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Funcional de Genes em Pratylenchus brachyurus e Caracterizacdo da Proteina
PB6584.1 Envolvida no Parasitismo. 2017. 92p. Dissertacdo (Mestrado em
Biotecnologia) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, Parana.

RESUMO

Pratylenchus brachyurus é atualmente o segundo principal fitonematoide na cultura
da soja no Brasil. Considerando que as atuais praticas agrondmicas para o controle
deste patdogeno ndo tem alcancado éxito, o desenvolvimento de variedades
resistentes se apresenta uma alternativa promissora. Atualmente, a metodologia de
RNA interferente (RNAI) constitui uma importante ferramenta para o estudo funcional
de genes em diferentes espécies. De maneira geral, estudos de RNAi em
fitonematoides sdo conduzidos tanto in vitro, via soaking, como in vivo, através de
plantas geneticamente modificadas para expressarem moleculas de RNA dupla fita
(dsRNA). Recentemente,a adminstracdo das moléculas de dsRNA in planta, sem a
necessidade de transformacdo genética, vem sendo testada em varios
patossistemas. Esta € conhecida como Aplicacdo Ectépica (AE),e se baseia na
absorcdo direta do dsRNA pela planta. Embora seu uso em estudos envolvendo
fitonematoides ainda n&o tenha sido descrito, os resultados em insetos evidenciam
seu potencial para utilizagdo em outros organismos. O objetivo desse trabalho foi
avaliar o potencial de utilizacdo dessas metodologias (Soaking e AE) para o estudo
de genes em P. brachyurus, em especial da proteina PB6584.1, potencialmente
envolvida no estabelecimento da parasitismo. Inicialmente, o método de soaking foi
avaliado, sendo utilizadas moléculas de dsRNA ndo complementares aos transcritos
do nematoide como controle para os testes. A capacidade de ingestdo das
moléculas de dsRNA foi determinada pela incubacdo dos nematoides em solucéo
contendo dsRNA, octopamina (neuroestimulante) e marcadores de ingestdo (FITC e
dsRNA ligado ao fluorocromo Cy-3). Apés a incubacao, foram observados sinais de
fluorescéncia no estilete e glandula esofagica, indicando que os nematoides foram
capazes de ingerir o dsRNA. Para a avaliacdo da metodologia de AE, foi realizada a
absorcao radicular de dsSRNA-GFP em plantas de soja. Foram avaliados o transporte
do dsRNA através do tecido vegetal, bem como sua estabilidade ao longo do tempo,
sendo o dsRNA detectado apds 60 dias da infeccéo. Esses resultados demonstram
o potencial dessas metodologias para o estudo de genes nesse nematoide. Para a
caracterizacdo da proteina PB6584.1, foi avaliado o perfil de expressédo do gene ao
longo do ciclo infeccioso, indicando a ativacdo da transcricdo do candidato ja no
tempo de 12h apds a infec¢do. Adicionalmente, o efeito do silenciamento do gene foi
avaliado por ambas as metodologias, medindo-se a capacidade de multiplicacdo dos
nematoides em cilindros de cenoura, ap0s o soaking, e em plantas de soja, via
soaking e AE das moleculas de dsRNA no solo. Apds 60dai, foi avaliado o fator de
reproducao (FR) de cada planta, ndo sendo observada diferenca significativa entre
os tratamentos (controle e PB6584.1). As andlises de expressédo do gene candidato
demonstraram a ocorréncia de silenciamento génico em ambos os métodos. Assim,
mais estudos se fazem necessarios visando o estabelecimento de um método
baseado em RNAI, para o estudo funcional de genes em P. brachyurus.

Palavras-chave: RNAI. Aplicagdo Ectopica. Soaking. Soja.
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ABSTRACT

Pratylenchus brachyurus is the second most important plant-parasitic nematode in
soybean crops in Brazil. As the current agronomic practices to control this pathogen
have been shown unsuccessful and not worth, the development of resistant varieties
is a promising alternative. Nowadays, the RNA interference mechanism constitutes
an important tool for gene function studies among different species. Traditionally,
RNAi-based studies in PPNs are performed by both, in vitro, by soaking and in
planta, by genetic modified plants expressing dsRNA molecules approaches.
Recently, non-transgenic dsRNA delivery, in planta, has been applied for many
different plant pathogen and pests. Known as Ectopic Delivery (ED) of dsRNA
molecules, The methodology is based on the root absorption of the dsRNA and no
data about its application in PPNs studies is available. Studies involving ED in insects
shows that they were able to uptake the root absorbed dsRNA by feeding and have
their target gene silenced. It makes clear the potential of the method for application in
other organisms. The aim of this study was to evaluate the potential of this non-
transgenic methods (Soaking and ED) for gene function studies in P. brachyurus,
specially in PB6584.1 protein, potentialy envolved in its parasitism. Initially soaking
was performed using non-target dsSRNA-GFP. The nematode’s ingestion ability was
evaluated through P. brachyurus mixed stages incubation in a soaking solution in the
presence of dsRNA, neurostimulant octopamine and fluorescent ingestion markers
(FITC and Cy -3 labeled dsRNA). After incubation, fluorescence was observed in
both stylet and esophageal glands, indicating that the soaked nematodes ingested
the dsRNA. For in planta ectopic delivery, dsRNA root absorption was performed in
soybean plants. We evaluated the transport of dsRNA through the plant tissues as
well as its stability over the time being detected even after 60 days. These results
demonstrate the potential of both methods for gene function studies in this nematode
specie. For the PB6584.1 protein characterization, its expression profile during the
infection cycle was evaluated indicating the protein transcription activation on 12h
after infection. Aditionally, the effect of its silencing was evaluated for both methods,
measuring the nematode’s multiplication capacity on carrot cylinders, after soaking,
and on soybean plants, after soaking and dsRNA ED. After 60dpi, reproduction factor
was measured in each plant, where no significant difference was observed between
the treatments (control and PB6584.1). Also, the PB6584.1 expression was
measured, demonstrating the occurrence of specific gene silencing in both methods.
Thus, more studies are required for the stablishment of a RNAi-based method for
gene funcion studies in P. brachyurus.

Palavras-chave: RNAI. Ectopic delivery. Soaking. Soybean.
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1 INTRODUCAO

Pratylenchus brachyurus € um endoparasita migrador, com ampla
distribuicdo geogréfica (SILVA et al.,, 2004; RIBEIRO et al., 2007; UEBEL et al.,
2014), onde machos e fémeas sdo capazes de penetrar o hospedeiro através ou
entre as células do parénquima cortical do tecido radicular. No parenquima, esses
organismos alimentam-se do conteudo celular, provocando lesdes, desorganizando
e destruindo as células no local de sua penetracdo e movimentacdo (FONSECA,
2012), e, dessa forma, tornando a planta predisposta a infec¢cdes secundarias de
fungos e bactérias (GOULART, 2008).

Por se tratar de um patdégeno biotrofico, o éxito de seu parasitismo &
dependente de sua capacidade em estabelecer uma relacdo com o hospedeiro, que
permita a conclusao de seu ciclo de vida sem que ocorra a morte do tecido vegetal
(SANTINI, 2014). Para isso, os nematoides secretam proteinas e outras moléculas,
denominadas efetores de parasitismo, que interagem diretamente com as moléculas
do hospedeiro. A atividade desses efetores, aliada a acdo mecanica do estilete,
melhoram o0 seu potencial de colonizagdo, sobrevivéncia e reproducao no tecido
radicular da planta, através de modificacbes na estrutura e funcbes da célula do
hospedeiro (HOGENHOUT et al., 2009), ou mesmo interferindo na resposta de
defesa da planta (FERNANDES, 2011).

A interacdo de P. brachyurus com a soja pode ser considerada
menos complexa, por ndo haver a necessidade de formagdo de nenhuma célula
especializada de alimentacdo, como ocorre em outras espécies de fitonematoides
(DIAS et al., 2010a). Esse fato dificulta a seu controle (LOURENCO, 2014), e torna-
se clara a necessidade de se buscar gendtipos resistentes a esse parasita. Até o
momento, poucos genotipos de soja tém sido identificados como apresentando
resisténcia efetiva a infeccdo por P. brachyurus, sendo que nenhum gene de
resisténcia foi descrito ou mapeado. Adicionalmente, o emprego de estratégias
biotecnolégicas, visando a inducdo de resisténcia a gendtipos, constitui uma
alternativa promissora e de grande importancia, principalmente utilizando métodos
relacionados ao silenciamento de genes do patdgeno via estratégias de RNAI
(KATOCH e THAKUR, 2013; DUTTA, BANAKAR e RAO, 2015).

O Laboratério de Biotecnologia Vegetal da Embrapa Soja —

Londrina, Parana, vem realizando pesquisas buscando o entendimento da interacéo
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planta-nematoide, visando o controle desta praga. Entre essas pesquisas, encontra-
se o screening de gendtipos de soja, visando a busca de fontes de resisténcia, bem
como a caracterizacdo de proteinas do patdgeno potencialmente envolvidas no
parasitismo de P. brachyurus. Tais proteinas foram previamente identificadas in
silico, a partir do sequenciamento de raizes infectadas com o nematoide, e tiveram
expressao localizada na glandula secretora do patdégeno, um importante indicativo
de seu envolvimento no parasitismo (dados nédo publicados). Este trabalho se propds
em estabelecer uma metodologia para estudo funcional de genes de P. brachyurus
via silenciamento génico pOs transcricional, visando validar tais candidatos a
efetores e demonstrar sua importancia no processo infeccioso desse importante
patdgeno em soja. No presente trabalho, foram testadas duas metodologias que
empregam moléculas de dsRNA como indutoras da maquinaria de silenciamento
génico, e que se apresentam como alternativas as metodologias de validacédo
funcional que necessitam de transformacdo genética. A metodologia de aplicacdo
ectdpica de dsRNA nas raizes de soja foi avaliada comparativamente com testes via

soaking, comumente utilizada para ensaios de silenciamento génico em nematoides.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 SOJA: ASPECTOS GERAIS E ECONOMICOS

A soja € uma planta pertencente ao reino Plantae, divisdo
Magnoliophyta, a classe Magnoliopsida, ordem Fabales, familia Fabaceae (antiga
Leguminosae), subfamilia Faboideae (Papilionoideae), género Glycine, espécie
Glycine max e forma cultivada Glycine max (L.) Merrill (SEDIYAMA, TEIXEIRA e
BARROS, 2009). E classificada como planta anual, de porte ereto, ramificada
esparsamente, com um tipo de crescimento arbustivo e com folhas trifoliadas
alternadas, com foliolos ovalados, ovais a lanceolados-elipticos. Suas flores séo
brancas ou roxas podendo haver diferencas de tonalidades. As vagens sao retas ou
ligeiramente curvadas, contendo uma a quatro sementes de forma ovalada ou sub-
esférica, as cores do tegumento podem variar de amarelo-claro, verde-oliva ou
marrom a preto avermelhado (SEDIYAMA, TEIXEIRA e REIS, 2005).

Trata-se de uma leguminosa de ciclo anual (90 a 160 dias),
originaria do Extremo Oriente, cultivada na China ha milhares de anos (CAVALETT,
2008), com as primeiras citacbes datadas do periodo entre 2.883 e 2.838 a. C.
(FINHOLDT, 2012). Os registros apontam que a soja tenha sido introduzida no Brasil
via Estados Unidos (FINHOLDT, 2012), especificamente no estado da Bahia em
1882 e levada para Sao Paulo em 1892 (ALAMBERT, 2010). Essa leguminosa foi
cultivada pela primeira vez em escala comercial no Rio Grande do Sul em 1900 e em
1936 ocorre 0 inicio da expansado desta cultura no estado (COSTA, 1996; MATSUO,
2012). Entretanto, foi apenas na década de 1970 que o Brasil foi elevado a condi¢éo
de um dos maiores produtores e exportadores mundiais (GOMES, 2001).

A nivel mundial, a soja € a principal oleaginosa produzida e
consumida (CAVALETT, 2008), sendo os Estados Unidos o principal produtor,
seguido por Brasil e Argentina, que juntos, sdo responsaveis por aproximadamente
80% de toda a producdo mundial (USDA, 2016). Somente no Brasil, é estimada para
a safra 2016/2017, uma producdo de 103,8 milhdes de toneladas de soja, 0 que
representa 48,2% de toda a producéao brasileira de grdos (CONAB, 2017).

Essa estimativa, quando comparada com a safra de 1977/78, com
uma producdo inferior a 9,8 milhdes de toneladas, torna evidente o grande

crescimento em sua producdo. Essa aumento na producédo € uma consequéncia da
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grande demanda por essa commodity, resultado de sua grande importancia
econdbmica mundial (BRASIL, 2012), pois da origem a subprodutos de grande
importancia. O farelo, amplamente utilizado como racdo animal,constitui uma boa
fonte de proteinas de baixo custo (CAVALETT, 2008; ALAMBERT, 2010). Ja o dleo,
pode ser utilizado tanto para consumo humano, como matéria-prima para a
fabricacdo de alimentos, como na industria de biocombustiveis (DE OLIVEIRA e
DOS REYS, 2009).

Esse crescimento foi possivel gracas ao aumento da area destinada
ao cultivo, aliada a melhorias nas tecnologias e condi¢des de cultivo (CAVALETT,
2008; FREITAS, 2011; LOPES, 2012), além do desenvolvimento de variedades
geneticamente adaptadas as diferentes condicbes de clima, solo e latitude,
possibilitando o cultivo desta leguminosa em todas as regides do pais(ALAMBERT,
2010; FREITAS, 2011).

Além disso, a soja também apresenta grande importancia
socioeconémica para o Brasil, pois movimenta diversos setores, tais como:
indUstrias de maquinas e equipamento, cooperativas agropecuarias e
agroindustriais, industria de alimentos, dentre outras (EMBRAPA, 2014). Tudo isso
gera mais de 5 milhdes de empregos, diretos e indiretos, com participacao
significativa nos 25% do PIB (Produto Interno Bruto) gerado pela
agroindustria(CEPEA, 2016).

Mesmo sendo o principal produto agricola brasileiro, a producdo da
soja sofre anualmente perdas significativas provocadas por fatores abidticos e
bidticos (VARSHNEY et al., 2009; FARIAS, 2011). Os fatores abiéticos, relacionados
a perdas de até 50%da producdo (BRAY, 2004), sdo principalmente a falta ou
excesso de A&gua, temperaturas extremas, disponibilidade de nutrientes e as
caracteristicas fisicas e quimicas do solo (BONATO, 2000; FARIAS, 2011). Ja os
fatores bioticos, responsaveis por perdas entre 10 e 20% da producdo, séo
ocasionados principalmente por pragas como percevejos e as lagartas Helicoverpa,
e patdégenos, como o fungo Phakopsora pachyrhizi, causador da ferrugem asiatica
da soja (KULCHESKI, 2013) e fitonematoides (LOPES, 2009), que parasitam o
sistema radicular, reduzindo a absorcdo de nutrientes e consequentemente a
produtividade da cultura (ARAUJO, 2013).

