmando a presenca das copias
senso e antisenso do fragmento génico de hsp90 e a orientagdo 5 > 3’ do intron. (M)

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

6.6. Transformacdo de N. tabacum e selecdo dos eventos

transformados na geracdo T1 das construcdes construcdes

pK7GWIWG2(l) — hsp90 e pK7GWIWG2(]) — Isocitrato Liase

As construgdes finais pK7GWIWG2(l) - Isocitrato Liase e
pK7GWIWG2(I) — hsp90 foram inseridas na linhagem GV3101 de A.
tumefaciens por eletroporacdo. Apos a confirmagéo da inser¢cdo do plasmideo
na bactéria por PCR, as col6nias positivas foram mantidas congeladas em
estoque glicerol no freezer -80 °C e, posteriormente, inoculadas em meio YEB

para crescimento e em seguida utilizadas para transformacao de fumo.
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Para cada fragmento génico foi realizada co-cultura de 100 fragmentos
foliares de plantas de fumo com A. tumefaciens. Adicionalmente, foram feitos

trés controles experimentais distintos (Tabela 6).

Tabela 6. Composicdo dos meios para transformacéo e regeneracdo de explantes de
Nicotiana tabacum.

Controle Composicao Tratamento Finalidade

1 BAP Sem Co-cultivo Avaliar a eficiéncia
com agrobactéria do horménio BAP

2 BAP + Cefotaxima Co-cultivo com Avaliar a eficiéncia
agrobactéria do antibiético
cefotaxima
3 BAP + Cefotaxima Sem co-cultivo Avaliar a eficiéncia
+ Canamicina com agrobactéria do antibiético
canamicina

No controle 1 foi observado que os fragmentos foliares se regeneraram
rapidamente, dando origem a iniumeros brotos (Figura 16A), confirmando a
eficiéncia do hormonio de inducdo de brotos BAP. No controle 2 observou-se
que ndo houve crescimento de nenhuma agrobactéria remanescente,
comprovando a eficiéncia do antibiético cefotaxima (Figura 16B). No controle 3
os fragmentos foliares que ndo foram co-cultivados com agrobactéria ndo se
regeneraram e morreram, o que confirma a eficiéncia do antibiético canamicina

na eliminacdo de células ndo transformadas (Figura 16C). O processo de
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transformacao completo levou cerca de 8 meses para obtenc&o da linhagem TO
de plantas transgénicas. Para cada construcdo foram obtidas cerca de 6
plantas, resultando em uma eficiéncia de transformacdo de 6%. As plantas
transformadas foram entdo mantidas em casa de vegetacdo até sua completa
maturacdo e obtencdo de sementes. As plantas genotipadas como positivas
por PCR foram conduzidas até a geracdo T2 e, posteriormente, utilizadas em

bioensaios de infec¢ao por M. incognita.
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Figura 16. Explantes de Nicotiana tabacum em placas para cultura de tecidos. (A)
Fragmentos foliares ndo transformados para testar a eficiéncia do horménio de inducao de
brotos BAP (6-benzilaminopurina). (B) Fragmentos foliares transformados via agrobactéria para
avaliar a eficiéncia do antibittico cefotaxima. (C) Fragmentos foliares ndo transformados para
avaliar a eficiéncia da selegdo pelo antibidtico canamicina. (D e E) Fragmentos foliares
transformados com o0s genes lIsocitrato Liase e HSP 90 respectivamente, apresentando

formagéo de brotos.
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6.7. Bioensaios dos eventos transformados com as construcdes

pK7GWIWG2(l) — hsp90 e pK7GWIWG2(l) — Isocitrato Liase contra M.

Incognita

O sucesso do parasitismo dos fitonematoides e consequentemente o
sucesso reprodutivo depende significativamente da interagcdo que o nematoide
estabelece com a planta hospedeira. Dessa forma, quando realizamos o
silenciamento génico temos justamente o intuito de influenciar essa interacéo
planta-nematoide e, por conseguinte, dificultar a formacdo do sitio de
alimentacdo ou diminuir as taxas reprodutivas. Considerando que os dois
genes-alvo possuem funcdo essencial para a sobrevivéncia do nematoide,
esse estudo foi realizado para investigar a possibilidade de o silenciamento
génico levar a uma reducdo na taxa de reproducdo dos nematoides no
hospedeiro. Para verificar o efeito do silenciamento dos genes-alvo nos
nematoides foram realizados bioensaios infectando J2 pré-parasiticos nas
plantas transformadas com as construcdes e nas plantas ndo transformadas,

que foram utilizadas como controle.

Primeiramente, as sementes das linhagens transgénicas foram
colocadas para germinar em meio Murashige e Skoong (MS) seletivo contendo
o antibiético canamicina na concentracao final 300 pg/mL. Esse meio de
selecdo € altamente estringente e somente as plantas transgénicas tem
capacidade de apresentar desenvolvimento completo (Figura 17). ApoOs
aproximadamente 20 dias, as plantas que se desenvolveram e enraizaram no
meio foram transferidas para copos contendo solo autoclavado e mantidas em

camara de crescimento em torno de 15 dias. Cada planta foi genotipada
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individualmente por PCR e, apés confirmacado da presenca do transgene, foram

inoculadas com 1.000 J2pp.

Figura 17: Germinacdo de sementes de Nicotiana tabacum em meio MS contendo 300

pg/mL de canamicina. As plantas ndo transformadas morrem poucos dias ap0s a germinacao

(A) e as plantas transformadas se desenvolvem normalmente (B).

Foram realizados dois bioensaios para cada construcdo. O primeiro
bioensaio foi realizado com 5 eventos (T1l) de transformacédo independente
para cada construgdo, além das plantas ndo-transgénicas como controle.
Dentro de cada linhagem foram utilizados 5 individuos como repeticdo. O
segundo bioensaio foi realizado com 8 eventos (T2) oriundos daqueles que
apresentaram o0s melhores resultados no primeiro bioensaio. Nesse
experimento foram utilizados de 8 a 10 individuos como repeticdo. Seis
semanas apdés a inoculagdo, as raizes das plantas foram coletadas e
processadas individualmente para determinacdo do nimero de ovos por grama
de raiz. Todos os valores dos bioensaios foram relativizados em relacdo ao

tratamento controle (plantas ndo-transgénicas).
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Ao avaliar os dados nematoldgicos referentes ao silenciamento de
Isocitrato liase foi verificado que o numero de ovos por grama de raiz foi em
média 65% menor nos eventos transgénicos do que no tratamento controle,
sendo essa diferenca altamente significantiva pelo teste de Tukey (p<0,001).
Os eventos transgénicos ndo foram estatisticamente diferentes quando
comparados entre si (Figura 18a e 18b). Estes dados indicam que o gene
Isocitrato liase possui funcéo essencial no metabolismo e reprodugcdo do
parasita, visto que houve uma grande redu¢do no namero de ovos por grama
de raiz. Os dados dos bioensaios nos indicam que o silenciamento ndo afetou a
penetracdo e estabelecimento do sitio de alimentacdo, o que era esperado,
uma vez que esse gene nao é considerado um efetor e é pouco expresso nas
fases J2/J3/J4 como foi constatado pelos experimentos de gRT-PCR. No
entanto, como houve uma grande diminuicdo do nimero de ovos depositados
pelas fémeas podemos concluir que o silenciamento alterou de alguma forma o
metabolismo da fémea e, consequentemente, a ovoposi¢céo. Portanto, o gene-
alvo Isocitrato liase tem um grande potencial de ser usado com ferramenta
biotecnoldgica para o controle de fitonematodies em plantas de interesse

comercial.

A avaliacdo dos dados referentes a construcdo contendo o fragmento
génico de hsp90 nos mostrou que 0 numero de ovos por grama de raiz foi em
meédia 30% menor nos eventos transgénicos do que no tratamento controle,
sendo essa diferenca significante pelo Teste de Tukey (p<0,05). Novamente,
0S eventos transgénicos também ndo diferem estatisticamente quando
comparados entre si (Figura 19a e 19b). Os dados indicam que o gene hsp90

também exerce funcdo essencial no metabolismo e reproducdo do nematoide,
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no entanto, a redugcdo no numero de ovos por grama de raiz foi menor do que
nos experimentos utilizando o gene da Isocitrato Liase. Isso provavelmente
pode ter ocorrido pelo fato do gene codificador da Proteina de choque térmico
90 apresentar um numero maior de contigs no genoma de M. incognita quando
comparado a Isocitrato liase. Provavelmente, o silenciamento do gene hsp90
foi menos eficiente pelo fato de existir um nimero maior de cOpias no genoma.
Consequentemente pode ocorrer uma maior expresséo do gene e dessa forma,
pode haver uma maior dificuldade de obter um nivel satisfatério de
silenciamento. No caso do gene Isocitrato liase, como existem apenas dois
contigs no genoma, o silenciamento pode ter sido mais eficiente e gerado
eventos que levaram a uma diminuicdo muito significativa no nimero de ovos

por grama de raiz.