Dessa forma, a busca por medidas que reduzam os impactos

ocasionados por esses fatores deve ser uma preocupacdo constante, visto que,



17

devido as atuais dimensdes dessa commodity, quaisquer perdas, mesmo que

moderadas, tém impacto significativo na economia nacional (HIRAKURI, 2014).

2.2 NEMATOIDES NA CULTURA DA SOJA

Dentre os principais patdgenos da soja, 0s nematoides merecem
destaque (LOPES, 2009). Pertencentes ao filo Nematoda, os também denominados
“vermes”, possuem o corpo em formato cilindrico, geralmente alongado e com as
extremidades afiladas, com tamanhos variando entre 100um a alguns centimetros
(ROSSETTO e SANTIAGO, 2008; LOPES, 2012). Apesar de sua estrutura
anatbmica relativamente simples, esses parasitas exibem uma excelente
adaptabilidade aos mais distintos nichos ecoldgicos, podendo ser parasitas
obrigatorios a habitantes naturais do solo (FRAGOSO et al., 2007).

Estima-se que, mundialmente, cerca de 12% das perdas agricolas
em diversas culturas sejam ocasionadas por nematoides (WEISCHER e BROWN,
2001), sendo que no Brasil, os prejuizos anuais sdo estimados em 35 bilhdes de
reais, onde, desse valor, 46% €é causado por perdas na cultura da soja.

Segundo Dias e colaboradores (2010b), até o0 momento, mais de 100
espécies de nematoides, envolvendo cerca de 50 géneros, ja foram associadas a
cultura de soja em todo o mundo. No Brasil, os mais prejudiciais a cultura tém sido
os formadores de galhas (Meloidogyne spp.), o de cisto (Heterodera glycines),
reniforme (Rotylenculus reniformis), o das lesBes radiculares (Pratylenchus
brachyurus).

Os nematoides de galhas, Meloidogyne incognita e M. javanica sado
as espécies mais importantes para a cultura da soja no Brasil, sendo que M.
javanica, apresenta ocorréncia generalizada (DIAS et al., 2010a). Nas raizes
infectadas por esses nematoides, sdo formados conjuntos de células gigantes no
cilindro vascular, periciclo e endoderme, ocasionadas pelas substancias quimicas
por eles injetadas, levando a deformacéo e engrossamento das raizes (BONATO,
2000; SEDIYAMA, 2009). Nas lavouras de soja atacadas por esses nematoides, sao
observadas reboleiras, onde as plantas ficam pequenas e amareladas (GRIGOLLI e
ASMUS, 2014).

Juntamente com os nematoides de galhas, os nematoides de cisto

da soja (NCS), H. glycines também representa um dos principais nematoides que
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atacam a cultura da soja (LOPES, 2009). O parasitia penetra no sistema radicular,
dificultando a absorcdo de agua e nutrientes, resultando em porte reduzido das
plantas e clorose na parte aérea, ocasionando muitas vezes a morte da planta
(LOPES, 2009; DIAS et al., 2010a; GRIGOLLI e ASMUS, 2014). As raizes infectadas
formam os cistos, que se caracterizam pelas fémeas adultas mortas, sendo que
cada cisto pode armazenar mais de 500 ovos, constituindo uma eficiente unidade de
dispersdo desse nematoide devido a sua estrutura leve e altamente resistente (DIAS
et al., 2009).

O nematoide reniforme, R. reniformis, apesar de afetar
principalmente a cultura do algodéo, dependendo de sua populacédo no solo e da
cultivar utilizada, também pode ocasionar danos a cultura da soja (LOPES, 2009;
DIAS et al., 2010a; GRIGOLLI e ASMUS, 2014). Nos ultimos anos, sua ocorréncia
frequente tem se constituido em motivo de preocupacédo, especialmente em Mato
Grosso do Sul (GRIGOLLI e ASMUS, 2014). Os sintomas nas plantas de soja
parasitadas por esse nematoide se caracterizam pela desuniformidade, com grandes
areas de plantas subdesenvolvidas, semelhantes a problemas de deficiéncia mineral
ou de compactacao do solo (DIAS et al., 2010a).

Além dos j& citados, o parasitismo pelo nematoide causador de
lesBes radiculares P. brachyurusvem ganhando importancia nos ultimos anos, nao
somente pelos danos causados a cultura, mas também por sua ampla disseminacéo
e incidéncia em areas produtoras no estado do Mato Grosso, onde se concentra a
maior producéo de soja dentre os estados brasileiros (LOPES, 2012; CONAB, 2017).
Além de todos os prejuizos ocasionados diretamente pela acdo dos nematoides,
deve-se considerar também que o parasitismo acaba por alterar a suscetibilidade da
planta, favorecendo a infec¢cdo por outros patdgenos, tais como fungos, virus e
bactérias (BERGSON, 1971 apud GRIGOLLI e ASMUS, 2014).

Dessa forma, os nematoides se consolidam a cada dia no cenario
brasileiro como um dos principais problemas fitossanitarios que afetam a cultura da
soja, podendo inclusive inviabilizar algumas areas de cultivo (GRIGOLLI e ASMUS,
2014).

2.2.1 Pratylenchus brachyurus

Pratylenchus brachyurus, tradicionalmente chamado de nematoide



19

causador de lesdes radiculares, € um endoparasita migrador e apresenta ampla
distribuicdo geografica (SILVA et al., 2004; RIBEIRO et al., 2007; DIAS et al., 2010a;
UEBEL et al., 2014). Possui o corpo vermiforme, com dimensdes entre 0,30 a
0,45mm de comprimento nos estadios juvenis e de 0,5 a 0,7mm quando adultos
(FERRAZ et al, 2010), e apresenta um estilete bem desenvolvido, com
aproximadamente 20um de comprimento, com largos bulbos basais (SILVA, 2014).

A presenca desse nematoide foi relatada pela primeira vez em
plantas de abacaxi no Estado do Havai, nos Estados Unidos (GODFREY, 1929). No
Brasil, foi relatada como prejudicial ao milho j& no inicio da década de 60 (SILVA,
2014).

P. brachyurus € capaz de parasitar, além da soja, uma grande
variedade de espécies vegetais, como a aveia, trigo, milho, arroz, algodao, feijao,
cana-de-acgucar, amendoim, café, fumo, guandu, etc, alguns adubos verdes e a
maioria das plantas daninhas (GOULART, 2008; DIAS et al., 2010a; GRIGOLLI e
ASMUS, 2014). Essa polifagia é favorecida pelo fato da interacdo entre P.
brachyurus e o tecido radicular ser menos complexa, pois ndo ha a necessidade de
formacao de nenhuma célula especializada de alimentagcao, como ocorre com outros
fitonematoides, como os formadores de galhas e cistos (DIAS; et al., 2010b).

Machos e fémeas de P. brachurus sdo vermiformes, ndo havendo
dimorfismo sexual acentuado. A presenca de machos, no entanto, € rara para esta
espécie, sendo sua reproducao por partenogénese (TORRES et al.,, 2009). Eles
penetram através ou entre as células do parénquima cortical, alimentando-se do
contetdo celular, provocando lesdes, desorganizando e destruindo as células no
local de sua penetracdo e movimentacdo (FONSECA, 2012), também tornando a
planta predisposta a infec¢gdes secundarias de fungos e bactérias (GOULART,
2008).

O ciclo de vida dos nematoides causadores de lesbes radiculares
compreende seis estadios (Figura 1), sendo o ovo, quatro estadios juvenis (J1 a J4)
e a forma adulta. Todas as fases juvenis e adultas s&o vermiformes, sendo que a
partir de J2 os nematoides tem capacidade de se mover até as raizes e sado

infectivas.
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Figura 1. Ciclo biologico do nematoide P. brachyurus.

Adultos em busca Infestagao no
de novos hospedeiros hospedeiro

f Adultos dentro do hospedeiro.
{ Fémeas ovipositando

|

b —————

3 J2

Adaptado de Torres et al. (2009)

Todo ciclo ocorre na planta, onde uma fémea coloca em média entre
setenta e oitenta ovos no interior dos tecidos vegetais. Um ciclo completo tem
duracdo média entre 3 a 4 semanas (GOULART, 2008). Entretanto, esse tempo €&
variavel em funcdo de fatores como temperatura, umidade e planta hospedeira
(CASTILLO e VOVLAS, 2007). Quando as condi¢cdes do tecido radicular ndo forem
mais favoraveis, ocorre a migracdo para o solo (FONSECA, 2012).

Segundo Dias e colaboradores (2010b), o parasitismo desse
nematoide € caracterizado pela presenca de reboleiras onde as plantas apresentam
tamanho reduzido, mas sem perder a coloracdo verde. As raizes das plantas
parasitadas apresentam-se parcial ou totalmente escurecidas, resultado das lesdes

no tecido radicular (Figura 2).
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Figura 2. Sintomas causados por P. brachyurus nas raizes da soja: planta sadia (a)
e parasitada (b).

Fonte: DIAS et al.(2010b).

7

Um aspecto importante sobre esta espécie € a possibilidade de
ocorréncia de interacdo com outros patdgenos, especialmente fungos habitantes de
solo, sendo as interagcdes mais frequentes com fungos causadores de murchas, dos
géneros Fusarium e Verticillium (GRIGOLLI e ASMUS, 2014).

Dentre os fitonematoides, P. brachyurus ocupa atualmente o
segundo lugar em relagdo aos impactos econbmicos mundiais e nacionais,
referentes a diversas culturas agricolas (GOULART, 2008). As pespectivas sdo de
gue logo este se torne o nematoide causador de maior dano na agricultura em todo
o mundo, sendo que na regido centro-oeste do Brasil, principal regido produtora de
SOja, isso ja é uma realidade (FRV, 2014). Trata-se de um grande problema para a
cultura da soja, especialmente na regido Centro-Oeste do Brasil, onde ja foram
relatadas perdas de até 30% da produtividade em &reas com altas populactes
desse parasita (DIAS; et al., 2010b).

Em levantamento realizado no estado do Mato Grosso, foi
observada uma frequéncia de 96% desse nematoide nas culturas desse estado
(FONSECA, 2012). Isso se justifica pelo fato de que P. brachyurus vem sendo
beneficiado especialmente pela incorporacdo de areas com solo de textura arenosa,
onde sua movimentacao é facilitada, e por mudancas no sistema de producédo, como
a adocao do plantio direto e através da rotacdo/sucessao de culturas suscetiveis
(FALEIRO et al., 2012).



22

De maneira geral, a real extensédo dos danos e perdas causadas por
esse nematoide na cultura da soja no Brasil ainda ndo foram quantificadas. Certo é
que as perdas ocasionadas por esse nematoide tém aumentado a cada safra
(GOULART, 2008), principalmente pelo fato de que as principais medidas para o
controle de fitonematoides ndo séo totalmente eficazes. A rotacdo/sucessdo de
culturas, no caso de P. brachyurus, ndo € eficaz, considerando que esse nematoide
€ capaz de parasitar a grande maioria de espécies vegetais, 0 que torna a escolha
dificil. Uma opcéo € a rotacdo com algumas espécies de crotalaria. Entretanto, essa
cultura ndo apresenta interesse comercial, o que dificilta seu uso pelos agricultores.
Além disso, esta espécie pode sobreviver por varios meses na ausencia da planta
hospedeira, em solo seco, bem como a exposicdo a temperaturas extremas
(GRIGOLLI e ASMUS, 2014).J4 o controle quimico por nematicidas e agrotoxicos
também apresenta limitacbes. Além do aumento nos custos de producdo e dos
riscos de contaminagéo tanto para o ambiente como para o agricultor e consumidor
(JEYARATNAM, 1990), esses produtos ndo erradicam totalmente os nematoides,

ocasionando apenas a reducéo temporéria das populacdes (TORRES et al., 2009).

2.3 EFETORES DO PARASITISMO DE FITONEMATOIDES

Por se tratar de um patdégeno biotréfico, o éxito do parasitismo de
fitonematoides é dependente de sua capacidade em estabelecer uma relagdo com o
hospedeiro, que permita a concluséo de seu ciclo de vida sem que ocorra a morte do
tecido vegetal (SANTINI, 2014). Para isso, 0s nematoides secretam proteinas e
outras moléculas, denominadas efetores de parasitismo, que interagem diretamente
com as moléculas do hospedeiro. A atividade desses efetores, aliada a acgéo
mecanica do estilete, melhoram o seu potencial de coloniza¢do, sobrevivéncia e
reproducdo no tecido radicular da planta através de modificacdes na estrutura e
funcdo da célula do hospedeiro (HOGENHOUT et al., 2009), ou mesmo interferindo
na regulacédo da resposta de defesa da planta (FERNANDES, 2011; GHEYSEN e
MITCHUM, 2011).

A maioria desses efetores € produzida nas glandulas esofagicas
(subversal e dorsal) dos nematoides, sendo posteriormente liberadas no citoplasma
da célula vegetal por meio do estilete, um 6rgéo retratil em forma de lan¢a oca, que
compde a boca do parasita (DAVIS et al., 2008).
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Esforcos tém sido feitos por diversos grupos de pesquisa para
elucidar a interacdo planta-nematoide, através da identificacdo desses efetores
(GAO et al., 2001; GAO et al., 2002; GAO et al., 2004; FRAGOSO et al., 2007). Isso
vem sendo realizado por meio de diferentes estratégias envolvendo técnicas
moleculares, tais como cDNA-AFLP, microarranjo, hibridizacdo in situ, preparacao
de bibliotecas de cDNA a partir de células da glandula esofagica, alem de estudos
de protebmica do secretoma de glandulas esofagicas (BELLAFIORE et al., 2008).

Adicionalmente, a identificacdo de proteinas secretadas foi facilitada
pelo fato de que, em eucariotos, parte dessas proteinas sdo exportadas pela via
secretoria geral, com capacidade de reconhecer sequencias curtas de aminoacidos,
localizadas na regido N-terminal, comumente chamadas de peptideos sinais,
facilitando o desenvolvimento de estratégias de predicdo (TORTO et al., 2003). Isso
se deve ao fato de que, atualmente, a predicdo de genes candidatos é realizada por
ferramentas de bioinformatica, utilizando algoritmos especificos (JONES e
FOSU-NYARKO, 2014), capazes de identificar esses peptideos sinais com alto grau
de precisdo (EMANUELSSON et al., 2007).

Sendo assim, sequéncias que contenham peptideo sinal sdo de
grande interesse (JONES e FOSU-NYARKO, 2014). Entretanto, nem todas as
proteinas efetoras apresentam peptideo sinal, pois sdo secretadas por rotas
alternativas de secrecao (FERNANDES, 2011), sendo necesséaria a adocdo de
outros critérios para a predicao génica. Ainda, a busca por sequéncias similares a
efetores identificados em outros nematoides é relevante (JONES e FOSU-NYARKO,
2014).