Portanto, ao escolhermos genes potenciais para realizacdo de
experimentos futuros utilizando RNAI in planta é interessante que 0s mesmos
sejam preferencialmente de copia Unica, facilitando a eficiéncia do
silenciamento. No entanto, novos experimentos utilizando um fragmento menor
do gene hsp90 devem ser conduzidos antes de afirmarmos que o gene nao

possui possibilidade de aplicacéo biotecnoldgica.
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Figura 18: Efeito das plantas expressando dsRNA de Isocitrato Liase na reproducéo de
Meloidogyne incognita. NUmero de ovos por grama de raiz de M. incognita coletados 45 DAI
de plantas expressando dsRNA da construcdo pK7GWIWG2(l)-Isocitrato Liase. (A) O primeiro
bioensaio foi realizado com 5 linhagens transgénicas diferentes da geracdo T1. (B) O segundo
bioensaio foi realizado com 8 linhagens da geracdo T2 oriundas dos melhores resultados
obtidos no primeiro bioensaio. n = nimero de plantas analisadas por linhagem. % = percentual
de nimero de ovos por grama de raiz. Barras com letras distintas diferem entre si

estatisticamente pelo teste de Tukey (p<0,001).
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Figura 19: Efeito das plantas expressando dsRNA de hsp90 na reproducdo de
Meloidogyne incognita. NUmero de ovos por grama de raiz de M. incognita coletados 45 DAI
de plantas expressando dsRNA da construgcao pK7GWIWG2(1)-hsp90. (A) O primeiro bioensaio
foi realizado com 5 linhagens transgénicas diferentes da geracdo T1. (B) O segundo bioensaio
foi realizado com 8 linhagens da geracdo T2 oriundas dos melhores resultados obtidos no
primeiro bioensaio. n = niimero de plantas analisadas por linhagem. % = percentual de nimero
de ovos por grama de raiz. Barras com letras distintas diferem entre si estatisticamente pelo
teste de Tukey (p<0,05).
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6.8. Analise da expressao dos transcritos de hsp90 em ovos recuperados

de plantas transgénicas expressando dsRNA

Para analisar silenciamento de hsp90 na progénie dos nematoides
mantidos em plantas GM foi realizado gRT-PCR para determinacdo do
acumulo de transcritos de hsp90 de ovos coletados das plantas transgénicas e
controle. O RNA total foi extraido de ovos coletados das plantas GM e o0 cDNA

obtido foi utilizado para o experimento de qRT-PCR.

Os resultados obtidos na avaliacdo do acumulo de transcritos em ovos
obtidos das plantas expressando dsRNA de hsp90 mostrou uma diminuicéo
significativa na expressdo do gene-alvo nos ovos coletados de todas as
linhagens, cerca de 7 vezes menos em relacdo ao controle (Figura 20). Dessa
forma, pode-se concluir que a técnica de RNAI in planta é funcional, visto que

houve de fato o silenciamento génico.

A andlise do silenciamento génico de Isocitrato Liase em ovos néo foi
possivel de ser realizada, visto que a quantidade de ovos obtidos foi muito
reduzida. Consequentemente, a extracdo de RNA foi prejudicada e o gqRT-PCR

também.
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Figura 20: Caracterizagdo dos niveis relativos de acimulo de transcritos por gRT-PCR do
gene hsp90 em ovos de M. incognita coletados de plantas expressando dsRNA. Os ovos
coletados de todas as linhagens apresentaram diminuicdo de 7 vezes na expressdo do gene
hsp90 mostrando que de fato houve silenciamento e o mesmo pbde ser confirmado na

progénie.

6.9. Anélise macroscopicas e microscopicas comparativa entre as

raizes das plantas expressando dsRNA dos genes-alvo e plantas néo-

transgénicas

Para avaliagdo do fenotipo foram utilizados seis eventos independentes
de plantas transgénicas da construcdo pK7ICL, seis eventos independentes da
construgdo pK7hsp90 e plantas ndo transgénicas como controle. As analises

macroscopicas foram feitas 30 dias apdés a germinacdo. As plantas
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transformadas ndo apresentaram nenhuma diferenca fenotipica em relagdo as
plantas ndo transformadas quando né&o inoculadas por nematoides, mostrando
que a insercdo dos transgenes ndo alterou as caracteristicas das plantas

(dados nédo mostrados).

Adicionalmente, as raizes oriundas de plantas GM e plantas ndo GM
foram comparadas aos 14 dias e 28 dias ap0s a infec¢ao (DAI). Aos 14 DAI, as
plantas expressando dsRNA de hsp90 apresentaram 50% menos galhas por
grama de raiz em relacdo as plantas controle (Figura 22). Aos 28 DAI foi
observado que nao havia diferenca significativa para essa caracteristica entre
as plantas GM hsp90 e controle. Isso nos mostra que o silenciamento do gene
hsp90 promoveu um atraso na formacdo das galhas, mas ndo impediu a
evolucdo das mesmas ao final do ciclo. O fato de a expressao desse gene ser
mais alto nas fases J2/J3/J4, como foi observado nos experimentos de qRT-
PCR, pode ser uma explicacdo para essa alteracdo. Provavelmente, quando o
nematoide formou o sitio de alimentacao, a ingestdo de dsRNAs provocou uma
alteracdo no metabolismo, retardando a evolucdo do parasitismo e,

consequentemente, a formacéo das galhas.

Ao analisarmos as plantas expressando dsRNA de Isocitrato liase foi
observado que em ambos os tempos apds a infeccdo, 14 DAl e 28 DAI, néo
houve alteracdo no numero de galhas por grama de raiz em comparagdo com
as plantas controle (Figura 21). Portanto, podemos concluir que o
silenciamento de Isocitrato liase néo influenciou na formacao da galha. Como
foi observado nos experimentos de qRT-PCR dos diferentes estadios dos

nematoides, esse gene € pouco expresso nas fases J2/J3/J4, justamente
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quando h& o estabelecimento do sitio de alimentagédo e, provavelmente, por

isso ndo houve influéncia do silenciamento na formacéo das galhas.
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Figura 21: Namero de galhas por grama de raiz (14DAI e 28DAI) das plantas controle e
plantas expressando dsRNA de Isocitrato Liase. As plantas inoculadas com M. incognita
tiveram suas raizes coletadas e o niumero de galhas foi contado e comparado com as plantas
controle. Foram utilizadas 10 plantas como replicata para cada contagem. As barras indicam o
desvio padrao de cada grupo e ndo foi observada diferenga estatistica entre os grupos pelo

teste de comparagdo de médias de Tukey (p<0,05) .
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Figura 22: Namero de galhas por grama de raiz (14DAIl e 28DAI) das plantas controle e
plantas expressando dsRNA hsp90. As plantas inoculadas com M. incognita tiveram suas
raizes coletadas e o nimero de galhas foi contado e comparado com as plantas controle.
Foram utilizadas 10 plantas como replicata para cada contagem. As barras indicam o desvio
padrdo de cada grupo e as diferentes letras significam diferenca estatistica entre os grupos

pelo teste de comparacédo de médias de Tukey (p<0,05).
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Para verificar se existiam diferencas na formacédo das células gigantes
entre as plantas transgénicas expressando dsRNA e plantas controle foi
realizada uma analise morfoldgica das seccdes dos tecidos radiculares
infectados com nematoides. As galhas coletadas individualmente de cada
linhagem foram polimerizadas em resina Technovit, cortadas e analisadas por

microscopia optica.

Os parametros analisados foram: tamanho das células gigantes, nimero
e tamanho dos nucleos, tamanho dos vacuolos e das células vizinhas. Para
ambos o0s genes-alvo ndo foram observadas diferencas significativas em
nenhum quesito (Figura 23 e 24), mostrando que, de fato, ndo ha uma
modificacdo no estabelecimento do parasitismo e do sitio de alimentacado, o
que é esperado visto que o0s genes selecionados ndo estdo envolvidos no

processo de parasitismo e sim no metabolismo no nematoide.

O silenciamento provavelmente afetou o metabolismo das fémeas,
acarretando em menor ovoposi¢ao, uma vez que 0 numero de ovos colocado
pelas fémeas foi menor em ambos os genes-alvo utilizados no presente

trabalho.
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14 DAI CONTROLE

Figura 23: Imagens de campo claro de células gigantes 14 DAl apés coloragao com azul de toluidina de
galhas de raizes de plantas de Nicotiana tabacum controles (a e b) e linhagens RNAi Isocitrato Liase (c
e d); hsp90 (e e f). n = nematoide; * = célula gigante e barra = 100 um. N&o foram observadas diferencas

significativas no tamanho das células gigantes,vacutolos, células vizinhas, nUmero e tamanho de nucleos,

tamanho dos nematoides.
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28 DAICONTROLE 28 DAIISOCITRATE LIASE 28 DAIHSP90

Figura 24: Imagens de campo claro de células gigantes 28 DAI apds coloragdo com azul de toluidina de
galhas de raizes de plantas de Nicotiana tabacum controles (a e b) e linhagens RNAI Isocitrato Liase (c
e d); hsp90 (e e f). n = nematoide; * = célula gigante e barra = 100 um. Nao foram observadas diferencas
significativas no tamanho das células gigantes,vacuolos, células vizinhas, nimero e tamanho de nicleos,

tamanho dos nematoides.
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7. DISCUSSAO

Nesse trabalho foi realizada a validacdo funcional de genes utilizando a
metodologia de RNAI in planta. Visando utilizar a metodologia de RNA
interferente como uma ferramenta biotecnolégica para inducdo de resisténcia
em plantas GM comercialmente importantes, foram selecionados dois genes
considerados essenciais para o fitonematoide Meloidogyne incognita. O gene
hsp90 foi selecionado baseado na sua homologia com o ortélogo letal de

C.elegans e o gene ICL devido a sua importancia no metabolismo de lipideos.

Trabalhos anteriores mostraram os efeitos do silenciamento génico no
desenvolvimento e parasitismo dos fitonematoides utilizando técnica de
administracdo de dsRNA'’s via soaking, forma mais facil e rapida de validacéo
de genes. No entanto, essa metodologia ndo é muito confiavel uma vez que a
administracdo do dsRNA é feita apenas em J2 pré parasitas, que nao estdo em
contato com a planta hospedeira e, portanto, ndo se encontram no seu habitat
e condicdes ideais. Além isso, foi observado em varios estudos utilizando tal
metodologia que o efeito do silenciamento ndo persiste por muito tempo, ou
seja, em poucas horas o gene silenciado volta a seus niveis normais de
expressdo. Portanto, a metodologia de silenciamento in planta, utilizada no
presente trabalho, é a forma mais confiavel e precisa de validacdo de genes

para o fitonematoide M. incognita.
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7.1- A expressdo de dsRNA da proteina de choque térmico 90 atrasa a

formacao da galha e reduz a reproducdo de Meloidogyne incognita.

A proteina de choque térmico 90 (HSP90) é essencial e ocorre em todos os
eucariotos e seu papel multifuncional esté relacionado com o chaperonamento
de proteinas envolvidas em transduc¢éo de sinal, tais como kinases e fatores de

crescimento (PICARD, 2002).

Por ser uma proteina extremamente conservada dentro do filo
Nematoda, a analise de hsp90 se tornou uma ferramenta molecular para
diagnéstico de infestacdo por nematoide e para analises filogenéticas
(SKANTAR ;CARTA, 2000). Uma sequéncia parcial do gene codificador de
HSP9O foi utilizada na idenfificagdo de M. arenaria (SKANTAR, et al., 2008), M.
floridensis (HANDOO, et al., 2004), M. thailandica (HANDOQO, et al., 2005a) e
M. hapla (HANDOQO, et al., 2005b). Utilizando arvores filogenéticas feitas com
alinhamento de sequéncias gendmicas de hsp90, foi observado que as
relacbes filogenéticas de diversas populacbes e espécies conhecidas de
nematoides parasitas de plantas apresentaram resultados semelhantes as
analises realizadas utilizando sequéncias de genes ribossomais (NISCHWITZ,

et al., 2013).

Apesar do alto nivel de conservacdo entre as sequéncias de hsp90,
algumas delas possuem a peculiaridade de ndo se ligarem a geldamicina (GA),
um inibidor especifico ja conhecido. Essa caracteristica de néo-ligacdo foi
observada primeiramente em C. elegans, mas foi confirmada em Brugia malayi
(HIM, et al., 2009). Nematoides parasitas obrigatérios, que ndo possuem fase

fora do hospedeiro, ou nematoides parasitas com a fase de vida livre, também
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sdo insensiveis a ligagdo de GA com hsp90. Por outro lado, nematoides
parasitas obrigatdrios, que ndo possuem fase de vida fora do hospedeiro, tem
suas proteinas hsp90 ligadas a GA (HIM, et al., 2009). Esses dados nos
mostram que essa habilidade de ligacdo ou nao-ligacdo esta associada a
histéria evolutiva do nematoide e que provavelmente houve uma selecdo
evolutiva positiva, levando a diferenciacdo entre as espécies de vida livre,

parasitas facultativos e parasitas obrigatorios.

A HSP90 ¢é relativamente bem caracterizada em nematoides
(DEVANEY, 2011). As proteinas de choque térmico de nematoides s&o
induzidas por uma variedade de fatores bidticos e abibticos (WHARTON,
2011). Essas proteinas podem ser induzidas por exposi¢cdo ao frio ou por
mudanca abrupta de temperatura. Quando ha uma queda de 37 °C para 4 °C
ocorre a producao de HSP70 no primeiro estadio de vida de Trichinella spiralis,
Thichinella nativa e Trichinella nelsoni, entretanto, os niveis de HSP60 e
HSP90 ndo sdo alterados (MARTINEZ, et al., 1999). Uma proteina de 50kDa
gue co-reage com o0 anticorpo de HSP90 é induzida por frio e estresse

osmoético em T. spiralis (MARTINEZ, et al., 2002).

No nematoide modelo e de vida livre C.elegans a proteina de choque
térmico 90 é codificada por um Unico gene, daf-21. Em estudos anteriores o
MRNA se mostrou de 10 a 15 vezes mais expresso em larvas do que nas
outras fases do ciclo de vida. Os niveis do mMRNA de daf-21 decresceram
rapidamente apds estimulo para sairem da fase larval (DALLEY ;GOLOMB,
1992). Estudos subsequentes utilizando diversos métodos de screening
confirmaram amplamente esses resultados e mostraram que o gene daf-21 tem

sua expressdo aumentada nos estadios de larva (CHERKASOVA, et al., 2000;
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MCELWEE, et al., 2003). O silenciamento de daf-21 por RNAI resultou em
significativa diminuicdo na expectativa de vida em C.elegans (MORLEY
;MORIMOTO, 2004). Um grande numero de possiveis proteinas que interagem
com DAF-21 de C.elegans foram identificadas pela técnica de duplo hibrido ou
por analise computacional de interacdo (BIRNBY, et al., 2000). Dois mutantes
de daf-21 foram bem caracterizados. O primeiro deles leva uma mutacao
pontual (E292K) que resulta em um fendtipo daf-c a 25 °C. Esse fenétipo é
suprimido na presenca de um analogo de cGMP, sugerindo que a proteina
DAF-21 deve ser requerida para regular proteinas envolvidas na sinalizacdo de
cGMP. A segunda mutacao é do tipo perda de funcéo, que resultou no defeito
da passagem de larvas no estadio L2 para L3 (GILLAN, et al., 2009). Portanto,
daf-21 é claramente um gene essencial em C.elegans, provavelmente pela

natureza de suas proteinas clientes.

Diversos estudos investigaram a expressao génica de hsp90 em
diferentes espécies de nematoides submetidos a variadas condicbes de
estresse. Na espécie de nematoide antartico Plectus murrayi a expressado dos
genes codificadores de HSP70 e HSP90 ndo sofreu alteracdo apos estresse
hidrico e choque térmico, mostrando que ambas as proteinas foram expressas
constitutivamente (ADHIKARI, et al., 2010). Em outros estudos, HSP90 néo foi
induzida pelo aumento de temperatura nem em C.elegans nem em B. malayi
(THOMPSON, et al., 2001; DEVANEY, et al., 2005b). O silenciamento de HSF-
1 em C. elegans causou minimo efeito nos niveis de hsp90, em contraste a
Hspl6, os quais o0s niveis decresceram significativamente em larvas que
tiveram o gene hsf-1 silenciado (WALKER, et al., 2003). Entretanto, outros

estudos utilizando metodologias diferentes relataram aumento na expressao de
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hsp90 em C.elegans apdés um estimulo de choque térmico (INOUE, et al.,
2003). O gene de hsp90 foi clonado em varias outras espécies de nematoides
parasitas (HIM, et al., 2009) e foi caracterizado com mais detalhes em
nematoides parasitas de planta do género Meloidogyne (SKANTAR ;CARTA,
2004; DE LUCA, et al., 2009) e em Trichinella spiralis (MARTINEZ, et al.,
1999). Em M. artiellia a hsp90 é constitutivamente expressa em todos 0s
estadios de vida, mas em niveis um pouco maiores em massa de ovos jovens e
em J4. Exposicao a baixas temperaturas aumentou sutilmente a expressao de
hsp90 em massas de ovos, mas nao alterou em J2 (DE LUCA, et al., 2009).
Em geral, o gene codificador de HSP90 geralmente ndo tem sua expressao
alterada sob estresse e pode ser considerada como uma proteina que esta
sempre expressa. Os nematoides podem ter evoluido um mecanismo para
manter a producdo de proteinas de choque térmico sem interromper o

metabolismo normal ou sintese de outras proteinas.

Os nossos resultados de estudo da expressédo de hsp90 nas diferentes
fases de vida de M. incognita mostra que o menor acumulo de transcritos
ocorre na fase de J2 pré-parasita e que ha um aumento da expressdo em 8
vezes na fase parasitaria J2/J3/J4. Esse aumento da expressdo pode ser
associado a mecanismos de defesa da planta contra o nematoide, como
estresse oxidativo. Por essa razdo, a defesa do hospedeiro pode ser mais

danosa e estressante para o nematoide do que certas condi¢cdes ambientais.

A geracdo de plantas transgénicas expressando dsRNA de hsp90
provavelmente provocou o silenciamento do gene no nematoide no inicio da
formacao do sitio de alimentagéo (14DAI) enquanto o J2 parasita se alimentava

na célula gigante da planta hospedeira. Curiosamente, 0 maior niumero de
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transcritos foi observado nas fases J2/J3/J4, justamente quando o sitio de
alimentacdo estad sendo estabelecido. Nessa fase (14DAI) também pudemos
observar a diminuicdo do numero de galhas por grama de raiz em
aproximadamente 60% nas plantas expressando dsRNA de hsp90. Dessa
forma, a ingestdo de dsRNA afetou o metabolismo do nematoide que atrasou o
desenvolvimento da galha. Entretanto, ao analisarmos a morfologia das células
gigantes formadas ndo observamos alteracdo em relacdo ao controle. As
galhas que se desenvolveram produziram fémeas, no entanto, essas fémeas
tiveram sua ovoposicao reduzida em média 30%. Também foi observado uma
diminuicdo de 7 vezes na abundancia de transcritos nos ovos provindos dessas
fémeas que se alimentaram de dsRNA de hsp90. Portanto, nossos dados
sugerem que HSP90 possui papel essencial na atividade metabdlica e

reproducédo do nematoide.