A primeira proteina efetora descrita em fitonematoides foi uma
celulase (B-1,4-endoglucanase), sintetizada nas glandulas subventrais dos
nematoides de cisto Globodera rostochiensis e H. glycines. (SMANT et al., 1998;
YAN et al., 1998). Mais tarde, esta enzima também foi observada no secretoma de
M. incognita (ROSSO et al., 1999), Globodera tabacum (GOELLNER et al., 2000) e
Pratylenchus penetrans (UEHARA, KUSHIDA e MOMOTA, 2001). Essa proteina é
expressa durante a penetracdo e migracdo desses nematoides no tecido radicular
(ROSSO et al., 1999; GOELLNER, WANG e DAVIS, 2001), apresentando um
importante papel no estabelecimento do parasitismo desses nematoides. Outras
proteinas com atividade hidrolitica, para a digestao dos polimeros da parede celular

do tecido vegetal, com funcdo associada a penetracdo e migracdo nas raizes
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também foram descritas, tais como endoglucanases, xilanases (ROSSO et al., 1999;
GAO et al., 2002), pectato liases e poligalacturonases (POPEIJUS et al., 2000;
DOYLE e LAMBERT, 2002).

Gal e colaboradores (2006) caracterizaram uma expansina
secretada por M. javanica. Estas atuam rompendo as pontes de hidrogénio entre
polimeros de celulose e hemicelulose da parece celular vegetal (MCQUEEN-
MASON e COSGROVE, 1995), tornando-a mais frouxa e facilitando assim a
formacéo de células gigantes (COSGROVE, 1999). O silenciamento dessa proteina
em plantas de tomate, as tornaram menos suscetiveis a infec¢cdo ao nematoide.

Também em M. javanica, Doyle e Lambert (2003) observaram que a
superexpressao de uma corismato mutase do parasita em raizes de soja, resultou na
reducdo das radicolas laterais, em consequéncia da reducdo da biossintese de
acido indol-acético (AlA). Além delas, diversas proteases sdo secretadas (SOUZA
JUNIOR, 2012), com funcbes atribuidas no mecanismo de parasitismo, como a
evasao do sistema imune, invasao de tecidos, bem como a degradacéo de proteinas
do hospedeiro (COOMBS e MOTTRAM, 1997).

Em nematoides migradores, Vieira e colaboradores (VIEIRA et al.,
2015), em busca por proteinas efetoras no transcriptoma de Pratylenchus
penetrans, identificaram peptidases fortemente representadas, reforcando a ideia de
gue essas proteinas atuam na digestdo dos polimeros da parede celular do tecido
vegetal.

Jones e Fosu-Nyarko(2014), identificaram a presenca de ubiquitinas
no transcriptoma de Pratylenchus thornei, Pratylenchus coffeae e Pratylenchus zeae,
gue atuam provavelmente explorando o sistema de ubiquitinacdo do hospedeiro,
influenciando no destino de suas proteinas, possivelmente promovendo e/ou
regulando sua degradacéo.

Jaubert e colaboradores(2004) identificaram no secretoma de M.
incognita, a presenca de proteinas da familia 14-3-3, preditas por mediar interagdes
entre proteinas, sugerindo que atuem como efetores no parasitismo desse
nematoide. Ainda, Klink e colaboradores (2009) sugerem que uma 14-3-3
identificada no secretoma de H. glycines tenha um papel fundamental na invasao do
tecido radicular, o que reforca a hipétese de que proteinas dessa familia atuem

como efetores do parasitismo de fitonematoides.
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2.3.1 Familia 14-3-3

Essas proteinas constituem uma familia de proteinas regulatorias,
altamente conservadas em organismos eucariotos, sendo que até o momento, ndo
foram descritas em procariotos (FU, SUBRAMANIAN e MASTERS, 2000). Séo
importantes para a manutencdo de processos celulares e bioquimicos através da
interacdo com proteinas-alvo fosforiladas (MUSLIN et al., 1996; DE BOER, VAN
KLEEFF e GAO, 2013).

As 14-3-3s foram identificadas inicialmente em proteinas do cérebro
de mamiferos, relacionadas a sintese de neurotransmissores, e recebem essa
denominacédo com base no fracionamento em cromatografia DEAE-celulose e perfil
eletroforético em gel de poliacrilamida (MOORE, 1967). Mondmeros dessas
proteinas apresentam ponto isoelétrico de proximo de 5, e peso molecular de
aproximadamente 30kDa, entretanto, em sua conformacédo nativa, formam dimeros,
podendo ser homo ou heterodimeros (JONES, LEY e AITKEN, 1995).

As proteinas dessa familia apresentam-se em isdémeros, variando
em quantidade de acordo com o organismo. Em mamiferos, por exemplo, sdo 7
isoformas, enquanto que em Saccharomyces cerevisiae apenas duas (CHEVALIER,
MORRIS e WALKER, 2009). Em Arabidopsis thaliana, foram identificados 15 genes
preditos, sendo que 13 tiveram sua expressdo confirmada (ROSENQUIST et al.,
2001).

Proteinas 14-3-3s tém sido associadas a diversos processos
bioldgicos essenciais a plantas, animais e leveduras (JAUBERT et al., 2004), onde
multiplas funcBes sado atribuidas a elas (OTTMANN, 2013). Podem atuar como
adaptadores, mediando a interacdo entre duas proteinas (JAUBERT et al., 2004,
DAVIS, HUSSEY e BAUM, 2009). Isso ¢ justificado pelo fato de que cada mondémero
da estrutura das 14-3-3s pode interagir com um sitio protéico diferente. Dessa
maneira, cada dimero pode interagir com dois sitios da mesma proteina, ou de
proteinas diferentes (XIAO et al., 1995; SMITH, DAUT e SCHWAPPACH, 2011). Isso
permite que as 14-3-3s estabelecam o contato entre duas proteinas, promovendo
alteracbes na atividade protéica através de mudancas conformacionais, de
localizac&o subcelular ou encobrindo um sitio especifico (XIAO et al., 1995; OBSIL e
OBSILOVA, 2011; SMITH, DAUT e SCHWAPPACH, 2011).

Jaubert e colaboradores (2004), sugerem que as 14-3-3s também
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podem atuar como chaperonas, assumindo conformacdo das proteinas-alvo ou
mesmo prevenindo a protedlise. Sehnke, Delille e Ferl (2002) sugerem o
envolvimento das 14-3-3s na regulacdo de fosfatases e proteinas quinases,
envolvidas na transducdo de sinal. Elas podem também ter envolvimento na
regulacdo do ciclo celular (MITCHUM et al.,, 2007), transcricdo, metabolismo
primario, resposta de defesa (SILES-LUCAS et al., 2003; BERG e TAYLOR, 2008) e
distribuicdo intracelular de proteinas (JONES, GHEYSEN e FENOLL, 2011).

No nematoide modelo Caenorhabditis elegans, Araiz, Chateau e
Galas (2008) observaram a interacdo entre proteinas 14-3-3s e proteinas que
regulam o tempo de vida desse nematoide. Essa interacdo promove a ligacao entre
duas vias de sinalizacdo que controlam a longevidade e restricdo caldrica desse
parasita, insulin/IGF-1.

Em fitonematoides, Jaubert e colaboradores (2004) identificaram em
secrecbes do estilede de juvenis (J2) de M. incognita, duas isoformas de proteinas
14-3-3 (14-3-3a e 14-3-3b). Foi observado que a isoforma 14-3-3b teve sua
expressdo identificada na glandula esofagica do patégeno, por método de
hibridizacéo in situ, um importante indicativo de que essa proteina é secretada. Em
nematoides de cisto, Klink e colaboradores (2009) sugerem que uma 14-3-3 atue
como efetora do parasitismo de H. glycines, envolvida na invasao do tecido radicular
e inducdo e manutencao do sitio de alimentacao.

Fosu-Nyarko e colaboradores (2016) em trabalho recente,
identificaram no transcriptoma de P. zeae, uma sequéncia correspondente a uma 14-
3-3, homdloga a obtida por Jaubert e colaboradores (2004).

Apesar dos diversos estudos envolvendo essa familia em diferentes
organismos, 0s poucos dados a cerca do papel dessas proteinas na interagdo

planta-nematoide torna dificil a definicdo de sua funcao.

2.4 RNA INTERFERENTE COMO FERRAMENTA PARA VALIDACAO FUNCIONAL DE GENES

A tecnologia de RNA interferente (RNAIi) explora o0 mecanismo
celular de silenciamento génico pos transcricional, processo que ocorre naturalmente
tanto em plantas quanto em outros organismos eucariéticos (LOURENCO, 2014). O
silenciamento de genes a nivel poés-transcricional pode ocorrer tanto pela

degradacédo do mRNA ou pelo bloqueio de sua traducdo (OBBARD et al., 2009),
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reduzindo ou anulando a atividade de genes de forma especifica. Esse fendmeno foi
descrito pela primeira vez em plantas (petunias) no inicio da década de 1990, onde,
na tentativa de intensificar a cor purpura dessas flores, foram desenvolvidas plantas
transgénicas superexpressando genes responsaveis pela producdo de pigmentos.
Ao invés de ocorrer uma maior pigmentacao, as flores se apresentaram brancas. Na
época, esse fenbmeno foi chamado de co-supressédo, pois tanto as cépias extras
guanto os genes endogenos foram silenciados (NAPOLI, LEMIEUX e JORGENSEN,
1990).

A primeira descrigdo de silenciamento génico mediado por RNAiI em
animais foi obtida em C. elegans, um nematoide de vida livre e organismo modelo
(FIRE et al.,, 1998). Nesse estudo, concluiu-se que os efeitos dos RNAi nos
nematoides puderam ser observados em células distantes e também em seus
descendentes, indicando a presenca de um mecanismo de transporte nas células.
Os autores entdo concluiram que o fendbmeno do RNAi em nematoides é induzido
por moléculas de RNA de dupla fita, e de forma sistémica e hereditaria
(LOURENCO, 2014). Esse processo recebeu o nome de silenciamento génico pos-
transcricional, ou PTGS (JORGENSEN et al., 1996).

Acreditava-se inicialmente, que o mecanismo de RNAI era utilizado
apenas como uma forma de defesa contra infec¢des por virus ou contra os efeitos
da movimentacdo de transposons. Atualmente, sabe-se que esse mecanismo
participa de forma integral na regulacdo da expressdo génica desses organismos
(LILLEY et al., 2007).

A via de RNAi em nematoides apresenta inicialmente um
processamento comum gue se desdobra em quatro etapas funcionais (Figura 3)
(ROSSO, JONES e ABAD, 2009). Apos ser introduzido no organismo (pode ser
obtido a partir da transcricdo do DNA de dupla fita do organismo, ou ser exdégeno), o
RNAi €& reconhecido e clivado pelo complexo Dicer, produzindo pequenos
fragmentos de RNA, os chamados “small interfering RNAs (siRNAs)”, que interagem
com o complexo de silenciamento induzido por RNA (RISC). Em seguida, uma
helicase presente no complexo abre a dupla-fita dos siRNAs, de forma que a fita
antisenso do duplex guie o complexo at¢é o mMRNA alvo. Ao final, uma
endorribonuclease, também presente no complexo, cliva o mMRNA, degradando-o e,

por consequéncia, o silencia (MARTINEZ et al., 2002).
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Figura 3. Via de geracgdo de siRNAs e silenciamento génico em C. elegans.
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Fonte: Rosso, Jones e Abad(2009).

Uma caracteristica importante sobre o mecanismo de RNA

z

interferente € a sua eficiéncia, visto que pequenas quantidades de dsRNA sao
suficientes para induzir o silenciamento dos genes-alvo. Isso pode ser justificado
pelo fato de que em alguns organismos como plantas e C. elegans (BERNSTEIN,
DENLI e HANNON, 2001; DALMAY et al., 2001; SIJEN et al.,, 2001), ocorre um
processo de retroalimentacéo pela acdo de uma RNA-polimerase RNA-dependente
(RARP) que “recruta” as moléculas de siRNA geradas que, ap0s se ligarem ao
MRNA, as utiliza como iniciadores de polimerizacdo, gerando novas moléculas de
dsRNA especificas, que re-iniciam a geracdo de mais siRNAs, amplificando
exponencialmente o efeito de silenciamento génico (WATSON et al., 2015) (Figura

4),
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Figura 4. Amplificacdo do sinal de siRNA pela enzima RNA-polimerase RNA-
dependente (RdRP)
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Fonte: Watson e colaboradores (2015).

Fire e colaboradores (1998), em estudo com o nematoide modelo C.
elegans, evidenciaram também que essa ferramenta pode ser utilizada in vitro sob
diferentes formas: pela ingestédo de bactérias expressando um RNAi complementar a
um gene presente em seu organismo; pela microinjecdo de RNAI diretamente no
corpo do nematoide; ou pela ingestdo do RNAI pelo método de “soaking”. No caso
dos fitonematoides, a administracdo por microinjecdo é dificultada pelas dimensdes
dos fitonematoides (ROSSO, JONES e ABAD, 2009). Além disso, a ingestdo de
substancias sem o contato com qualquer tecido radicular € improvavel, visto que
esses nematoides nédo se alimentam até que ocorra a penetracao no tecido radicular
(ATKINSON, URWIN e MCPHERSON, 2003).

De forma geral, estudos in vitro de gendmica funcional em
fitonematoides sdo conduzidas pela metodologia de Soaking, que consiste na

incubacdo dos nematoides em solucédo contendo RNA dupla fita (double strand RNA
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- dsRNA) correspondente ao gene que se deseja silenciar. Para que os nematoides
se alimentem da solucdo de soaking, € necesséaria a utilizacdo de substancias
estimulantes neuroativas. Essa metodologia foi descrita inicialmente por Tabara,
Grishok e Mello (1998) utilizando o nematoide modelo C. elegans.

A primeira demonstracdo da aplicacdo dessa técnica em
fitonematoides foi no nematoide de cisto H. glycines. A ingestdo de dsRNA
correspondente a uma sequéncia homologa da proteina lectina tipo C resultou em
uma reducdo de 41% no numero nematoides estabelecidos em plantas de soja
(URWIN, LILLEY e ATKINSON, 2002).

Huang e colaboradores (2006) observaram uma reducao entre 74 e
81% no numero de nematoides estabelecidos em Arabidopsis ap6s o silenciamento
do gene 16D10, que codifica a sintese de um peptideo secretado em M. incognita.

Além dos trabalhos ja citados, varios autores obtiveram importantes
resultados atraves do silenciamento de genes-alvo via soaking, tais como uma dual
oxidase em M. incognita (BAKHETIA et al., 2005); B-1,4-endoglucanase em
Globodera rostochiensis (CHEN et al., 2005) e M. incognita (BAKHETIA, URWIN e
ATKINSON, 2007), aminopeptidase em H. glycines (LILLEY et al., 2005), heat shock
protein 70 em Bursaphelenchus xylophilus (PARK et al.,, 2008), entre outras
(Tabelal).

No caso especifico dos nematoides causadores de lesdes
radiculares, Tan, Jones e Fosu-Nyarko (2013), em ensaios de silenciamento de
sequencias homologas a C. elegans correspondentes a genes essenciais para a
contracdo muscular e locomocgédo (pat-10 e unc-87) em Pratylenchus thornei,
observaram reducgéo na sua reproducao em cilindros de cenoura entre 77 (pat-10) e
81% (unc-87). Em Pratylenchus coffeae, o silenciamento dos mesmos genes
resultou em significativa reducdo da motilidade, onde, apenas 6 e 7% dos
nematoides tratados com dsRNA de pat-10 e unc-87, respectivamente, mantiveram
a capacidade migratoria apés 12 horas (JOSEPH, GHEYSEN e SUBRAMANIAM,
2012).