7.2 - A expressdo de dsRNA de Isocitrato Liase in planta reduz

drasticamente o sucesso reprodutivo de Meloidogyne incognita.

O ciclo do glioxilato é uma via alternativa onde duas moléculas de Acetil-CoA
geram succinato para servir como precursor de carbono. Essa via depende da
enzima Isocitrato Liase (ICL), que cliva isocitrato em succinato e glioxilato, e da
enzima Malato Sintase (MS), que condensa o Acetil-CoA com succinato para
gerar malato, que no ciclo de Krebs gera oxaloacetato que sera utilizado na
gliconeogénese. O ciclo do glioxilato geralmente esta presente em bactérias,

protozoarios, fungos e plantas. Essa via metabolica € de extrema importancia
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para organismos que utilizam grandes quantidades de carboidratos como

componente estrutural, como por exemplo, a celulose em plantas.

Nematoides sdo os Unicos do Reino Animal que utilizam o ciclo do
glioxilato para gerar carboidratos a partir da beta oxidacdo de &cidos graxos
(BARRETT ;WRIGHT, 1998). Estudos observaram que durante a
embriogénese nos ovos de Ascaris havia a conversdo de gordura em
carboidrato, evidenciando que realmente nematoides possuem o ciclo do
glioxilato funcional (PASSEY ;FAIRBAIRN, 1957). O corpo do nematoide de
vida livre C. elegans é composto de até 35% de gordura que sado as maiores
fontes de estoque de energia (COOPER ;VAN GUNDY, 1971; LEE
;ATKINSON, 1976). A sintese de carboidratos durante o desenvolvimento
embrionério inicial foi correlacionado com a diminuicdo dos niveis de lipideos,
quando as atividades de ICL e MS estavam presentes em larvas de A.
lumbricoides e C.elegans (BARRETT, et al., 1970; KHAN ;MCFADDEN, 1982).
Foi demonstrado que os corpos lipidicos estavam localizados na regido
posterior das larvas de Ascaris suum (RUBIN ;TRELEASE, 1976), mesma
regido onde houve aumento de concentracdo de glicogénio (RUBIN
;TRELEASE, 1975). Essa alta atividade das enzimas do ciclo do glioxilato séo
necessarias para converter os estoques de lipideos e gerar energia e glicose,
inclusive para ecloséo das larvas (BRAECKMAN, et al., 2008). Cooper and van
Gundy (1970) observaram que as espécies de Caenorhabditis rapidamente
metabolizam glicogénio quando estdo sem se alimentar, 0 que sugere que 0
ciclo do glioxilato também ocorre nos estadios pds embriogénicos (KHAN
;MCFADDEN, 1982). O ciclo de Krebs é menos ativo em larvas jovens do que

em adultos (O'RIORDAN ;BURNELL, 1989). J4 o ciclo do glioxilato € mais ativo
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na fase larval, consistente com a importancia das reservas lipidicas

(O'RIORDAN ;BURNELL, 1990).

Liu et al demonstraram que houve um aumento nos niveis de mMRNA e
proteina durante as fases iniciais de desenvolvimento do nematoide, com um
pico no estadio J2pp que depois decai. Isso significa que o clico do glioxilato
pode estar envolvido em resisténcia a estresse nas fases de vida livre (LIU, et
al., 1997). Os juvenis 2 pré-parasitas do género Meloidogyne aparentemente
utilizam essa via para producdo de energia quando estdo fora da planta
hospedeira e sem se alimentar, o que evidencia pp metabolizam suas reservas
lipidicas para sobrevivéncia enquanto estdo procurando por uma planta

hospedeira (REVERSAT, 1981; OPPERMAN, et al., 2008).

Glicogénio e trealose sdo os maiores constituintes de carboidratos em A.
lumbricoides (BARRETT, et al.,, 1970). Algumas evidéncias sugerem que a
trealose resultante da conversdo de lipideo em carboidrato pode proteger
nematoides em vida livre de congelamento e dessecacdo(ASH ;ATKINSON,
1983) e que as maiores taxas de atividade das enzimas do ciclo do glioxilato
ocorre nos ovos momentos antes da eclosdo tanto em C. elegans quanto em
A.lumbricoides (KHAN ;MCFADDEN, 1982). O acumulo do dissacarideo
trealose durante a perda de &gua por organismos anidrobiéticos tem sido
relatado com frequéncia e existem diferentes papéis possiveis para a trealose
na protecao contra a dessecacdo (PERRY, 2011), previamente mostrado em
larvas ndo eclodidas de N. battus (ASH ;ATKINSON, 1983) e G. rostochiensis
(PERRY, 1983). O nematoide P. murrayi também faz uso do ciclo do glioxilato
ndo somente durante a inducdo de anidrobiose, mas também para recuperacao

pos-estresse (ADHIKARI, et al., 2010).
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O nematoide de vida livre C. elegans possui apenas uma proteina
bifuncional do ciclo do glioxilato, que contém dois dominios separados de
atividade enzimatica de Isocitrato liase e Malato sintase (LIU, et al., 1995). Um
ortblogo desse mesmo gene foi encontrado no nematoide parasita
Strongyloides stercoralis, sugerindo que esse gene bifuncional ICL-MS surgiu
da fusdo de ambos os genes em um operon de alguma bactéria, antes de
ocorrer transferéncia horizontal para um ancestral comum dos nematoides
(KONDRASHOV, et al., 2006). Utlizando buscas em bancos de EST'’s
ortdlogos de ICL-MS foram identificados em diversas espécies de
fitonematoides, tais como: Globodera rostochiensis, Heterodera glycines,
Heterodera schachtii, Meloidogyne hapla, Meloidogyne javanica, Meloidogyne

arenaria, e Meloidogyne incognita.

As andlises in silico do banco de EST's dbEST mostraram que J2pp
possuem cerca de 5 vezes mais EST do que ovos. Os resultados do gRT-PCR
mostraram que em J2pp a expressao de ICL € cerca de 60 vezes maior do que
em ovos e nas fases parasitas, o0 que confirma a importancia dessa enzima
para o nematoide quando o mesmo se encontra fora da planta hospedeira,
sujeito a processos estressantes como frio e seca. O silenciamento de ICL n&o
afetou o numero de galhas por grama de raiz nem a formacao das células
gigantes, o que é justificado pela baixa expressao desse gene durante as fases
J2/33/34. A localizagdo dos transcritos em corpos lipidicos foi ao longo do
intestino e no final da cauda, regido com alta concentracdo de lipideos.
Portanto, o envolvimento de ICL na producéo de energia via degradagédo de
lipideos é suportada pela localizacdo temporal e espacial mostrada nesse

trabalho. Os nematoides que se alimentaram nas plantas expressando dsRNA
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de ICL colocaram em média 60% menos ovos. Nossos dados indicam que a
enzima Isocitrato liase possui funcdo essencial na reproducédo de M. incognita e
de alguma forma o silenciamento afetou a significativamente a ovoposi¢éo das

fémeas.

8. CONCLUSAO E PERSPECTIVA

Este trabalho teve como objetivo a validagédo de dois genes essenciais
envolvidos no metabolismo de Meloidogyne incognita, Isocitrato Liase e hsp90,
como ferramenta biotecnolégica de controle desse nematoide via

transformacao genética de plantas para silenciamento génico.

Foi verificado que a interferéncia na expressado desses genes provocou
reducdo no sucesso reprodutivo do nematoide, diminuindo o nimero de ovos
depositados, o que foi observado em dois experimentos distintos. Esses dados
reforcam a ideia de que esses genes possuem papel fundamental no
metabolismo e confirmam o potencial do uso desses genes para 0 controle
desses parasitas. Outro dado relevante € que esse € o0 primeiro relato sobre
silenciamento génico in planta de genes que néo sao da categoria de efetores
ou genes envolvidos no estabelecimento do parasitismo. Foi evidenciado no
presente trabalho que as proteinas Isocitrato liase e HSP90 ndo estdo
envolvidas com o estabelecimento do sitio de alimentacdo, mas o
silenciamento dos genes codificadores dessas proteinas provavelmente alterou
a oogénese nas fémeas dos nematoides. Os dados gerados nesse trabalho
confirmaram a importancia do uso de genes essenciais para se conseguir

plantas que sejam tolerantes ou resistentes a fitonematoides.
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A préxima etapa do trabalho serd desenvolver uma construgdo Unica
envolvendo fragmentos de trés genes essenciais diferentes, sob controle de um
promotor de forte expressdo em galhas, e serd realizada a transformacédo
genética de plantas de interesse comercial. De posse de todas essas
informacdes, o desenvolvimento de novas estratégias para o controle de
fitonematoides utilizando a biotecnologia para producdo de cultivares GM é

mais uma ferramenta para o controle de M. incognita.