Tabela 1. Relacdo de genes de fitonematoides efetivamente silenciados por RNA..
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Gene silenciado Nematoide Método de Fenotipo Referéncias
administracéo
C-typelectin H. glycines Soaking 141% no numero de nematoides estabelecidos (URWIN, LILLEY e ATKINSON, 2002)
Cysteine proteinase H. glycines Soaking 140% no numero de nematoides estabelecidos (URWIN, LILLEY e ATKINSON, 2002)
Dual oxidase M. incognita Soaking 1>70% no nimero de nematoides (BAKHETIA et al., 2005)
estabelecidos; |fecundidade
B-1,4-endoglucanase pharyngea G. rostochiensis Soaking 150% no nimero de nematoides estabelecidos (CHEN et al., 2005)
Secretedamphidprotein G. rostochiensis Soaking | da capacidade de invasao do tecido radicular (CHEN et al., 2005)
Chitinsynthase M. artiellia Soaking Atraso na ecloséo de ovos (FANELLI et al., 2005)
Aminopeptidase H. glycines Soaking 161% no numero de fémeas férteis (LILLEY et al., 2005)
Secretedpeptide M. incognita Soaking 174%-81% no nimero de nematoides estabelecidos (HUANG et al., 2006)
Ribosomalprotein H. glycines Soaking |viabilidade dos J2 (ALKHAROUF, KLINK e MATTHEWS,
2007)
B-1,4-endoglucanase H. glycines Soaking | no nimero de nematoides estabelecidos (BAKHETIA, URWIN e ATKINSON, 2007)
Secretedpeptide SYV46 H. glycines Soaking | no nimero de nematoides estabelecidos (BAKHETIA, URWIN e ATKINSON, 2007)
Glutathione-S transferase M. incognita Soaking 152%—71% da fecundidade (DUBREUIL et al., 2007)
FMRFamide-likepeptides G. pallida Soaking Inibicdo de motilidade (KIMBER et al., 2007)
Cysteine proteinase M. incognita Soaking 160% no numero de nematoides estabelecidos (SHINGLES et al., 2007)
Heat shock protein 70, B. xylophilus Soaking | da viabilidade de J2-J3 sob elevada temperatura (PARK et al., 2008)
cytochrome C
Myosin heavy chain, tropomyosin B. xylophilus Soaking | da viabilidade de J2-J3 sob elevada (PARK et al., 2008)
temperatura;motilidade anormal
Esophagealglandsecretedprotein M. incégnita Soaking Supressao do desenvolvimento do ciclo de vida; (SA, 2011)
lgalhas, massa de ovos e ovos por grama de raiz
Troponin C, Protein of P. coffeae Soaking Reducdo significativa da capacidade migratéria (JOSEPH, GHEYSEN e SUBRAMANIAM,
maintenance of structure of 2012)
myofilaments in body wall muscle
cells
Troponin C, Protein of P. thornei Soaking Reducéao de 77-81% da reprodugdo em cilindros de (TAN, JONES e FOSU-NYARKO, 2013)
maintenance of structure of P. zeae cenoura

myofilaments in body wall muscle
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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
In planta
In planta
In planta
In planta
In planta
In planta

In planta

In planta

|fecundidade

1>90% no nimero de nematoides estabelecidos

1>90% no nimero de nematoides estabelecidos

163%—-90% do numero de galhas; | de tamanho das

galhas

1>68% no ndmero de ovos

187% nos cistos das fémeas

181% nos cistos das fémeas

188% nos cistos das fémeas

193% nos cistos das fémeas

123%—64% no desenvolvimento de fémeas
112%—47% no desenvolvimento de fémeas
1>50%no desenvolvimento de fémeas
142% no desenvolvimento de fémeas
181% no nimero de ovos

179% no namero de ovos

195% no nimero de ovos

192% formagcéo de galhas

194,7% formacéo de galhas

|fecundidade; |taxa de ecloséo de J2
150-80% fecundidade

| 79% nematoides por planta

165% ovos por g de raiz

130% ovos por g de raiz
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(FENG et al., 2015)

(YADAV, VELUTHAMBI e SUBRAMANIAM,
2006)

(YADAV, VELUTHAMBI e SUBRAMANIAM,
2006)

(HUANG et al., 2006)

(STEEVES et al., 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., 2010)

(LI etal., 2010)

(LI et al., 2010)
(IBRAHIM et al., 2011)
(IBRAHIM et al., 2011)
(SOUZA JUNIOR, 2012)
(PAPOLU et al., 2013)
(WALAWAGE et al., 2013)
(LOURENCO, 2014)

(LOURENCO, 2014)
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Uma estratégia alternativa ao soaking para estudo de genes via
silenciamento que vem sendo empregada com sucesso é a producao de dsRNA in
planta, onde a planta é geneticamente modificada para expressar dsRNAs através
de um vetor binario contendo o fragmento génico de interesse (LOURENCO, 2014).
Esses dsRNAs produzidos sdo entdo processados pela maquinaria de PTGS do
hospedeiro, gerando pequenos RNAs de interferencia (SIRNA), que sdo entédo
ingeridos pelo nematoide quando do momento da infeccéo.

O emprego dessa estratégia em fitonematoides foi relatada
inicialmente por Yadav, Veluthambi e Subramaniam (2006), que observaram
reducado superior a 90% no parasitismo de M. incognita em plantas de tabaco apés o
silenciamento de genes codificando a sintese de uma integrase e fator de splicing.

Huang e colaboradores (HUANG et al.,, 2006) observaram em
plantas de A. thaliana expressando um dsRNA complementar ao peptideo 16D10
secretado por M. incognita uma reducao entre 63-90% no numero de galhas, além
na diminuicdo da fecundidade desse nematoide.

Recentemente, Hunter e colaboradores (HUNTER et al., 2012)
propuseram a utilizacdo de uma metodologia que consiste na entrega de dsRNA in
planta sem que seja necessario qualquer evento de transformacdo genética da
planta. Ela se baseia na absor¢cdo do dsRNA via tecido radicular, tirando proveito de
gue em plantas, além de ocorrer a disseminacdo de dsRNA através dos tecidos, a
prépria maquinaria de silenciamento é capaz de amplificar o dsRNA através de uma
RNA-polimerase RNA dependente (RdRP). Ainda ndo estdo disponiveis relatos
acerca da aplicacdo da metodologia de entrega de dsRNA via radicular em estudos
envolvendo fitonematoides. Entretanto, resultados em trabalhos envolvendo insetos
deixa claro o potencial de aplicagdo em outros organismos, como os fitonematoides.

Hunter e colaboradores (2012) e Li e colaboradores (2015)
demonstraram que insetos que se alimentaram de plantas onde foi administrado
dsRNA via absorcéo radicular, foram capazes de ingerir o dsRNA translocado
através dos tecidos. Se trata, portanto, de uma técnica menos onerosa quando
comparada com a entrega via soaking e com a producdo de um organismo
geneticamente modificado. A metodologia vem sendo conhecida como Aplicacéo
Ectépica (AE) de dsRNA.

Nos ultimos anos, o silenciamento génico mediado pela tecnologia

de RNAI se tornou uma importante ferramenta biotecnoldgica, sendo empregada
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com sucesso para estudo de genes envolvidos no parasitismo de diversos
organismos, incluindo fitonematoides, possibilitando assim que alteracdes
fenotipicas causadas pelo silenciamento de genes candidatos, levem a uma
inferéncia a respeito de sua funcédo no estabelecimento do parasitismo (MARQUES,
2008).

O conhecimento da maquinaria necessaria ao silenciamento génico
mediado por RNAIi (FIRE et al., 1998; ELBASHIR et al., 2001; PADDISON et al.,
2002; PAUL et al., 2002), aliado a disponibilizacdo do genoma e transcriptoma
(DUTTA, BANAKAR e RAO, 2015) de diversas espécies, vem permitindo a utilizacdo
dessa ferramenta em estudos envolvendo gendmica funcional e manipulagédo da
expressao de genes alvo (LOURENCO, 2014), possibilitando o entendimento sobre

a funcéo de genes essenciais ao parasitismo de alguns nematoides.
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3 OBJETIVO GERAL

Padronizar um método para estudo funcional em P. brachyurus via
silenciamento génico pds transcricional (RNAI), seguida da caracterizacdo do
candidato a efetor de PB6584.1.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Padronizar metodologias in vitro (Soaking) e in vivo (Aplicacao
Ectopica de dsRNA) para o estudo funcional de genes em P. brachyurus;

Determinar a capacidade de ingestdo de moléculas de dsRNA em P.
brachyurus;

Determinar a estabilidade e translocacdo de moléculas de dsRNA
via AE em raizes de soja;

Caracterizar o perfil de expressao do candidato a efetor PB6584.1
de P. brachyurus durante a interagdo com a soja, bem como nas diferentes fases
infectivas e ndo infectivas do nematoide;

Avaliar o efeito do silenciamento do candidato a efetor PB6584.1 de
P. brachyurus, via Soaking, sobre a colonizagcdo dos nematoides em cilindros de
cenoura,

Avaliar o efeito do silenciamento do candidato a efetor de P.
brachyurus, via Soaking e AE de dsRNA, sobre a colonizacdo dos nematoides em

soja.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 SELECAO DO GENE CANDIDATO

Nos dultimos anos, o Laboratério de Biotecnologia Vegetal da
Embrapa Soja — Londrina, Parand vem realizando pesquisas buscando o
entendimento da interacdo planta-nematoide. Entre essas pesquisas, destaca-se a
caracterizacdo de proteinas do patégeno P. brachyurus, potencialmente envolvidas
no sucesso de seu parasitismo. A partir dos dados provenientes do transcriptoma de
raizes de soja das cultivares BRSGO Chapadbes (resistente) e TMG115RR
(suscetivel), infectadas por P. brachyurus, o grupo realizou a predicao in silico do
secretoma e de candidatos a genes efetores desse nematoide (dados nao
publicados). Apés a filtragem de reads de soja, Bradyrhizobium spp.e Escherichia
coli (visando eliminar possiveis contaminagfes), seguiu-se a montagem de contigs
de transcritos de P. brachyurus com o emprego do programa Trinity assembler
(GRABHERR et al., 2011). A predicao in silico do secretoma e genes efetores de P.
brachyurus passou pela andlise de presenca de peptideo sinal, auséncia de dominio
transmembrana, localizacdo subcelular, além da ferramenta Blast frente a diferentes
bancos de dados de proteinas secretadas ja descritas em outras espécies,
buscando a identificacéo de ortélogos em P. brachyurus.

Para este estudo, o candidato PB6584.1, com uma sequéncia
predita de 992pb, foi selecionado para as andlises de caracterizacdo funcional via
RNAI. Este gene, predito como candidato a efetor pelas analises in silico, teve sua
expressdo identificada na glandula esofagica do patégeno, por método de
hibridizacdo in situ (dados ndo publicados), um importante indicativo de seu
envolvimento no parasitismo. Além disso, as analises de homologia de sequéncia,
com outros efetores ja descritos, demostram sua alta similaridade com uma proteina
da familia 14-3-3, proteina descrita como efetor em espécies de nematoides, como
Meloidogyne sp., Heterodera sp. e Globodera sp. (JONES e FOSU-NYARKO, 2014).

4.2 PREPARO DO INOCULO

Para a obtencéo do inéculo utilizado nos experimentos, populacdes

de P. brachyurus foram multiplicadas em casa de vegetacdo do setor de
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Nematologia da Embrapa Soja, em plantas de amendoim, por 90 dias. As raizes das
plantas infectadas foram processadas de acordo com a técnica de Coolen e D’herde
(1972), lavadas, cortadas em pedacos e trituradas em liquidificador, para extracao
dos nematoides. Posteriormente, as amostras foram passadas em peneiras de 200 e
500 meshs e, ap0s enxague com agua corrente, o conteudo retido na peneira de
500 meshs foi recuperado em beckers. O material obtido foi quantificado em camara
de Peters, utilizando 1mL da suspensdo para a projecdo do numero total de

individuos.

4.3 PADRONIZACAO DE METODOLOGIAS PARA ESTUDO FUNCIONAL DE GENES DE P.

BRACHYURUS VIA PTGS

4.3.1 Obtencao do dsRNA

Neste estudo, foram utilizadas moléculas de dsRNA sintetizadas
pela empresa agroRNA (Seul, Coréia do Sul), com tamanho variando entre 156 e
502pb, conforme tabela 2. Além da sequéncia referente ao candidato a efetor,
também foi sintetizado um dsRNA correspondente a uma regido do gene GFP
(green fluorescente protein — dsRNA-GFP), utilizado tanto como controle negativo
nos ensaios, como na validacdo das metodologias, pois se trata de uma sequéncia

sem complementaridade tanto com os transcritos da soja como do patégeno.

Tabela 2.Sequéncias das moléculas de dsRNA utilizadas.

Identificacdo | Sequéncia Tamanho (pb)

PB6584.1 GACTGAGGGATCCGAAAAGAAGCAACAAATG | 156pb
GCGAAGGAATACCGCGAGAAGGTCGAGCGC
GAATTGCGCGACATTTGCCACGACGTTCTGG
ACTTGCTTGACAAATACTTGATCCCGAAGGCC
GGTAACCCCGAGTCCAAGGTGTTCTACTTGA
A

GFP TCAGTGGAGAGGGTGAAGGTGATGCAACATA | 502pb
CGGAAAACTTACCCTTAAATTTATTTGCACTAC
TGGAAAACTACCTGTTCCATGGCCAACACTTG
TCACTACTTTCTCTTATGGTGTTCAATGCTTTT
CAAGATACCCAGATCATATGAAGCGGCACGA
CTTCTTCAAGAGCGCCATGCCTGAGGGATAC
GTGCAGGAGAGGACCATCTTCTTCAAGGACG
ACGGGAACTACAAGACACGTGCTGAAGTCAA
GTTTGAGGGAGACACCCTCGTCAACAGGATC
GAGCTTAAGGGAATCGATTTCAAGGAGGACG
GAAACATCCTCGGCCACAAGTTGGAATACAA
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CTACAACTCCCACAACGTATACATCATGGCAG
ACAAACAAAAGAATGGAATCAAAGTTAACTTC
AAAATTAGACACAACATTGAAGATGGAAGCGT
TCAACTAGCAGACCATTATCAACAAAATACTC
CAATTGGCGATGGCCCTGTCCTTTTACC

4.3.2 Ensaio de Fornecimento de dsRNA via “Soaking”

Para o estabelecimento de um método para fornecimento de dsRNA
a P. brachyurus via soaking, foi utilizada a metodologia descrita por Tabara, Grishok
e Mello (1998) e adaptada por Tan, Jones e Fosu-Nyarko (2013) para este género
de fitonematoides, sendo utilizado a molecula de dsRNA-GFP para os testes.