Também foi planejado um cruzamento dos melhores eventos de
Isocitrato liase com eventos de hsp90, para piramidacdo desses dois genes-
alvo, a fim de se avaliar se ocorre algum efeito sinérgico ou antagbnico. Uma
vez que as metodologias necessdrias para execucdo dessa tese foram
otimizados e implementadas no grupo de pesquisa do LIMPP, novos
candidatos de genes-alvo de M. incognita estdo sendo validados em uma
escala dez vezes superior (21 genes-alvo, com perfil de expressdo génica

determinado, em fase inicial de transformagéao).
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ANEXOS



Tabela Anexo: Lista de primers utilizados

Nome Foward Sequéncia (5°-3") Reverso Sequéncia (5°-3") Tm
ICL_gPCR ATCCAATTCCCTTGGAGAGG ACTGCACCAAAGGGTCGTTA 60
HSP90_gPCR ATCCGTAACTGCGTTGATCC CATCCTCAGCCTCATCATCA 60
GAPDH_gPCR GCTTCCTGCACTACTAATTGTCTTG CAGTAACAGCGTGTACAGTAGTCAT 60
Elongation GGAAAAGAAAAGATCCATATCAACATT TGCCCAGTGTTGTGGATTT 60
Factor_gPCR
18S rRNA_gPCR ACTTGACGGGAGCATAATCG CGGCCTCAAAGAGAACAGTC 60
B-tubulin_qPCR TGGAAAGTATGTCCCAAGAGC CACCACCAAGCGAGTGAGT 60
ICL_Mi GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTGGTATA GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGG 72
TGTAAGTATAATCTCC CTGGTATATGTAAGTATAATCTCC
HSP90_Mi GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTGGCCA GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGG 77

GTTGTGTCCTTGATC

GTGCTCACCGTCATTC




>Sequéncia consenso Isocitrato Liase (MiVlctg646, MiVlctg348)

gcgggttctatttaacaacaaaaaaATGTCACAGACTATCGCCAAAAATTTTTATCAAGTGGTAAAGACTGCACCAAAGGGTCGTTACAAGGGAATTAAACGAAATTATGAAGTTG
AGGATTTGTTGAAATTGAGAGGATCTATTGATATTGAGTAAAGAATAGATATTTTTATTTTTAGAAAATATATTATAGTTAATTCTGGTTATAGTAACCCTCTCCAAGGGAATTGG
ATAATTAAAGGTATTTCGGGGAGATTATACTTAC

BLASTn
>MiVlctg646
Length = 38071
Score = 412 bits (208), Expect = e-114

Identities = 208/208 (100%)
Strand = Plus / Plus

Query: 59 gtggtaaagactgcaccaaagggtcgttacaagggaattaaacgaaattatgaagttgag 118

PEErrrrr e e et et et et et et e e e e e
Sbjct: 6713 gtggtaaagactgcaccaaagggtcgttacaagggaattaaacgaaattatgaagttgag 6772

Query: 119 gatttgttgaaattgagaggatctattgatattgagtaaagaatagatatttttattttt 178

PEErrrrr e et r et et et et ettt et e et e e
Sbjct: 6773 gatttgttgaaattgagaggatctattgatattgagtaaagaatagatatttttattttt 6832

Query: 179 agaaaatatattatagttaattctggttatagtaaccctctccaagggaattggataatt 238

PEETEErr ettt et et et e e e e bbb e el
Sbjct: 6833 agaaaatatattatagttaattctggttatagtaaccctctccaagggaattggataatt 6892

Query: 239 aaaggtatttcggggagattatacttac 266

FEETEEETErrrr et e e
Sbjct: 6893 aaaggtatttcggggagattatacttac 6920

Score = 67.9 bits (34), Expect = 8e-11
Identities = 34/34 (100%)
Strand = Plus / Plus



Query: 27
Sbjct: 6641
Score = 34.
Identities
Strand
Query: 167
Sbjct:
>MivVlctg348
Score =
Identities
Strand
Query: 62
Sbjct: 2741
Query: 122
Sbjct: 2801
Query: 180
Sbjct: 2860

tgtcacagactatcgccaaaaatttttatcaagt 60

PEETEEErrrrr ettt et e
tgtcacagactatcgccaaaaatttttatcaagt 6674

2 bits (17), Expect = 1.1

= 17/17 (100%)

= Plus / Plus

atttttatttttagaaa 183
FIETETET e

21510 atttttatttttagaaa 21526

Length = 71508

196 bits (99), Expect = le-49

= 143/154 (92%), Gaps = 4/154 (2%)

= Plus / Plus

gtaaagactgcaccaaagggtcgttacaagggaattaaacgaaattatgaagttgaggat 121

PEErrerr rrrrrrrrerreer rrrr et e et e et e e
gtaaagacagcaccaaagggtcgctacaagggaattaaacgaaattacgaagttgaggat 2800

ttgttgaaattgagaggatctattgatattgagtaaagaatagatattttt-—-attttta 179

FEETEErr e et et et et et rrrrr 1l FEETEEE T
ttgttgaaattgagaggatctattgatattgagtaaa-aattattatttttaaatttttg 2859

g-aaaatatattatagttaattctggttatagta 212

Pt rr et el
gaaaaatatattatagttaattctggttatagta 2893



Score = 77.8 bits (39), Expect = 8e-14
Identities = 53/60 (88%)
Strand = Plus / Plus

Query: 1 gcgggttctatttaacaacnnnnnnntgtcacagactatcgccaaaaatttttatcaagt 60

FEETEEETErrr e FEETEErr e e e e
Sbjct: 2636 gcgggttctatttaacaacaaaaaaatgtcacagactatcgccaaaaatttttatcaagt 2695

Score = 36.2 bits (18), Expect = 0.28
Identities = 18/18 (100%)
Strand = Plus / Plus

Query: 244 tatttcggggagattata 261

FIEEETET Tl
Sbjct: 2952 tatttcggggagattata 2969

BLASTx
gnl|MincDB|prot:Minc09712 length:457 contig:MivVlctg348
region:2661-6616 strand:+
Length = 457

Score = 80.9 bits (198), Expect = 9e-17
Identities = 39/39 (100%), Positives = 39/39 (100%)
Frame = +2

Query: 26 MSQTIAKNFYQVVKTAPKGRYKGIKRNYEVEDLLKLRGS 142
MSQTIAKNEFYQVVKTAPKGRYKGIKRNYEVEDLLKLRGS
Sbjct: 1 MSQTIAKNFYQVVKTAPKGRYKGIKRNYEVEDLLKLRGS 39

>gnl |MincDB|prot:Mincl3172 length:963 contig:MiVlctg646
region:6640-11731 strand:+
Length = 963

Score = 80.9 bits (198), Expect = 9e-17
Identities = 39/39 (100%), Positives = 39/39 (100%)



Frame = +2

Query: 26 MSQTIAKNFYQVVKTAPKGRYKGIKRNYEVEDLLKLRGS 142
MSQTIAKNEFYQVVKTAPKGRYKGIKRNYEVEDLLKLRGS
Sbjct: 1 MSQTIAKNFYQVVKTAPKGRYKGIKRNYEVEDLLKLRGS 39



>Sequencia consenso HSP90 (MiV1lctgl730)

CCAGTTGATGTCCTTGATCATCAACACGTTCTATTCCAACAAGGAAATTTTCCTTCGTGAATTGATCTCCAACTCTTCTGACGCTTTGGACAAGATTCGTTATCAAGCTTTGACTG
ATCCAGCCCAGTTGGAGACTGGCAAGGACCTTTACATTAAAATTGTCCCGAACAAGGCCGATAAGACTTTGACTATTATGGATACTGGAGTCGGAATGACTAAGGCCGATCTTGTT
AACAATCTTGGAACTATTGCTAAGTCTGGAACTAAAGCTTTCATGGAGGCTCTTCAGGCTGGTGCTGATATCAGTATGATTGGTCAATTCGGTGTTGGTTTCTACTCTGCCTTCTT
GGTTGCTGACCGCGTCACTGTCACTTCTAAACATAATGATGATGACTGTCATCAATGGGAGTCTTCCGCTGGTGGTTCATTCATCATCCGTAACTGCGTTGATCCCGAGATGACTC
GCGGAACGAAGATCACTCTTTACCTTAAAGAGGATCAGACTGACTATTTGGAAGAGCGTCGTATTCGTGAAGTCGTTAAGAAGCACTCCCAATTTATTGGATATCCGATAAAGCTC
TTGGTTGAGAAGGAACGTGATAAGGAAATTTCTGATGATGAGGCTGAGGATGAGAAGAAGGAATGTAAAGAAGGAAGAGGAAAAAGAAGAAGAGAAGGAGATTAAAAAGGAAGAGG
GTGAAGACAAGGAGGGAGAAGATGAG

BLASTn
>MiVlctgl730
Length = 8632
Score = 618 bits (312), Expect = e-176

Identities = 336/344 (97%)
Strand = Plus / Minus

Query: 288 aggctggtgctgatatcagtatgattggtcaattcggtgttggtttctactctgeccttct 347

Prrrrrrrrr rrerr e rrrr et e et et e e e e
Sbjct: 4284 aggctggtgccgatattagtatgattggtcaattcggtgttggtttctactctgeccttet 4225

Query: 348 tggttgctgaccgcgtcactgtcacttctaaacataatgatgatgactgtcatcaatggg 407

Prrrrrrrrrrrrrrrrrrr et ettt e ettt e et e e
Sbjct: 4224 tggttgctgaccgcgtcactgtcacttctaaacataatgatgatgactgtcatcaatggg 4165

Query: 408 agtcttccgctggtggttcattcatcatccgtaactgcgttgatcccgagatgactegeg 467



Frrerrerrrrrer rrererrrrrerrrrererr e et et rrrrr e
agtcttccgctggcggttcattcatcatccgtaactgecgttgatectgagatgactecgeg

gaacgaagatcactctttaccttaaagaggatcagactgactatttggaagagcgtcgta

Frrerrrrrer reerrerrrrrrerr et et ettt
gaacgaagataactctttaccttaaagaggatcagactgactatttggaagagcgtcgta

ttcgtgaagtcgttaagaagcactcccaatttattggatatccgataaagctcecttggttyg

FErererrrer reerrererrerer rrrer ettt r e e
ttcgtgaagtggttaagaagcactctcaatttattggatatccgataaagctcttggttyg

agaaggaacgtgataaggaaatttctgatgatgaggctgaggat 631

PErrrrrrrrrer e e rerrer et e
agaaggaacgtgataaggagatttctgatgatgaggctgaggat 3941

464 bits (234), Expect = e-129

= 246/250 (98%)