Para isso, 2000 individuos foram submersos em tampéao M9 (43 mM
Na;HPO,4, 22 mM KH,PO,4, 2 mM NaCl, 4,6 mM NH4CI) acrescido de dsRNA (2
mg/mL) e octopamina (50 mM) (para estimular a ingestdo do dsRNA do meio pelo
nematoide). Os juvenis foram incubados por 16 horas a 22°C sob o abrigo da luz.

Para a confirmacdo da absorcdo da solucdo contendo dsRNA pelo
nematoide, foram incluidos dois tratamento sob as mesmas condi¢des ja citadas
com dsRNA-GFP. O primeiro acrescido do marcador fluorescente reporter da
ingestdo FITC — (Fluorescein isothiocyanate Isomer 1) (1 mg/mL), e o segundo
utilizando moléculas de dsRNA-GFP marcadas covalentemente com o fluorocromo
Cy3 (0,1 mg/mL).

Apés a incubacdo, cada amostra contendo o0s juvenis foi
centrifugada a 2000g por 2 minutos a temperatura ambiente. O sobrenadante foi
retirado com auxilio de micropipeta e adicionou-se 1mL de agua ultrapura para a
retirada do excesso da solucdo de incubacdo. O processo foi repetido por 5 vezes.
Em seguida, foi realizada a confirmacao da ingestdo da solucdo marcada com FITC
e Cy3 em microscopio otico de fluorescéncia sob filtro especifico. De forma
complementar, foi realizada a confirmagao da absor¢cdo da solugdo por reagao de
PCR utilizando primers especificos para uma regido de 206 pb do gene GFP. Para
isso, foram coletadas trés aliguotas de aproximadamente 100 individuos de P.
brachyurus cada e foi realizada a extracdo do RNA. A reacdo de PCR para a
deteccdo do dsRNA-GFP nos nematoides, consistiu em misturas contendo 18,3puL
de agua Milli-Q,2,5uL de tampéao de PCR [10x], 1uL de MgCl;[50mM], 1uL de dNTPs
Mix [2,5mM], 0,5uL de cada iniciador [10uM] F2 (5-TCAGTGGAGAGGGTGAAGGT-
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3) e R2 (5- GGTCCTCTCCTGCACGTATC-3’), 0,2uL de Taqg DNA Polimerase
[5U/pL] (Invitrogen) e 1pL de cada amostra de RNA [300ng], com volume final de 25
puL. Como controle, foram utilizados como molde 50ng do dsRNA de GFP, além do
branco (contendo todos os reagentes exceto cDNA/ RNA molde). A reacédo foi
incubada em termociclador para a amplificagcdo dos fragmentos, utilizando-se o
programa: 95°C por 5 minutos, seguido de 35 ciclos de 95°C por 30 segundos, 60°C
por 30 segundos, 72° por 30 segundos e uma etapa de 72° por 7 minutos. Em
seguida as amostras foram aplicadas em gel de agarose a 1% contendo tampéao SB
1x, pH 8,5, corado com brometo de etidio (10mg/mL). Para a aquisicdo e
armazenamento das imagens, foi utilizado o transluminador e fotodocumentador

Loccus.

4.3.3 Ensaio de fornecimento de dsRNA via Aplicagdo Ectopica na Raiz

A aplicagdo ectopica de dsRNA foi descrita inicialmente por Hunter e
colaboradores (2012), e consiste na aplicacdo de dsRNA in planta, sem a realizacéo
de qualguer evento de transformacdo. A fim de se validar a viabilidade dessa
metodologia em plantas de soja, foi instalado um experimento com delineamento
inteiramente casualizado, onde sementes da cultivar suscetivel a infeccéo
TMG115RR foram irrigadas por trés dias em vaso contendo areia autoclavada e,
cinco dias apds emergirem, foram transferidas para tubetes contendo areia (1 planta
por tubete). ApGs as plantas atingirem o estadio de desenvolvimento V1 (formacao
do primeiro trifélio), o fornecimento de agua foi suspenso por dois dias. Em seguida,
10ug de dsRNA-GFP (volume final de 2 mL) foram aplicados diretamente na raiz
com auxilio de micropipeta. Apdés 12 horas, cada planta foi inoculada com 1000
individuos em volume final de 4 mL (250 individuos/mL). O experimento foi
conduzido em casa de vegetacao do setor de nematologia da Embrapa Soja. Como
controle, foram utilizadas plantulas sem a aplicacédo de dsRNA-GFP.

Para se avaliar a translocagdo, permanéncia e estabilidade do
dsRNA-GFP nas plantas de soja, foram realizadas coletas das folhas do primeiro
trifélio e raiz de trés réplicas de cada repeticdo nos tempos de 12, 24, 48, 96hai
(horas apods a inoculacéo) e 60 dai (dias apos a inoculagdo). O material coletado foi

imediatamente congelado em nitrogénio liquido, macerado e armazenado em
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ultrafreezer a -80°C.

O RNA total de cada amostra foi extraido utilizando o reagente
TRIZOL™ (Invitrogen, Carlsbed, CA, EUA). Em microtubos de 1,5mL, 100mg do
tecido macerado foi acrescido de 1mL de Trizol, agitado em vortex e incubado por 1
minuto a temperatura ambiente. A amostra foi centrifugada a 12.000g por 10 minutos
a 4°C e o sobrenadante foi transferido para novo tubo e adicionou-se 200uL de
cloroférmio. A amostra foi incubada por 5 minutos a temperatura ambiente, seguida
de vigorosa agitacdo por 15 segundos, incubacdo a temperatura ambiente por 3
minutos e centrifugacdo a 12.000g por 15 minutos a 25°C. A fase aquosa foi
transferida para novo tubo e adicionou-se 0,5mL de isopropanol, seguida de suaves
inversdes (20x), iniciando a formacado do pellet de precipitacdo do RNA. A amostra
foi incubada por 15 minutos a temperatura ambiente e centrifugada a 12.000g por 15
minutos a 4°C. O isopropanol foi descartado por inversao e adicionou-se 1mL de
etanol 75%, seguido de centrifugacdo a 7.500g por 5 minutos a 4°C. O etanol foi
removido e o tubo foi invertido sobre papel absorvente por 5 minutos a temperatura
ambiente para secagem do precipitado. Por fim, o precipitado foi solubilizado em
30uL de agua destilada ultrapura livre de ribonucleases (Invitrogen).

Todos os utensilios utilizados foram tratados com RNase AWAY™
(Life Technologies, Carlsbed, CA, EUA), para a remocdo de ribonucleases. A
concentracdo do RNA total das amostras foi determinada em espectrofotdmetro
(nanodrop) a 230nm e a integridade foi confirmada em gel de agarose a 1% (p/v)
corado com solucéo de brometo de etidio em tampao SB 1x(NaOH 10mM), pH 8,5.
As amostras foram mantidas em ultrafreezer a -80°C.

A avaliacdo da mobilidade, permanéncia e estabilidade do dsRNA-
GFP no tecido vegetal foi realizada por PCR, conforme item 4.3.2. Além das reacdes
com as amostras do experimento, foram incluidas como controle, amostras de cDNA
de soja e P. brachyurus, dsRNA-GFP e branco (contendo todos os reagentes exceto
cDNA/ RNA molde).

4.4 CARACTERIZACAO FUNCIONAL DE CANDIDATO A EFETOR DE P. BRACHYURUS

4.4.1 Perfil de Expressao ao Longo do Ciclo Infeccioso
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4.4.1.1 Delineamento Experimental

A fim de analisar o perfil de expressdo do candidato a efetor
PB6584.1 de P. brachyurus durante o curso da infeccdo, foi instalado um
experimento em delineamento inteiramente casualizado, composto por 3 repeticdes
biolégicas e utilizando a cultivar sucetivel a infeccdo TMG115RR. Os niveis de
expressao foram avaliados nos tempos de 12hai, 1, 2, 4, 8, 17 e 35dai. Para a
instalacdo do experimento, as sementes foram germinadas em areia autoclavada, e
cinco dias ap6s emergirem, foram transferidas para tubetes contendo areia (1 planta
por tubete) e cada planta foi inoculada com 500 individuos em volume final de 4 mL
(125 individuos/mL). O experimento foi conduzido em casa de vegetacao do setor de
nematologia da Embrapa Soja. O experimento também continha plantas nao
inoculadas, como controle negativo. O material coletado foi imediatamente

congelado em nitrogénio liquido, macerado e armazenado em ultrafreezer a -80°C.

4.4.1.2 Extracao de RNA e Sintese de cDNA

A extracdo do RNA total de cada amostra (tecido radicular infectado)
foi realizada conforme descrito no item 4.3.3.

ApoOs a extracdo, as amostras de RNA foram tratadas com a enzima
Desoxirribonuclease | (Invitrogen - DNAse 1), com o objetivo de eliminar qualquer
molécula de DNA presente. Para isso, 1ug de RNA total de cada amostra foi tratado
com 1uL de enzima DNAse | [1U/uL], 1uL de tampédo de reacdo (10X DNase |
Reaction Buffer) e agua DEPC (gsp. 10uL). As amostras foram incubadas em
temperatura ambiente por 15 minutos. Apds esse periodo, foi adicionado 1uL de
EDTA [25mM] seguido de aguecimento a 65°C por 10 minutos, para a inativagdo da
enzima.

As amostras tratadas foram submetidas a reacao de PCR utilizando
oligonucleotideos iniciadores para um fragmento do gene B-actina, com o objetivo de
verificar contaminacdes das amostras com DNA gendmico de soja. Esse par de
primers é complementar a dois exons diferentes, sendo que, na presenca de DNA, o
produto de amplificacdo obtido apresenta tamanho de 520pb, enquanto que na
presenca de apenas cDNA, esse fragmento apresenta tamanho igual a 440pb, visto

que um intron de 80pb é retirado apds o processamento do RNA mensageiro.
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O RNA tratado seguiu para a etapa de sintese de cDNA, utilizando o
Kit SuperScript Il (Invitrogen). Em microtubos de 0,2mL, foram adicionados 500ng
do RNA tratado, 1uL de 50 uM oligo(dT)zo, 1uL de 10 mM dNTP mix e agua DEPC
gsp. 10uL. A reacao foi incubada em termociclador a 65°C por 10 minutos seguido
de 1 minuto no gelo. Em seguida, foram adicionados 2uL de 10X RT buffer, 4uL de
MgCl;[25 mM], 2uL de DTT [0.1 M], 1pL de inibidor de RNase (RNaseOUT™ [40
U/uL]) e 1luLde enzima transcriptase reversa (SuperScript® Il RT [200 U/uL]). Em
termociclador (VERITI®96, Applied-Biosystems), a reacao foi incubada a 50°C por 50
minutos e 85°C por 5 minutos para a interrup¢cdo da sintese. Por fim, as amostras
foram mantidas em gelo para a adicdo de 1uL de RNase H e incubadas a 37°C por
20 minutos, para a degradacdo do RNAm utilizado de molde.

As amostras de cDNA foram novamente submetidas a PCR com os

primers de B-actina, para verificar possiveis contaminacdes por DNA.

4.4.1.3 Quantificacdo da Expressao Génica por RT-gPCR

As analises do perfil de expressdo do gene candidato, ao longo do
ciclo infeccioso, foi realizada por RT-gPCR em termociclador 7900 Real Time
System (Applied Biosystem), utilizando o kit SYBR® Green PCR Master Mix
(Invitrogen), um fluoréforo intercalante de bases de DNA, onde a intensidade da
fluorescéncia emitida é diretamente proporcional a quantidade de DNA amplificado.
Como referéncia endégena (normalizador), foi utilizado o gene 18S especifico para
esse nematoide, a fim de se padronizar as quantidades iniciais de cDNA.

Para minimizar erros experimentais, a quantificacdo relativa para
cada gene foi realizada utilizando triplicatas técnicas para cada repeti¢cdo bioldgica,
em volume final de 12,5uL, sendo 6,25uL de SYBR Green PCR Master Mix 2x
contendo Rox, 0,5uL de cada iniciador [10uM] (F e R) (Tabela 3), 4,25 de agua
ultrapura autoclavada e 1pL de cDNA na diluicdo 1:10. Os parametros de ciclagem
para as reagfes de amplificacdo foram: 95°C por 10 minutos, seguido de 40 ciclos
de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto. Ao final, foi realizada uma curva de
desnaturacdo, que consiste na elevacdo da temperatura em 1°C/minuto, com o
objetivo de verificar se, ao longo da reacdo, ndo houve amplificacdo de produtos
inespecificos, contaminagcdes e formacdo de dimeros. Isso se justifica pelo fato de
gue cada molécula de DNA de dupla fita apresenta uma temperatura de
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desnaturacdo especifica, sendo possivel identificar a amplificacdo de produtos

inespecificos gerados em uma mesma reacao.

Tabela 3. Iniciadores utilizados para analises por RT-gPCR.

Id Forward Reverse

18S CTGTCCGATGCTGCGAGTTT | ACACGACAATACGAGAATGCCC

PB6584.1 | GGCTCAATCCATGAAGAAGG | TGCTCGATGCTTGAGATGAC

A eficiéncia de amplificagdo de cada par de primers foi estimada
utilizando diluicdes seriadas do cDNA (bulk) (1, 1:5, 1:25, 1:125 e 1:625). Os valores
de Ct obtidos foram plotados em funcéo do logaritmo de cada diluicdo e o indice de
inclinacdo da reta foi utilizado para calcular a eficiéncia de amplificacdo dos primers,
a partir da férmula E=[10™/1°P¢]-1,

Os dados obtidos foram exportados para o programa Microsoft
Excel, e utilizados para a quantificacdo relativa utilizando o método 22 (valores de
Ct do candidato normalizado) e posterior construcdo dos graficos no software
SigmaPlot 13.

4.4.2 Silenciamento génico do candidato a efetor via Soaking

Apbs confirmada a capacidade de ingestdo da solucdo contendo
dsRNA por P. brachyurus via soaking, 0 mesmo procedimento descrito no intem
4.3.2 foi realizado onde, apés o soaking, os individuos foram utilizados para anélises
in planta, a fim de se avaliar o efeito do silenciamento do gene candidato a efetor
sobre o potencial de colonizacdo dos nematoides em cilindros de cenoura e em

plantas de soja.
4.4.2.1 Bioensaio em cilindros de cenoura

Os cilindros de cenoura foram preparados de acordo com a
metodologia descrita por Moody, Lownsbery e Ahmed (1973) e adaptado por
Gonzaga e Santos (2010), onde, as cenouras foram lavadas com esponja e sabao e
imersas em hipoclorito de sédio a 0,05% por 30 minutos. Em fluxo laminar, com o
auxilio de bisturi flambado, as cenouras foram cortadas em pedacos de 3cm de

comprimento, mergulhadas em etanol absoluto (92,8°) e em seguida flambadas.
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Com o auxilio de perfurador estéril, os cilindros centrais foram retirados e
transferidos para frascos de vidro de 180mL (previamente vedados com papel
aluminio e autoclavados) e mantidos em posicao vertical por aproximadamente 10

dias (Figura 5).

Figura 5. Cilindros de cenoura esterilizadas.

ApGs esse periodo, os cilindros que ndo apresentaram
contaminagdo foram inoculados com aproximadamente 80 individuos de P.
brachyurus axenizados/cilindro, conforme descrito por Mountain (1955) com
adaptacdes (GONZAGA e DOS SANTOS, 2010). Os nematoides ja alimentados via
soaking foram transferidos para microtubos de 1,5mL (80 individuos/ tubo),
centrifugados por 1000g por 1 minuto e retirado o sobrenadante. Adicionou-se 600uL
de ampicilina a 0,1%, seguido de incubacdo por 10 minutos em temperatura
ambiente e centrifugacdo a 1000g por 1 minuto. O sobrenadante foi retirado e foram
adicionados 200uL de ampicilina a 0,1%. As amostras foram incubadas por 10
minutos em temperatura ambiente. Essa ultima operacéo foi repetida por mais duas
vezes, sendo que na ultima, adicionou-se 100uL da solugéo de antibiotico.

Os nematoides foram entéo inoculados nos cilindros de cenoura (80
individuos/ cilindro) em camara de fluxo laminar, sendo utilizados 8 cilindros para
cada dsRNA, incluindo os controles negativos (GFP e auséncia de dsRNA). Apd6s 80
dias, foi realizada a extracdo dos nematoides pela técnica de Coolen e
D’herde(1972), conforme descrito no item 4.2. O material obtido foi quantificado em
camara de Peters, utilizando 1mL da suspensao para a projecao do numero total de
individuos e calculo do fator de reproducéo (FR=Pf/Pi) (OOSTENBRINK, 1966).
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4.4.2.2 Bioensaio em plantas de Soja

Para avaliar o efeito do silenciamento do gene candidato sobre a
colonizacédo dos nematoides tratados em solucédo de Soaking em plantas de soja, foi
instalado um experimento em casa de vegetacdo do setor de Nematologia da
Embrapa Soja com delineamento inteiramente casualizado, onde sementes do
cultivar suscetivel a infeccdo BRSMG7291PRO foram irrigadas por trés dias em
vaso contendo areia autoclavada e, cinco dias apés emergirem, foram transferidas
para tubetes contendo areia (1 planta por tubete). Apds dois dias,cada planta foi
inoculada com 300 individuos em volume final de 4 mL (75 individuos/mL).

Foram utilizadas 10 plantas para cada dsRNA, incluindo os controles
negativos (GFP e auséncia de dsRNA). Ap6s 60 dias, foi realizada a extracdo dos
nematoides pela técnica de Coolen e D’herde (1972), conforme descrito no item 4.2
para a estimativa do numero total de individuos e calculo do fator de reproducéo
(FR=Pf/Pi) (OOSTENBRINK, 1966).

Em paralelo, para se avaliar o silenciamento do candidato, foram
realizadas andlises de expressdo génica do candidato conforme itens 4.4.1.2 e
4.4.1.3 pelo método 222Y(LIVAK e SCHMITTGEN, 2001), utilizando como calibrador
amostras das plantas tratadas com dsRNA-GFP. Para a construcdo dos gréficos, foi
utilizado o software SigmaPlot 13.

4.4.3 Silenciamento génico do candidato a efetor via Aplicacdo Ectdpica na Raiz

Apbs a confirmacao da viabilidade dessa metodologia, foi avaliado o
efeito do silenciamento do gene candidato sobre a colonizagdo dos nematoides em
plantas de soja. Para isso, foi instalado um experimento em casa de vegetagcao do
setor de Nematologia da Embrapa Soja com delineamento inteiramente casualizado,
onde sementes da cultivar suscetivel a infeccdo BRSMG7291PRO foram irrigadas
por trés dias em vaso contendo areia autoclavada e, cinco dias apés emergirem,
foram transferidas para tubetes contendo areia (1 planta por tubete). Em seguida, o
fornecimento de agua foi suspenso por dois dias, até a secagem e, ap0s esse
periodo, 10ug de dsRNA (volume final de 2 mL) foram aplicados diretamente na raiz

com auxilio de micropipeta. Apés 12 horas, cada planta foi inoculada com 500



46

individuos em volume final de 4 mL (125 individuos/mL).

Foram utilizadas 10 plantas para cada dsRNA, incluindo os controles
negativos (GFP e auséncia de dsRNA). Apds 60 dias, foi realizada a extracao dos
nematoides pela técnica de Coolen e D’herde(1972), conforme descrito no item 4.2
para a estimativa do numero total de individuos e calculo do fator de reproducéo
(FR=Pf/Pi) (OOSTENBRINK, 1966).

Em paralelo, para se avaliar se o silenciamento do candidato, foram
realizadas andlises de expressdo génica do candidato conforme itens 4.4.1.2 e
4.4.1.3 pelo método 2*2°(LIVAK e SCHMITTGEN, 2001), utilizando como calibrador
amostras das plantas tratadas com dsRNA-GFP. Para a construcao dos gréficos, foi

utilizado o software SigmaPlot 13.
4.4.4 Analise estatistica

A fim de se comparar as plantas expostas ao dsRNA do candidato
em relacdo ao controle (dsRNA-GFP), analisando o fator de reproducéo e o numero
total de individuos, os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia
(ANOVA) e teste Tukey ao nivel de 5% de significancia através do software SAS.

Para as andlises estatisticas dos dados de expressao génica obtidos
a partir da quantificacéo relativa pelo método 222!, foi aplicado o teste T ao nivel de

5% de significancia.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Padronizacdo de metodologias para estudo funcional de genes de P.

brachyurus via PTGS

5.1.1 Ensaio de Fornecimento de dsRNA via Soaking

Para estabelecer uma metodologia de validacdo funcional de genes
via aplicacdo de dsRNA em P. brachyurus, a metodologia descrita por Tabara,
Grishok e Mello (1998) e adaptada por Tan, Jones e Fosu-Nyarko (2013) para este
mesmo género de fitonematoides foi adotada, selecionando os melhores critérios
definidos no trabalho.

Apbés 16 horas de incubacdo dos nematoides em tampdo M9,
dsRNA, octopamina e FITC, foi possivel detectar os sinais de fluorescéncia no
estilete e glandulas esofagicas, indicando que estes sdo capazes de ingerir a
solucéo de soaking via estilete. Adicionalmente, para confirmar a entrada do dsRNA,
moléculas de dsRNA marcadas covalentemente com Cy3 foram utilizadas, sendo
também possivel detectar sinais de fluorescéncia na glandula esofagica, indicando

efetivamente a ingestdo da molécula de dsRNA (Figura 6).
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Figura 6. Microscopia de fluorescéncia de juvenil (J2) de P. brachyurusem solugao
de soaking + dsRNA de GFP (2mg/mL) ap6s 16h de incubacdo. A, B, F e G: Com
acréscimo de FITC (Img/mL). C e H: Sem FITC. D, E, | e J: dsRNA marcado com

Cya.
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As analises moleculares, via PCR com os iniciadores F2/R2 que
amplificam espeficificamente o fragmento do gene GFP, também demonstram a
presenca do dsRNA-GFP no tecido dos nematoides tratados em solucao de soaking,

corroborando os resultados da microscopia de fluorescéncia (Figura 7).
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Figura7. Produto de amplificacdo do fragmento correspondente ao dsRNA de GFP
no tecido dos nematoides tratados em solucéo de soaking. Eletroforese em gel de
agarose a 1% dos produtos da reacédo de PCR (primers F2/R2) (Amplicon de 206pb).
1, 2 e 3: RNA dos nematoides; 4: Controle positivo; 5: Marcador de peso molecular
1Kb plus; e 6: Controle negativo.
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5.1.2. Ensaio de fornecimento de dsRNA via Aplicacdo Ectépica na Raiz

Os resultados do ensaio de fornecimento de dsRNA via aplicacéo
ectopica na raiz demonstraram a presenca do dsRNA-GFP nos tecidos foliares e
radicular das plantas de soja, mesmo ap6s 60 dias de inoculagdo do mesmo (Figura
8). E provavel que a suspensdo da irrigacdo das plantas, dois dias antes da
inoculacdo do dsRNA, tenha permitido uma melhor e maior absor¢cdo da solucéo
pelas raizes e também seu transporte, via xilema, para a parte aérea.

Em alguns organismos, como C. elegans, o mecanismo de
silenciamento génico possui carater sistémico, podendo ser induzido em uma célula
e transmitida para tecidos adjacentes (FIRE et al., 1998). Nesses nematoides, iSso
ocorre através das proteinas transmembrana denominadas SID-1 e SID-2
(WINSTON, MOLODOWITCH e HUNTER, 2002; WINSTON et al., 2007). Também
em C. elegans, esse sinal de silenciamento pode ainda ser transmitido aos
descendentes, através de células germinativas, perdurando por varias geracoes
(GRISHOK, TABARA e MELLO, 2000). Além disso, a permanéncia do dsRNA nos
tecidos da planta por longo periodo pode ser um indicio de que essa molecula possa
estar sendo replicada pela prépria maquinaria celular de silencimento pos
transcricional. Esse fenbmeno, ja descrito em plantas e nematoides (BERNSTEIN,
DENLI e HANNON, 2001; DALMAY et al., 2001; SIJEN et al., 2001), consiste na
acdo de uma RNA-polimerase RNA-dependente (RdRP), que pode amplificar o
silenciamento através da geracdo de novas moléculas de dsRNA utilizando como

molde os siRNAs, resultantes apds o processamento do dsRNA pela maquinaria de
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silenciamento pos transcricional (WATSON et al., 2015).

Figura 8. Deteccao e estabilidade de dsRNA-GFP nos tecidos foliar e radicular de
soja. Eletroforese em gel de agarose a 1% dos produtos da reacdo de PCR (primers
F2/R2). (A) Amostras de RNA do tecido foliar. 1: Ladder 1Kb; 2, 3 e 4: 12hai; 5, 6 e
7: 48hpi; 8, 9 e 10: 96hai; 11, 12 e 13: 60dai. 14: cDNA de soja; 15: cDNA de P.
brachyurus; 16: Controle positivo; 17: Ladder 1Kb; 18 Controle negativo.(B)
Amostras de RNA do tecido radicular. 1: Ladder 1Kb; 2, 3 e 4: 12hpi; 5, 6 e 7: 48hpi;
8, 9 e 10: 96hpi; 11, 12: 60dai. 13: cDNA de soja; 14: cDNA de P. brachyurus; 15:
Controle positivo; 16: Ladder 1Kb; 17 Controle negativo.
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Esses resultados demonstram que a AE do dsRNA para o controle
de nematoides constitui uma técnica promissora para o estudo da funcéo de genes,
bem como possiveis aplicacdes futuras para seu controle, visto que a permanéncia
das moléculas e possivel amplificacdo do sinal pode abranger todo o ciclo de vida do
patdgeno, que varia de 30 a 40 dias (HUANG et al.,, 2006; GOULART, 2008).
Resultados semelhantes ja foram descritos por Hunter e colaboradores (2012), que
confirmaram a absorcdo radicular de dsRNAem citrus, sendo detectavel apos 7
semanas de inoculacao (2g de dsRNA em solugéo com volume final de 15 litros). Foi
demonstrado ainda que insetos que se alimentaram das plantas tratadas também
foram capazes de absorver o dsRNA exodgeno, indicando que o dsRNA absorvido
por via radicular, foi disseminado para outras partes da planta via xilema e foi capaz
de ser assimilado pelo inseto.

Li e colaboradores (2015) também demonstraram a absorcao
radicular de dsRNA em experimentos com cigarrinha marrom (Nilaparvata lugens)
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em arroz, ondeo tecido radicular foi imerso em solugao contendo dsRNA (1mg/mL)
de EYFP (controle exégeno marcado com uma molécula fluorescente reporter de
ingestdo). Em seguida, os insetos foram alimentados com essas plantas tratadas
com dsRNA. Em microscépio de fluorescéncia, foi observada fluorescéncia na
bainha e haste da planta, assim como nos insetos. Quando o experimento foi
realizado utilizando dsRNA similiar ao gene do inseto (carboxylesterase - Ces), foi
observada uma mortalidade proxima de 50% apos 5 dias de alimentacdo na planta
tratada com dsRNA. Os dados apresentados reforcam a possibilidade de aplicacéo
dessa metodologia em estudos envolvendo fitonematoides.

As diferencas entre as concentracfes de dsRNA necessarias para a
inducdo de silenciamento nos diferentes sistemas ja testados podem ser resultado
tanto da sensibilidade ao RNAi, como nas diferencas estruturais entre diferentes
organismos (TERENIUS et al., 2011), o que pode favorecer o acumulo ou dispersao
do dsRNA, indicando que essas quantidades devem ser padronizadas para cada
organismo, a fim de se obter uma concentracdo O6tima para a inducdo do
silenciamento (SHAKESBY et al., 2009).

Hunter e colaboradores (2012) sugerem ainda a utilizacdo dessa
tecnica em larga escala para o controle de pragas e patégenos. Entretanto, ainda é
cedo para afirmar se essa possibilidade € real, pois seriam necessarias altas
concentracfes de dsRNA. Outro fator importante é a estabilidade das moléculas de
dsRNA no solo. Li e colaboradores (2015) observaram uma alta estabilidade do
dsRNA, mesmo em temperaturas acima de 60°C ou sob continua exposicao a
radiacao ultravioleta. Em nosso estudo, as moléculas de dsRNA apresentaram-se
estaveis até o ultimo tempo avaliado, 60dai.

Apesar das barreiras frente a sua utilizacdo em larga escala, essa
metodologia apresenta potencial para ser empregada em estudos envolvendo o
screening de possiveis alvos que possam vir a sofrer interferéncia, pois se trata de
uma técnica menos onerosa quando comparada, por exemplo, com a metodologia
de soaking, que, necessita de etapas de incubacao e lavagem, além de substancias

auxiliares (meio de incubacao, neuroestimulantes) e altas concentracdes de dsRNA.
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5.2 Caracterizagdo funcional do gene candidato a efetor de P. brachyurus
PB6584.1

5.2.1. A ativacdo do gene PB6584.1 ocorre quando em primeiro contato com a

planta

A analise de eficiéncia dos iniciadores para deteccdo do gene alvo
PB6584.1, bem como do controle endégeno rRNA 18S do nematoide, apresentaram
valores de 94,2 e 99,4%, respectivamente, com curvas de dissociagdo apresentando
apenas um pico bem definido.

Os resultados das analises de expressdo do gene PB6584.1
revelaram a ativacdo da transcricdo do efetor em j& em 12h apds o contato com o
hospedeiro, com grande aumento na expressdao em 1d, se mantendo na mesma
faixa de expressdo até 8d, com sutil reducdo em 17 e 35d. Esses resultados
sugerem uma possivel participacdo deste gene no estabelecimento do parasitismo,
que ocorre nas primeiras 24 horas apos a infeccdo, para nematoides migradores
(OYEKAN, BLAKE e MITCHELL, 1972).