= Plus / Minus

Sbjct: 4164
Query: 468
Sbjct: 4104
Query: 528
Sbjct: 4044
Query: 588
Sbjct: 3984
Score =
Identities
Strand
Query: 41
Sbjct: 4595
Query: 101
Sbjct: 4535
Query: 161
Sbjct: 4475

aaggaaattttccttcgtgaattgatctccaactcttctgacgectttggacaagattegt

PErrrrrrrrrrrrrrerrrrrrree et e e e et rerrr e e
aaggaaattttccttcgtgaattgatctccaactcttctgatgctttggacaagattcegt

tatcaagctttgactgatccagcccagttggagactggcaaggacctttacattaaaatt

LEErrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrerrrrrrrerr e et e e e
tatcaagctttgactgatccagcccagttggagactggcaaggatctttacattaaaatt

gtcccgaacaaggccgataagactttgactattatggatactggagtcggaatgactaag

Frrererrerrerrrrerrrrerrrrrrrerrrr et r e
gtcccgaacaaggccgataagactttgactattatggatactggagtcggaatgactaag

4105

527

4045

587

3985

100

4536

160

4476

220

4416



Query: 221 gccgatcttgttaacaatcttggaactattgctaagtctggaactaaagctttcatggag 280
Sbict: 4415 gocgatetigtiaacastetiggasctatigetasatetqgasetaaggetticatagag 4356
Query: 281 gctcttcagg 290
Spict: 4355 gotetteagy 4346
Score = 79.8 bits (40), Expect = 6e-14
Identities = 43/44 (97%)
Strand = Plus / Minus
Query: 1 ccagttgatgtccttgatcatcaacacgttctattccaacaagg 44
Shict: 4676 ccagtigatgtetitgatiateancacgtictaticeancaagy 4633
BLASTx

>gnl |MincDB|prot:Mincl8114b length:299 contig:MiVlctgl730
region:1950-4786 strand:-
Length = 299

Score = 394 bits (1012), Expect = e-110
Identities = 199/199 (100%), Positives = 199/199 (100%)
Frame = +2

Query: 2 QLMSLIINTFYSNKEIFLRELISNSSDALDKIRYQALTDPAQLETGKDLYIKIVPNKADK 181
OLMSLIINTFYSNKEIFLRELISNSSDALDKIRYQALTDPAQLETGKDLYIKIVPNKADK
Sbjct: 25 QLMSLIINTFYSNKEIFLRELISNSSDALDKIRYQALTDPAQLETGKDLYIKIVPNKADK 84

Query: 182 TLTIMDTGVGMTKADLVNNLGTIAKSGTKAFMEALQAGADISMIGQFGVGFYSAFLVADR 361
TLTIMDTGVGMTKADLVNNLGTIAKSGTKAFMEALQAGADISMIGQFGVGEFYSAFLVADR
Sbjct: 85 TLTIMDTGVGMTKADLVNNLGTIAKSGTKAFMEALQAGADISMIGQFGVGFYSAFLVADR 144

Query: 362 VTVTSKHNDDDCHQWESSAGGSFIIRNCVDPEMTRGTKITLYLKEDQTDYLEERRIREVV 541



VTVTSKHNDDDCHOQWESSAGGSEFIIRNCVDPEMTRGTKITLYLKEDQTDYLEERRIREVV
Sbjct: 145 VIVTSKHNDDDCHQWESSAGGSFIIRNCVDPEMTRGTKITLYLKEDQTDYLEERRIREVV 204

Query: 542 KKHSQFIGYPIKLLVEKER 598
KKHSQFIGYPIKLLVEKER
Sbjct: 205 KKHSQFIGYPIKLLVEKER 223

>gnl |MincDB|prot:Mincl8114a length:733 contig:Mivlctgl730
region:1950-4786 strand:-
Length = 733

Score = 394 bits (1012), Expect = e-110
Identities = 199/199 (100%), Positives = 199/199 (100%)
Frame = +2

Query: 2 QLMSLIINTFYSNKEIFLRELISNSSDALDKIRYQALTDPAQLETGKDLYIKIVPNKADK 181
QLMSLIINTFYSNKEIFLRELISNSSDALDKIRYQALTDPAQLETGKDLYIKIVPNKADK
Sbjct: 25 QLMSLIINTFYSNKEIFLRELISNSSDALDKIRYQALTDPAQLETGKDLYIKIVPNKADK 84

Query: 182 TLTIMDTGVGMTKADLVNNLGTIAKSGTKAFMEALQAGADISMIGQFGVGFYSAFLVADR 361
TLTIMDTGVGMTKADLVNNLGTIAKSGTKAFMEALQAGADISMIGQFGVGFYSAFLVADR
Sbjct: 85 TLTIMDTGVGMTKADLVNNLGTIAKSGTKAFMEALQAGADISMIGQFGVGFYSAFLVADR 144

Query: 362 VIVTSKHNDDDCHQOWESSAGGSFIIRNCVDPEMTRGTKITLYLKEDQTDYLEERRIREVV 541
VIVTSKHNDDDCHQWESSAGGSFIIRNCVDPEMTRGTKITLYLKEDQTDYLEERRIREVV
Sbjct: 145 VIVTSKHNDDDCHQWESSAGGSFIIRNCVDPEMTRGTKITLYLKEDQTDYLEERRIREVV 204

Query: 542 KKHSQFIGYPIKLLVEKER 598

KKHSQFIGYPIKLLVEKER
Sbjct: 205 KKHSQFIGYPIKLLVEKER 223

>Seqiiéncia consenso 14-3-3 (MiVlctgll97, MivVlctg383, MivVlctg2396)

CGTTATGATGACATGGCAGAGTCAATGAAGAAGGTTACCGAATTTGGAGACGAACTGTCTAATGAGGAGCGCAATCTTCTCTCGGTTGCTTATAAGAATGTTGTTGGGGCTCGTCT
TTCTTCATGGCGTGTTCTTTCGTCTATTGAGCAAAAGACCGAAGGGGGGAAGAAGACGATGACTAAGGAATACCGTGAGAAGATTGAATGTGAATTGCGTGACATTTGCAAAGGTG



TTATGAATCTTCTGGACAAATTTCTTATTCCGAAAGCTGGAACTCCTGATTCTAAAGTGTTTTACCTTAAGATGAAGGGCGACTACTATCGTTATTTGGCTGAGGTTTCTTCTGGT
GATGAGTTGACTGATGTTATCGACAAATCACAACAGAGTTATCAAGAGGCTTTCGATATTGCTAAGGACAAAATGCCGCCGACTCATCCAATTCGTCTTGGGCTGGCTCTCAACTT
TTCGGTCTTCTACTTTGAGATTCTCGACAATAAGGACAAGGCTTGTCAGTTGGCTAAGCAGTCTTTTGATGAGGCCGTTGCTGAGTTGGACACTCTTGAAGAGAATTTGTACAAGG
ACTCGACTCTTATTATGCAACTT

BLASTn
>MivVlctgll97
Length = 19649
Score = 297 bits (150), Expect = 1le-79

Identities = 153/154 (99%)
Strand = Plus / Plus

Query: 84 ggttgcttataagaatgttgttggggctcgtctttcttcatggegtgttctttegtctat 143

PErrrrrrrrrr e rrrr e e e e e et et e e e e
Sbjct: 9261 ggttgcttataagaatgttgttggggctcgtcgttcttcatggecgtgttctttecgtctat 9320

Query: 144 tgagcaaaagaccgaaggggggaagaagacgatgactaaggaataccgtgagaagattga 203

PEErrrrr e et r et et et et ettt et e et e e
Sbjct: 9321 tgagcaaaagaccgaaggggggaagaagacgatgactaaggaataccgtgagaagattga 9380

Query: 204 atgtgaattgcgtgacatttgcaaaggtgttatg 237

PEETEEET ettt et
Sbjct: 9381 atgtgaattgcgtgacatttgcaaaggtgttatg 9414

Score = 248 bits (125), Expect = 9e-65

Identities = 125/125 (100%)
Strand = Plus / Plus

10



Query:

Sbijct:

Query:

Sbjct:

Query:
Sbjct:
Score

Identi
Strand

Query:

Sbijct:

Query:

Sbijct:

Query:
Sbijct:
Score

Identi
Strand

237 gaatcttctggacaaatttcttattccgaaagctggaactcctgattctaaagtgtttta 296

Frrerrrrrrrerrrrererrrrrerrrrer ettt ettt e
9746 gaatcttctggacaaatttcttattccgaaagctggaactcctgattctaaagtgtttta 9805

297 ccttaagatgaagggcgactactatcgttatttggctgaggtttcttctggtgatgagtt 356

Prrrrrrrrrrrrrrrrrrr et ettt et et et e e e
9806 ccttaagatgaagggcgactactatcgttatttggctgaggtttcttctggtgatgagtt 9865

357 gactg 361
L1
9866 gactg 9870

= 244 bits (123), Expect = le-63
ties = 123/123 (100%)
= Plus / Plus

403 gatattgctaaggacaaaatgccgccgactcatccaattecgtcttgggectggctctcaac 462

Prrrrrrrrrrrrrrrrrrr et et et ettt e e e e
10003 gatattgctaaggacaaaatgccgccgactcatccaattecgtcttgggctggectctcaac 10062