Grafico 1. Perfil de expressdo do candidato PB6584.1 ao longo do ciclo infeccioso,
utilizando os valores de média de ACt.
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5.2.2. Silenciamento do gene PB6584.1 em Cilindros de Cenoura

Os resultados do bioensaio em cenoura demonstraram que apos 60
dai a presenca de manchas necroticas escurecidas no topo dos cilindros, no local da
inoculacdo, confirmando a infeccdo e estabelecimento da populacdo de P.
brachyurus (Figura 9). Também foi possivel observar as alteracbes de intensidade
da lesdo necrética com o decorrer do tempo, sendo proporcional ao aumento da
populacdo de nematoides (MOODY, LOWNSBERY e AHMED, 1973; GONZAGA e
DOS SANTOS, 2010).

Figura 9. Sintomas indicativos do estabelecimento e multiplicacdo de P. brachyurus
nos cilindros de cenoura, com leséo inicial sobre o ponto de inoculacao, visualizado
apos aproximadamente 60 dai.

Apés 80dai, ndo foi observada diferenca significativa entre os
tratamentos (dsRNA-GFP e PB6584.1), tanto em relacdo ao niumero médio de
nematoides por cilindro, como quando se estima 0 nimero médio de nematoides por
grama de tecido (p>0.05). Os resultados se mantiveram mesmo quando as amostras
foram consideradas individualmente, em cada repeticdo. Resultado similar também
foi observado com a analise do parametro fator de reproducéo (FR), variando entre
25 e 448. Em experimentos de fenotipagem de plantas para a
resisténcia/sucetibilidade ao nametoide de lesédo radicular, normalmente aplica-se
um corte maximo de FR<1l para classificacdo de plantas resistentes
(OOSTENBRINK, 1966).
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Gréafico 2. Resultado da contagem do numero de individuos de P. brachyurus
tratados com dsRNA para o silenciamento do gene PB6584.1 em cilindros de
cenoura . (A) Numero médio de nematoides por cilindro; (B) Numero médio de
nematoides por grama de tecido.
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Dentre as diferentes fun¢des atribuidas aos genes da familia 14-3-3,
destaca-se sua participacado na regulagéo do ciclo celular (MITCHUM et al., 2007),
transcricdo, metabolismo primario, resposta de defesa (SILES-LUCAS et al., 2003;
BERG e TAYLOR, 2008), distribuicdo intracelular de proteinas, transducao do sinal
hormonal (JONES, GHEYSEN e FENOLL, 2011); e ainda mediando interacfes
proteina-proteina (DAVIS, HUSSEY e BAUM, 2009; HASSAN, BEHM e
MATHESIUS, 2010; LIU, CHEN e DUAN, 2011), o que sugere seu envolvimento na
comunicacdo planta-nematoide (JAUBERT et al., 2004). Desse modo, uma possivel
explicacdo para o fato do silenciamento do gene néo ter ocasionado efeito direto na
multiplicacdo do nematdide pode ser o comprometimento desta comunicacao
guando do cultivo in vitro, visto que apds todo o processamento realizado, os
cilindros de cenoura funcionam basicamente como um meio de cultura para os
nematoides. A necessidade da interagdo com o hospedeiro para a ativagdo da
expressao do gene no nematoide pode ser observada no Grafico 1. Dessa forma, o
silenciamento de PB6584.1 nao implicaria em alteracGes fenotipicas, visto que essa
proteina ndo se faria necessaria ao estabelecimento do parasitismo ou mesmo nem
seria expressa na situacao in vitro. A determinacéo dos niveis de expressao do gene
PB6584.1 em nematoides, na auséncia do hospedeiro, serdo cruciais para confirmar
tal hipétese. Adicionalmente, a confirmacéo do silenciamento do gene nos tecidos do
nematodide logo apds o soaking serdo fundamentais para determinar a eficiéncia de

silenciamento genico em P. brachyrus por esta metodologia e inferir sobre o possivel
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papel do candidato a efetor na interagéo inicial com o hospedeiro, e a necessidade
desse para sua ativacao.

Ainda, foi observada uma elevada heterogeneidade entre as
repeticbes do experimento, que pode ser uma consequéncia da diferenca na
composicdo quimica e tempo de vida entre os cilindros de cenoura, que poderia

torna-las mais ou menos favoraveis a multiplicagcdo dos nematoides.

5.2.3 Silenciamento do gene PB6584.1 em plantas de Soja infectadas

As metodologias de soaking e AE foram também utilizadas para o
estudo da funcdo do gene PB6584.4. Os parametros FR e numero médio de
nematoides foram determinados em plantas de soja inoculadas com os nematoides
que tiveram contato com o dsRNA via soaking e via aplicacdo direta da molécula na
raiz (10 repeticBes bioldgicas).

Apos 60 dai, ndo foi observada diferenca significativa entre os
tratamentos (dsRNA-PB6584.1 e GFP) (p>0,05) em relacdo ao nimero de individuos
totais, tanto no experimento de Soaking como no de AE. Mesmo quando se
considerou o numero de individuos corrigido pela massa de raiz, ainda nao foi

possivel observar diferenca significativa entre os tratamentos (Grafico 3).

Gréfico 3. Resultado da contagem do nimero médio de individuos de P. brachyurus
tratados com dsRNA para o silenciamento do gene PB6584.1 em plantas de soja.
Método de entrega: (A) Soaking; (B) Aplicacao ectdpica.
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Os valores referentes ao fator de reprodugcédo (FR) observados
variaram entre 8,5 e 28,5 nos ensaios via Soaking, e 2,36 e 11,64 para 0 ensaio com

Aplicacao Ectopica. Foi observada elevada diferenca entre cada repeti¢cdo bioldgica,
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levando a altos valores de desvio, ndo sendo possivel observar uma diferenga
significativa entre os tratamentos.

Para se confirmar a ocorréncia de silenciamento génico, uma
amostra média, contendo tecidos das raizes de cada uma das plantas foi avaliada.
Quando se considerou a média dos valores de expressdo génica do gene alvo,
também foi observada diferenca significativa entre os tratamentos (dAsSRNA-PB6584.1
e GFP) (p<0,05), indicando que o dsRNA do gene alvo, tanto no experimento de
Soaking como no de Aplicacdo Ectoépica, foi capaz de induzir o silenciamento do

gene candidato.

Grafico 4. Valores de porcentagem (%) de silenciamento médio, resultantes da
analise de expressado relativa por RT-gPCR do gene candidato PB6584.1 apos
60dai. (S) Soaking; (AE) Aplicacao ectopica.
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No entanto, para se avaliar a possibilidade de ocorréncia de
silenciamento a nivel de planta individual, que poderia estar sendo ocultado quando
as plantas foram avaliadas conjuntamente, 0s niveis de expressdo de pelo menos 2
individuos, apresentando maiores e menores niveis de FR (Tabela 4), foram
quantificados via RT-gPCR para ambos os experimentos. No experimento de
soaking, foi observada uma relacdo inversa e esperada entre 0s niveis de

silenciamento e os parametros avaliados. As amostras S9 e S10, que tiveram 0s



57

maiores niveis de silenciamento (>45%), foram as que apresentaram 0S menores
valores de FR e numero de individuos. De modo similar, a amostra S6 apresentou o
menor nivel de silenciamento (<30%) e, por conseguinte, teve o0 maior nivel de
infeccdo (Grafico 4).

No caso do experimento via AE, nenhuma das 4 amostras avaliadas
individualmente, apresentou niveis de silenciamento génico acima de 35% (Gréfico
4/ Tabela 4).

Gréfico 5. Valores de porcentagem (%) de silenciamento resultantes da analise de
expressao relativa por RT-gPCR do gene candidato PB6584.1 apds 60dai. (S)
Soaking; (AE) Aplicacao ectopica.
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Quando se avalia o efeito do silenciamento em plantas individuais,
percebe-se que o0 silenciamento génico apresenta grande variacdo entre as
repeticbes bioldgicas, em ambos o0s experimentos, variando de 29% a 67% no
Soaking e 6% a 35% na AE, considerando o total de 3 e 4 plantas avaliadas em
cada tipo de metodologia, respectivamente.

Aparentemente, a metodologia de Soaking apresentou melhores
niveis de silenciamento e maior concordancia entre os niveis de silenciamento e
consequente reducdo na patogenicidade. Essa forma de administracdo do dsRNA,
embora mais onerosa, onde o0s nematoides ficam em contato direto com as

moléculas de dsRNA, parece favorecer o silenciamento.
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Jé na técnica de AE, a transferéncia das moléculas de dsRNA e/ou
siRNA pode depender do processamento dos dsRNAs pela maquinaria da planta
hospedeira e da habilidade do patégeno em absorver e assimilar tais moléculas
durante a infeccdo. Até o momento, nenhum trabalho demonstrou a capacidade de
P. brachyrus em absorver moléculas de dsRNA quando as mesmas tenham sido
administradas via AE. Analises futuras serdo importantes para demonstrar tal
capacidade.

Adicionalmente, a eficiéncia do silenciamento induzido por dsRNAs
pode ser influenciada por diferentes fatores. Uma outra possivel explicagdo para
estes resultados pode ser que as quantidades de dsRNA utilizadas tenham sido
insuficientes. No experimento de Soaking, onde se obteve os melhores niveis de
silenciamento, foram utilizados os melhores parametros obtidos por Tan, Jones e
Fosu-Nyarko (2013), que avaliaram diferentes condi¢cdes (concentracdo de dsRNA,
neuroestimulantes e substancias auxiliares, tempo de incubacéo e temperatura) e
obtiveram os melhores niveis de silenciamento de genes em outras espécies de
Pratylenchus spp utilizando 2mg/mL de dsRNA. Ja& no experimento de AE, foi
utilizada uma quantidade de dsRNA similar as descritas em experimentos com
insetos (10ug). Por se tratar de uma metodologia que ainda néo foi descrita em
estudos envolvendo P. brachyurus ou outros fitonematoides, até 0 momento nédo ha
uma quantidade ideal descrita. Dessa forma, novos ensaios se fazem necessarios
para se estabelecer uma relagcéo entre a quantidade de dsRNA utilizado e a resposta
de silenciamento no organismo alvo.

Além da quantidade de dsRNA, o tamanho do alvo também deve ser
considerado. Embora ja tenha sido demonstrado silenciamento utilizando dsRNAs
com tamanhos desde <30pb (XIA et al., 2002) a >1800pb (HUVENNE e SMAGGHE,
2010), ndo ha um consenso em relacdo ao tamanho a ser utilizado. Apesar disso,
diversos autores sugerem que moléculas com tamanhos variando entre 140 e 520pb
seja as ideais (LINZ et al., 2013; ANDRADE e HUNTER, 2016), pois possibilitam que
uma regido menor seja alvo de um namero maior de siRNAs quando comparado a
dsRNAs longos (>1000pb). Além disso, um maior numero de siRNAs gerados reduz
a ocorréncia de resisténcia ocasionada pela variagdo genética entre os individuos
(ANDRADE e HUNTER, 2016). Tan, Jones e Fosu-Nyarko (2013) observaram
reducdo superior a 70% na reproducdo de P. thornei em cilindros de cenoura

utilizando dsRNAs correspondentes a genes essenciais para a contracado muscular e
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locomocdo (pat-10 e unc-87) com sequéncias-alvo de 372 e 159pb,
respectivamente.

Outro importante fator € o mMRNA alvo do silenciamento (FAR e
SCZAKIEL, 2003). Mesmo ndo havendo dados sobre uma regido alvo ideal, a
presenca de estruturas secundarias no mRNA pode alterar a eficiéncia do
silenciamento. Gredell, Berger e Walton (2008) observaram uma maior redugcéo na
expressao de genes alvo utilizando dsRNAs complementares as extremidades 5’ e 3’
nao pareadas quando comparados a regides com estruturas secundarias preditas.
Isso deixa clara a necessidade de se avaliar dsRNAs correspondentes a diferentes
regides do mRNA.

No caso do candidato PB6584.1, foi utilizado um dsRNA com
tamanho de 156 pb. Devido a elevada similaridade do gene em diferentes espécies,
incluindo a soja, contendo regides altamente conservadas entre espécies, nao foi
possivel um desenho maior que 156 pb, pois possibilitaria a ocorréncia de efeitos em
genes nao alvo.

Adicionalmente, os niveis de expressdo do mRNA alvo também pode
influenciar o silenciamento. Hu e colaboradores (2004) demonstraram que transcritos
com baixa expressao sdo menos suscetiveis a degradacdo mediada por siRNAs e,
consequentemente, menores serdo os niveis de silenciamento detectados.

Os dados apresentados sugerem a necessidade de se realizar
experimentos de otimizacdo das metodologias, a fim de se avaliar a influéncia
desses fatores sobre o silenciamento do gene alvo e assim determinar o exato papel
dessa proteina na interac¢do planta-nematoide.



Tabela 4. Valores de nematoides por planta, fator de reproducéo e nivel de expresséo do gene PB6584.1 60dai.

60

Soaking Aplicacéo Ectdpica
Nematoides/ Planta FR % Silenciamento Nematoides/ Planta FR % Silenciamento
Amostra GFP PB6584.1 GFP PB6584.1 Bulk Individual GFP PB6584.1 GFP PB6584.1  Bulk Individual
1 5380 6000 17,9 20,0 19% - - 4040 - 8,08 0% -
2 3240 3980 10,8 13,3 - - 2260 20,32 4,52 6%

3 - 6100 - 20,3 - 3280 3120 6,56 6,24 -

4 3020 7860 10,1 26,2 - 4100 5820 8,20 11,64 20%
5 1440 3680 4,8 12,3 - 2860 3440 5,72 6,88 -

6 - 8560 - 28,5 29% - 1180 - 2,36 35%

7 4960 6120 16,5 20,4 - 3880 4680 7,76 9,36 30%
8 1560 4660 52 15,5 - 2640 3060 5,28 6,12 -
9 6480 2800 21,6 9,3 47% 4480 - 8,96 - -
10 4040 2560 13,5 8,5 67% 6680 - 13,36 - -
Média 3765 5232 12,55 17,44 - - 3988,6 3450 9,52 6,90 - -
DP 1796,08 1738,67 5,978 6,398 - - 1360,38 1429,68 5,038 2,859 - -

FR: Fator de reproducao

DP: Desvio padréo
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6 CONCLUSOES

O gene PB6584.1 é ativado no inicio da infeccdo, o que sugere uma
possivel participacdo deste gene no estabelecimento do parasitismo do nematoide
para com o hospedeiro.

Através da microscopia de fluorescéncia, foi possivel confirmar que
o nematoide foi capaz de ingerir moléculas de dsRNA, sendo possivel detectar os
sinais de fluorescéncia no estilete e glandulas esofagicas.

O bioensaio com cilindros de cenoura ndo foi um bom sistema para
estudo funcional de genes que dependam da interagcdo com o hospedeiro.

O ensaio de fornecimento de dsRNA, via aplicacéo ectdpica na raiz,
confirmou que dsRNA-GFP foi absorvido por via radicular e translocado para a parte
aérea, se mantendo detectavel mesmo apdés 60 dias de inoculagéo.

A metodologia de aplicacdo ectdpica de dsRNA em raizes de soja se
mostrou promissora para o estudo funcional de genes em fitonematdides.