463 ttttcggtcttctactttgagattctcgacaataaggacaaggcttgtcagttggctaag 522

Prrrrrrrrrrrrrrrrrrr et ettt e ettt e et e e
10063 ttttcggtcttctactttgagattctcgacaataaggacaaggcttgtcagttggctaag 10122

523 cag 525

[ ] ]
10123 cag 10125

= 172 bits (87), Expect = 4e-42
ties = 87/87 (100%)
= Plus / Plus

11



Query: 1 cgttatgatgacatggcagagtcaatgaagaaggttaccgaatttggagacgaactgtct 60

PErrrerr e e et et et ettt et e e e e
Sbjct: 9136 cgttatgatgacatggcagagtcaatgaagaaggttaccgaatttggagacgaactgtct 9195

Query: 61 aatgaggagcgcaatcttctctcggtt 87

PEEETETEEEr e
Sbjct: 9196 aatgaggagcgcaatcttctctcggtt 9222

Score = 151 bits (76), Expect = 2e-35
Identities = 79/80 (98%)
Strand = Plus / Plus

Query: 524 agtcttttgatgaggccgttgctgagttggacactcttgaagagaatttgtacaaggact 583

Prrrrrrrrrrrrrrrrrrr et et et ettt e e e e
Sbjct: 10169 agtcttttgatgaggccgttgctgagttggacactcttgaagagaatttgtacaaggact 10228

Query: 584 cgactcttattatgcaactt 603

FEETEEE Frrr e
Sbjct: 10229 cgactctcattatgcaactt 10248

Score = 85.7 bits (43), Expect = 8e-16
Identities = 43/43 (100%)
Strand = Plus / Plus

Query: 361 gatgttatcgacaaatcacaacagagttatcaagaggctttcg 403

PEETErrr e et et et
Sbjct: 9916 gatgttatcgacaaatcacaacagagttatcaagaggctttcg 9958

>Mivlctg383
Length = 61090

Score = 281 bits (142), Expect = 7e-75

12



Identi
Strand
Query:

Sbijct:

Query:

Sbijct:

Query:
Sbijct:

Score
Identi

Strand

Query:

Sbijct:

Query:

Sbijct:

Query:

Sbijct:

ties = 151/154 (98%)
= Plus / Minus

84 ggttgcttataagaatgttgttggggctcgtctttcttcatggecgtgttectttegtctat

Frrererrrerrererrrrrrrerrererrerr rerrrr rrrrr e e
24275 ggttgcttataagaatgttgttggggctcecgtcgttecttcttggegtgttetttegtetat

144 tgagcaaaagaccgaaggggggaagaagacgatgactaaggaataccgtgagaagattga
Prrrrrrrrrrrrrrr e rerrr e et et et et e e e e
24215 tgagcaaaagaccgaaggtgggaagaagacgatgactaaggaataccgtgagaagattga

204 atgtgaattgcgtgacatttgcaaaggtgttatg 237

FEEEEr e et el
24155 atgtgaattgcgtgacatttgcaaaggtgttatg 24122

= 232 bits (117), Expect = 5e-60
ties = 123/125 (98%)
= Plus / Minus

237 gaatcttctggacaaatttcttattccgaaagctggaactcctgattctaaagtgtttta

PEErrrrr e e et et et ettt et e e et
22993 gaatcttctggacaaatttcttattccgaaagctggaactcctgattctaaagtgttcta

297 ccttaagatgaagggcgactactatcgttatttggctgaggtttcttctggtgatgagtt

PEErrrrr e e et et et et et ettt
22933 ccttaagatgaagggtgactactatcgttatttggctgaggtttcttectggtgatgagtt

357 gactg 361

LI
22873 gactg 22869

143

24216

203

24156

296

22934

356

22874

13



Score = 220 bits (111), Expect = 2e-56

Identi
Strand

Query:

Sbjct:

Query:

Sbjct:

Query:
Sbjct:
Score

Identi
Strand

Query:

Sbijct:

Query:
Sbijct:
Score

Identi
Strand

ties = 120/123 (97%)
= Plus / Minus

403 gatattgctaaggacaaaatgccgccgactcatccaattcecgtcttgggctggctctcaac 462

Frrrerrrrrrrrrrrerrrerrrer rerrr ettt et
22738 gatattgctaaggacaaaatgccgccaactcatccaattcgtcecttgggectggctctcaac 22679

463 ttttcggtcttctactttgagattctcgacaataaggacaaggcttgtcagttggectaag 522

Prrrrerrrrrrrrrrrerrerrrerrrrrrr et et e
22678 ttttcggtcttctactttgagattctcgacaataagagcaaggcttgtcagttggctaag 22619

523 cag 525

L1
22618 cag 22616

= 172 bits (87), Expect = 4e-42
ties = 87/87 (100%)
= Plus / Minus

1 cgttatgatgacatggcagagtcaatgaagaaggttaccgaatttggagacgaactgtct 60

Frrrrrrrrrrrrrrrrrrrerrr et et et et ettt
24400 cgttatgatgacatggcagagtcaatgaagaaggttaccgaatttggagacgaactgtct 24341

61 aatgaggagcgcaatcttctctcggtt 87

PEETEEET Rt
24340 aatgaggagcgcaatcttctctcggtt 24314

= 143 bits (72), Expect = 4e-33
ties = 78/80 (97%)
= Plus / Minus

14



Query: 524
Sbjct: 22572
Query: 584
Sbjct: 22512
Score = 77.
Identities
Strand
Query: 361
Sbjct:
>MivVlctg2396
Score
Identities
Strand
Query: 403
Sbjct: 3143
Query: 463
Sbjct: 3083

agtcttttgatgaggccgttgctgagttggacactcttgaagagaatttgtacaaggact 583

Prrrrrrrrrrrrrrr e e et e e ettt e e
agtcttttgatgaggccgttgctgagttggacactcttgacgagaatttgtacaaggact 22513

cgactcttattatgcaactt 603

FEEEEET Prrrrrrrrnd
cgactctcattatgcaactt 22493

8 bits (39), Expect = 2e-13

= 42/43 (97%)

= Plus / Minus

gatgttatcgacaaatcacaacagagttatcaagaggctttcg 403
FErrrrrrrrrrrrrrrrrr e e e et trrrrr e

22823 gatgttatcgacaaatcacaacagagttaccaagaggctttcg 22781

Length = 5014

= 228 bits (115), Expect = 8e-59

= 121/123 (98%)

= Plus / Minus

gatattgctaaggacaaaatgccgccgactcatccaattcgtcttgggctggctctcaac 462

PEErrrrr e e e et terr et et e e e rrr e
gatattgctaaggacaaaatgccgccaactcatccaattcgtcttgggctcgectctcaac 3084

ttttcggtcttctactttgagattctcgacaataaggacaaggcttgtcagttggctaag 522
FEETErrr et et et et et et et ettt
ttttcggtcttctactttgagattctcgacaataaggacaaggcttgtcagttggctaag 3024

15



Query:
Sbijct:
Score

Identi
Strand

Query:

Sbijct:

Query:

Sbijct:

Query:
Sbijct:
Score

Identi
Strand

Query:

Sbijct:

Query:

Sbijct:

523 cag 525

1]
3023 cag 3021

= 224 bits (113), Expect = le-57

ties = 122/125 (97%)
= Plus / Minus

237 gaatcttctggacaaatttcttattccgaaagctggaactcctgattctaaagtgtttta

FErerrrrr rererrererrererrrrrer et ettt
3400 gaatcttcttgacaaatttcttattccgaaagctggaactcctgattctaaagtgttcta

297 ccttaagatgaagggcgactactatcgttatttggctgaggtttcttctggtgatgagtt

Frrererrrrrererrererrerrrrerrer rrrrrrr et et
3340 ccttaagatgaagggcgactactatcgttatctggctgaggtttcecttctggtgatgagtt

357 gactg 361

3280 gactg 3276

= 172 bits (87), Expect = 4e-42
ties = 123/135 (91%)
= Plus / Minus

84 ggttgcttataagaatgttgttggggctcgtectttecttcatggegtgttetttegtectat

PErrrrrrrrrrerrr e e e e et et rrrrrrrrrn
3796 ggttgcttataagaatgttgttggggctcgtcecgttcttcttggegtgtcctttegtectat

144 tgagcaaaagaccgaaggggggaagaagacgatgactaaggaataccgtgagaagattga
Frrererrer reerrerer rrerrrrrerr rerrrr et et rrr e el
3736 tgagcaaaaggccgaaggggagaagaagacgaagactaagggatatcgtgagaagatcga

296

3341

356

3281

143

3737

203

3677
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Query: 204 atgtgaattgcgtga 218
Lol
Sbjct: 3676 gggcgaattgcgtga 3662

Score = 157 bits (79), Expect = 3e-37
Identities = 85/87 (97%)
Strand = Plus / Minus

Query: 1 cgttatgatgacatggcagagtcaatgaagaaggttaccgaatttggagacgaactgtct 60

Sbjct: 3921 cgttatgatgacatggcagaggcaatgaagaaggttaccgaatttggagacgaactgtct 3862

Query: 61 aatgaggagcgcaatcttctctcggtt 87

PPt
Sbjct: 3861 aacgaggagcgcaatcttctctcggtt 3835

Score = 135 bits (68), Expect = 9e-31
Identities = 77/80 (96%)
Strand = Plus / Minus

Query: 524 agtcttttgatgaggccgttgctgagttggacactcttgaagagaatttgtacaaggact 583

PErrrrrrrrrrrrrr errrrrr et e e et e e e
Sbjct: 2976 agtcttttgatgaggctgttgctgagttggacactcttgacgagaatttgtacaaggact 2917

Query: 584 cgactcttattatgcaactt 603

PEETEEE Frrr e
Sbjct: 2916 cgactctcattatgcaactt 2897

Score = 77.8 bits (39), Expect = 2e-13
Identities = 42/43 (97%)
Strand = Plus / Minus



Query:
Sbijct:

BLATx

361

gatgttatcgacaaatcacaacagagttatcaagaggctttcg 403
PEErrerr e rrrr e e e e et trrrrr e

3230 gatgttatcgacaaatcacaacagagttaccaagaggctttcg 3188

>gnl |MincDB|prot:Mincl6550 length:300 contig:MivVlctgll97

Score =

Identities
Frame = +1
Query: 1
Sbjct: 70
Query: 181
Sbjct: 130
Query: 361
Sbjct: 190
Query: 541
Sbjct: 250

region:7793-10508 strand:+

Length = 300

398 bits (1022), Expect = e-112

= 200/201 (99%), Positives = 200/201 (99%)

RYDDMAESMKKVTEFGDELSNEERNLLSVAYKNVVGARLSSWRVLSSIEQKTEGGKKTMT
RYDDMAESMKKVTEFGDELSNEERNLLSVAYKNVVGAR SSWRVLSSIEQKTEGGKKTMT
RYDDMAESMKKVTEFGDELSNEERNLLSVAYKNVVGARRSSWRVLSSIEQKTEGGKKTMT

KEYREKIECELRDICKGVMNLLDKFLIPKAGTPDSKVEFYLKMKGDYYRYLAEVSSGDELT
KEYREKIECELRDICKGVMNLLDKFLIPKAGTPDSKVFYLKMKGDYYRYLAEVSSGDELT
KEYREKIECELRDICKGVMNLLDKFLIPKAGTPDSKVFYLKMKGDYYRYLAEVSSGDELT

DVIDKSQQOSYQEAFDIAKDKMPPTHPIRLGLALNFSVEYFEILDNKDKACQLAKQSFDEA
DVIDKSQQOSYQEAFDIAKDKMPPTHPIRLGLALNFSVEYFEILDNKDKACQLAKQSFDEA
DVIDKSQQOSYQEAFDIAKDKMPPTHPIRLGLALNESVEYFEILDNKDKACQLAKQSEFDEA

VAELDTLEENLYKDSTLIMQL 603
VAELDTLEENLYKDSTLIMQL
VAELDTLEENLYKDSTLIMQL 270

>gnl |MincDB|prot:Mincl0258 length:400 contig:Mivlctg383

Score

Identities

region:22238-27670 strand:-

Length = 400

394 bits (1013), Expect = e-111

= 198/201 (98%), Positives = 199/201 (99%)

180

129

360

189

540

249

18



Frame = +1

Query: 1 RYDDMAESMKKVTEFGDELSNEERNLLSVAYKNVVGARLSSWRVLSSIEQKTEGGKKTMT
RYDDMAESMKKVTEFGDELSNEERNLLSVAYKNVVGAR SSWRVLSSIEQKTEGGKKTMT
Sbjct: 170 RYDDMAESMKKVTEFGDELSNEERNLLSVAYKNVVGARRSSWRVLSSIEQKTEGGKKTMT

Query: 181 KEYREKIECELRDICKGVMNLLDKFLIPKAGTPDSKVEFYLKMKGDYYRYLAEVSSGDELT
KEYREKIECELRDICKGVMNLLDKFLIPKAGTPDSKVEFYLKMKGDYYRYLAEVSSGDELT
Sbjct: 230 KEYREKIECELRDICKGVMNLLDKFLIPKAGTPDSKVFYLKMKGDYYRYLAEVSSGDELT

Query: 361 DVIDKSQQSYQEAFDIAKDKMPPTHPIRLGLALNEFSVEYFEILDNKDKACQLAKQSFDEA
DVIDKSQQOSYQEAFDIAKDKMPPTHPIRLGLALNFSVEFYFEILDNK KACQLAKQSFDEA
Sbjct: 290 DVIDKSQQOSYQEAFDIAKDKMPPTHPIRLGLALNFSVEFYFEILDNKSKACQLAKQSFDEA

Query: 541 VAELDTLEENLYKDSTLIMQL 603
VAELDTL+ENLYKDSTLIMQL
Sbjct: 350 VAELDTLDENLYKDSTLIMQL 370

>gnl |MincDB|prot:Mincl18869 length:261 contig:Mivlctg2396
region:2665-4042 strand:-
Length = 261

Score = 376 bits (965), Expect = e-105
Identities = 191/201 (95%), Positives = 194/201 (96%)
Frame = +1

Query: 1 RYDDMAESMKKVTEFGDELSNEERNLLSVAYKNVVGARLSSWRVLSSIEQKTEGGKKTMT
RYDDMAE+MKKVTEFGDELSNEERNLLSVAYKNVVGAR SSWRVLSSIEQK EG KKT T
Sbjct: 31 RYDDMAEAMKKVTEFGDELSNEERNLLSVAYKNVVGARRSSWRVLSSIEQKAEGEKKTKT

Query: 181 KEYREKIECELRDICKGVMNLLDKFLIPKAGTPDSKVEFYLKMKGDYYRYLAEVSSGDELT
K YREKIE ELRDI KGV+NLLDKFLIPKAGTPDSKVEYLKMKGDYYRYLAEVSSGDELT
Sbjct: 91 KGYREKIEGELRDISKGVLNLLDKFLIPKAGTPDSKVFYLKMKGDYYRYLAEVSSGDELT

Query: 361 DVIDKSQQSYQEAFDIAKDKMPPTHPIRLGLALNESVEYFEILDNKDKACQLAKQSFDEA
DVIDKSQQOSYQEAFDIAKDKMPPTHPIRLGLALNEFSVEFYFEILDNKDKACQLAKQSEFDEA
Sbjct: 151 DVIDKSQQSYQEAFDIAKDKMPPTHPIRLGLALNFSVEYFEILDNKDKACQLAKQSFDEA

180

229

360

289

540

349

180

90

360

150

540

210
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Query: 541 VAELDTLEENLYKDSTLIMQL 603
VAELDTL+ENLYKDSTLIMQL
Sbjct: 211 VAELDTLDENLYKDSTLIMQL 231

>gnl |MincDB|prot:Minc07565 length:252 contig:MivVlctg229
region:21142-22829 strand:+
Length = 252

Score = 324 bits (830), Expect = 2e-89
Identities = 164/204 (80%), Positives = 184/204 (90%),
Frame = +1

Query: 1 RYDDMAESMKKVTEFGDELSNEERNLLSVAYKNVVGARLSSWRVLSSIEQKTEGGKKT -—
RYDDMA+SMKKVTE G ELSNEERNLLSVAYKNVVGAR SSWRV+SSIEQKTEG +K
Sbjct: 20 RYDDMAQSMKKVTELGAELSNEERNLLSVAYKNVVGARRSSWRVISSIEQKTEGSEKKQQ

Query: 175 MTKEYREKIECELRDICKGVMNLLDKFLIPKAGTPDSKVEFYLKMKGDYYRYLAEV-SSGD
M KEYREK+E ELRDIC V++LLDK+LIPKAG P+SKVEFYLKMKGDYYRYLAEV ++GD
Sbjct: 80 MAKEYREKVERELRDICHDVLDLLDKYLIPKAGNPESKVFYLKMKGDYYRYLAEVVATGD

Query: 352 ELTDVIDKSQQSYQEAFDIAKDKMPPTHPIRLGLALNESVEYFEILDNKDKACQLAKQSFE
+ V++KSQQOSYQEAFDIAKDKM PTHPIRLGLALNESVEY+EIL++ DKACQLAKQ+F
Sbjct: 140 DRNSVVEKSQQSYQEAFDIAKDKMQOPTHPIRLGLALNFSVFYYEILNSPDKACQLAKQAF

Query: 532 DEAVAELDTLEENLYKDSTLIMQL 603
D+A+AELDTL E+ YKDSTLIMQL
Sbjct: 200 DDAIAELDTLNEDSYKDSTLIMQL 223

>gnl |MincDB|prot:Minc09397 length:437 contig:Mivlctg330
region:9747-12002 strand:+
Length = 437

Score = 149 bits (377), Expect = 5e-37

Identities = 74/94 (78%), Positives = 86/94 (91%), Gaps

Frame = +1

o\

)

174

79

351

139

531

199



Query:
Sbijct:
Query:

Sbijct:

325

315

502

375

YLAEV-SSGDELTDVIDKSQQSYQEAFDIAKDKMPPTHPIRLGLALNEFSVEYFEILDNKD 501
YLAEV ++GD+ V++KSQOSYQEAFDIAKDKM PTHPIRLGLALNEFSVEY+EIL++ D
YLAEVVATGDDRNSVVEKSQQSYQEAFDIAKDKMOQPTHPIRLGLALNFSVEYYEILNSPD 374

KACQLAKQSFDEAVAELDTLEENLYKDSTLIMQL 603
KACQLAKQ+FD+A+AELDTL E+ YKDSTLIMQL
KACQLAKQAFDDAIAELDTLNEDSYKDSTLIMQL 408
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