A metodologia de soaking seguida da inoculacdo dos nematoides
tratados nas raizes de soja resultou em melhores niveis de silenciamento e efeito

sobre o gene alvo.
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7 Artigo: RNAi APPROACH FOR GENE FUNCTION STUDIES IN ROOT-LESION
NEMATODE Pratylenchus brachyurus

Rafael B. Guayato Nomura; Valéria S. Lopes-Caitar; Suellen Mika Hishinuma Silva; Ivani de Oliveira

Negréo Lopes; Waldir Pereira Dias; Francismar Corréa Marcelino-Guimaraes

Resumo

Pratylenchus brachyurus é o Segundo principal fitonematoide no Brasil, infectando a soja e outras
culturas economicamente importantes. Considerando que as atuais praticas agronémicas para o
controle deste patdégeno tem alcancado éxito, o desenvolvimento de variedades resistentes constitui
uma alternativa promissora. Até o momento, varios genes de parasitismo tém sido descritos e
caracterizados em diferentes espécies. Entretanto, os poucos trabalhos em P. brachyurus tem
dificultado a atribuicdo de seu exato papel no seu parasitismo. Atualmente, o0 mecanismo de RNAI
tem sido considerado uma poderosa ferramenta para a elucidagcdo da fungéo de genes na interacédo
planta-patégeno. Tradicionalmente, estudos envolvendo RNAi em fitonematoides sdo conduzidos
tanto in vitro (incubando os nematoides em solucdo contendo dsRNA na presenca de um
neuroestimulante) e in planta (através de plantas geneticamente modificadas expressando dsRNASs).
Recentemente, a entrega de dsRNA in planta sem a necessidade de modificagcbes genéticas,
conhecida como Aplicagdo Ectopica (AE) de dsRNAs tem sido utilizada em diferentes espécies de
pragas e fitopatdgenos. Essa metodologia se baseia na absorcéo radicular de dsRNA e, até o
momento, ndo ha descri¢do da aplicacdo dessa metodologia em estudos envolvendo fitonematoides.
Alguns trabalhos envolvendo insetos demonstraram que os mesmos foram capazes de absorver o
dsRNA administrado por via radicular resultando em silenciamento génico. Isso deixa claro o
potencial dessa metodologia para aplicagdo em outros organismos. O objetivo deste trabalho foi
avaliar a viabilidade das metodologias baseadas na utilizacdo de dsRNA exdgeno para o estudo
funcional de genes em P. brachyurus. Para isso, foram utilizadas moléculas de dsRNA-GFP nao
complementares aos transcritos do nematoide. Inicialmente, a metodologia de Soaking foi avaliada,
onde, individuos de P. brachyurus foram incubados em solucdo de Soaking na presenca do
neuroestimulante octopamina e marcadores fluorescentes de ingestdo (FITC e Cy-3-dsRNA). Apés a
incubacdo, sinais de fluorescéncia foram detectados tanto no estilete como na glandula esofagica
indicando que os nematoides foram capazes de ingerir o dsRNA. Também foi realizada a Aplicacao
Ectopica de dsRNA em plantas de soja. Foram avaliados tanto o transporte do dsRNA no tecido
vegetal, como a sua estabilidade ao longo do tempo, sendo possivel detectar 0 dsSRNA mesmo apos
60dai. Também foi confirmada a ocorréncia de silenciamento génico especifico em P. brachyurus,
para ambos os métodos. Esses resultados demonstraram o potencial de ambos os métodos para

estudos de caracterizagdo funcional de genes em P. brachyurus.
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Abstract

Pratylenchus brachyurus is the second most important plant parasitic nematode (PPN) in Brazil, which
infects soybean and other economically important crops. As the current agronomic practices to control
this pathogen have been shown unsuccessful and not worth, the development of resistant varieties is
a promising alternative. So far, many nematode parasitism genes have been described and
characterized among different species. However, the few data about these genes in P. brachyurus
have made it difficult to identify their role in plant parasitism. Nowadays, RNAi has been considered a
powerful reverse genetic approach for gene functional elucidation in plant pathogen interaction.
Traditionally RNAi-based studies in PPNs are performed by both, in vitro (by soaking the nematodes in
a dsRNA solution with a neurostimulant combination) and in planta (by genetic modified plants
expressing dsRNA molecules) approaches. Recently, non-transgenic dsRNA delivery, in planta,
known as Ectopic Delivery (ED) of dsRNA molecules, has been applied for many different plant
pathogen and pests. The methodology is based on the root absorption of the dsRNA and no data
about its application in PPNs studies is available. Studies involving ED in insects shows that they were
able to up take the root absorbed dsRNA by feeding and have their target gene silenced. It makes
clear the potential of the method for application in other organisms. The aim of this study was to
evaluate the viability of non-transgenic dsRNA plant-ectopic delivery methods for gene function
studies in P. brachyurus. For this purpose, non-target dSRNA-GFP was applied as control molecule.
Initially soaking was performed where P. brachyurus mixed stages were incubated in a basic soaking
solution in the presence of neurostimulant octopamine and fluorescent ingestion markers (FITC and
Cy -3 labeled dsRNA). After incubation, fluorescence was observed in both stylet and esophageal
glands, indicating that the soaked nematodes ingested the dsRNA. For in planta ectopic delivery,
dsRNA root absorption was performed in soybean plants. We evaluated the transport of dsRNA
through the plant tissues as well as its stability over the time. The dsRNA was detected 60dpi. We also
confirmed the occurrence of a specific P. brachyurus gene silencing for both delivery methods. These
results demonstrate the potential of both methods for gene functional characterization studies in P.
brachyurus.
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Introduction

Pratylenchus brachyurus is a widely spread migratory endoparasitic
nematode (SILVA et al., 2004; RIBEIRO et al., 2007; UEBEL et al., 2014), being both
male and female able to penetrate the host through or within cortical parenchymal
cells of root tissues. In the parenchyma, these organisms feed on the cellular content,
causing lesions, disorganizing and destroying the cells at the site of their penetration
and movement (FONSECA, 2012), and thus making the plant more susceptible to
secondary fungal and bacterial infections (GOULART, 2008).

Because it is a biotrophic pathogen, the success of its parasitism is
dependent on its ability to establish a relationship with the host, allowing the end of
its life cycle without the death of the plant tissue (SANTINI, 2014). For this, the
nematodes secrete proteins and other molecules, called parasitism effectors, that
interact directly with the molecules of the host. These effectors’s activitie, plus the
stylet’'s mechanical action, improve their potential for colonization, survival and
reproduction in plant root tissue, through modifications in the structure and functions
of the host cell (HOGENHOUT et al., 2009), interfering in the plant's defense
response (FERNANDES, 2011).

The P. brachyurus-soybean interaction can be considered less
complex, because there is no need for the formation of any specialized feeding cell,
as it happens in other species of plant-parasitic nematodes (PPNs) (DIAS et al.,
2010a). This fact makes it difficult to its control (LOURENCO, 2014), and it becomes
clear the need to search for resistant genotypes. So far, few soybean genotypes
have been identified as having effective resistance to P. brachyurus infection, and no
resistance genes have been described or mapped. In addition, the use of
biotechnology strategies to induce resistance to genotypes is a promising and highly
important alternative, mainly using methods related to the silencing of pathogen
genes via RNAI strategies (KATOCH e THAKUR, 2013; DUTTA, BANAKAR e RAO,
2015).

In general, in vitro studies of functional genomics in plant PPNs via
RNAI are conducted by the Soaking methodology, which consists of the incubation of
the nematodes in solution containing double-stranded RNA (double strand RNA -
dsRNA) corresponding to the gene to be silenced. For the nematodes to feed from
the soaking solution, the use of neuroactive stimulating substances is required. This

method was first described by Tabara, Grishok and Mello (1998) on model organism
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C. elegans.

An alternative strategy to soaking for gene silencing studies that has
been successfully employed is the in planta dsRNA production, where the plant is
genetically modified to express dsRNAs through a binary vector containing the gene
fragment of interest (LOURENCO, 2014). These produced dsRNAs are then
processed by the host PTGS machinery, generating small interference RNAs
(siRNA), which are then ingested by the nematode at the time of infection.

The use of this strategy in PPNs was initially reported by Yadav,
Veluthambi e Subramaniam (2006), who observed a reduction of more than 90% in
M. incognita parasitism in tobacco plants after the silencing of genes encoding the
synthesis of an integrase and splicing factor.

Recently, Hunter et al. (HUNTER et al., 2012) proposed the use of a
methodology that consists in the dsRNA delivery in planta with no genetic
transformation event of the plant. It is based on the dsRNA root absorption, taking
advantage of the fact that in plants, in addition to the dissemination of dsRNA
through tissues, the silencing machinery itself is able to amplify the dsRNA through a
RNA-dependent RNA polymerase (RARP). There are no reports about the application
of this dsRNA delivery method in studies involving PPNs. However, results in studies
involving insects makes it clear the potential for application in other organisms, such
as PPNs.

Hunter et al. (2012) and Li et al. (2015) demonstrated that insects fed
from plants where dsRNA was root absorbed were able to ingest the translocated
dsRNA through the tissues. It is, therefore, a less costly technique when compared
with the delivery via soaking and with the production of a transgenic organism. This
method is known as Ectopic Delivery (ED) of dsRNA.

In the past years, RNAi-mediated gene silencing technology has
become an important biotechnological tool, being successfully employed to study
genes involved in the parasitism of several organisms, including PPNs, thus enabling
phenotypic changes caused by the silencing of candidate genes, to an inference
about its function in the parasitism establishment (MARQUES, 2008).

The knowledge of the necessary machinery for gene silencing
mediated by RNAIi (FIRE et al., 1998; ELBASHIR et al., 2001; PADDISON et al.,
2002; PAUL et al., 2002), plus the availability of the genome and transcriptome of
several species (DUTTA, BANAKAR e RAO, 2015), has allowed the use of this tool
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in studies involving functional genomics and manipulation of target gene expression
(LOURENCO, 2014), making it possible to understand the role of genes required to
parasitism.

Thus, this work aimed to standardize a method for functional studies
in P. brachyurus by post transcriptional gene silencing (RNAIi) by the direct dsRNA

application.

Methods

e DouUBLE-STRANDED RNA (DSRNA) SYNTHESIS
The dsRNA molecules used in this study were synthesized by
agroRNA company (Seul, South Korea), with amplicons of 502 e 156bp,
corresponding to the non-targeted GFP sequence (green fluorescente protein —
dsRNA-GFP) — applied as both negative control and in the methodology
standardization because of its non-complementarity with the soybean and nematode
transcripts — and a nematode specific sequence — in order to confirm the occurrence

of gene silencing, respectively.

e DSRNA FEEDING ASSAY BY “SOAKING”

For stablishment of a soaking dsRNA feeding method in P.
brachyurus, we used the methodology described by Tabara, Grishok and Mello
(1998), adapted by Tan, Jones e Fosu-Nyarko (2013) for this plant-parasitic
nematode’s gender, using the non-target dsSRNA-GFP for the analysis.

For that, 2000 P. brachyurus mixed-stages were soaked in M9 buffer
(43 mM NayHPO,, 22 mM KH,PO,4, 2 mM NaCl, 4,6 mM NH,4CI), dsRNA (2 mg/mL)
and neurostimulant octopamin (50 mM). The soaked nematodes were incubated for
16h at 22°C in the dark.

For the nematode’s dsRNA absorption confirmation, it was included 2
treatments as described above. The first one plus fluorescent ingestion reporter FITC
— (Fluorescein isothiocyanate Isomer I) (1 mg/mL), and the second adding dsRNA-
GFP molecules labeled with fluorochrome Cy3 (0,1 mg/mL).

After incubation, the nematodes were washed in ultrapure water to
remove the soaking solution. Then, the FITC and Cy3 labeled dsRNA ingestion

confirmation was performed in fluorescence microscope under specific filter. In a
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complementary manner, the molecular confirmation was also performed by PCR

analysis using the specific primers for a 206bp region of GFP sequence.

e Ro0oOT DSRNA EcToPIC DELIVELY IN SOYBEAN PLANTS

The dsRNA Ectopic Delivery was first described by Hunter et al.
(2012), and consists of dsRNA delivery in planta, with no transformation event.
Aiming to evaluate the viability of this method in soybean plants, na experiment with
a completely randomized design was installed. Eight days-old soybean plants of
susceptible genotype TMG115RR were transfered to tubes filled with sand (1 plant
per tube). After the plants reached to developmental stage V1 (formation os the first
trefoil), the water supply was suspended for two days. Then, 10ug of dsRNA-GFP (in
a final volume of 2 mL) were individualy inoculated on root-tissues. After 12 hours,
each plant were inoculated with 1000 P. brachyurus mixed-stages in a final volume of
4mL (250 nematodes/mL). The experiment was performed on nematology
departament’s greenhouse at Embrapa Soybean. As a control, it was used no
inoculated soybean plants.

To evaluate the the translocation, permanence and stability of
dsRNA-GFP on soybean plants, it was collected leaves of the first trefoil and root of 3
plants after each period of time (12, 24, 48, 96 hours after inoculation and 60 days
after inoculation). The colected tissues were frozen immediately on liquid nitrogen,
grinded and stored at ultrafreezer under -80°C. The total RNA of each sample was

extracted using TRIZOL™

reagent (Invitrogen, Carlsbed, CA, EUA).
The analisys of translocation, permanence and stability of dsRNA-
GFP through soybean tissues were performed by PCR. As controls, we included

soybean and P. brachyurus cDNA samples, as well as no inoculated dsRNA-GFP.

e OCCURRENCE OF SPECIFIC P. BRACHYURUS GENE SILENCING INDUCED BY
EXOGENOUS DSRNAS

After the viability confirmation of both methods, we evaluated the

occurrence of P. brachyurus gene silencing. For this purpose na experiment was

instaled as previously described, using a dsRNA complementary to a P. brachyurus

specific gene, with unknown function. Sixty days after inoculation, the samples were

processed (as previously described) and the gene expression levels were measured
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by RT-gPCR using SYBR® Green PCR Master Mix (Invitrogen) through 2 MACH | IVAK
e SCHMITTGEN, 2001) method, using as normalyzer the P. brachyurus 18S gene.
As calibrator, samples treated with dsRNA-GFP were applied.

Results and discussion

e DSRNA FEEDING ASSAY BY “SOAKING”

In order to stablish a dsRNA-based method for gene function studies
in P. brachyurus, the methodology first described by Tabara, Grishok and Mello
(1998) and adapted by Tan, Jones e Fosu-Nyarko (2013) for this nematode’s gender
was performed using the best parameters defined in that work.

16 hours after the nematode’s inoculation on soaking solution
containing dsRNA, neurostimulant octopamin and FITC, it was possible to detect
fluorescence signals on stylet and esophageal glands, that indicates that the
nematodes were able to ingest the soaking solution through stylet. Besides that, to
confirm the dsRNA effective absorption, Cy3-labeled molecules were used, also
being possible to detect fluorescence signals on esophageal glands, indicating the
effective dsRNA ingestion (Figure 1).
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Figure 1. Fluorescence microscopy of P. brachyurus juvenile on soaking solution +
dsRNA-GFP (2mg/mL) after 16 hours of incubation. A, B, F e G: Plus FITC
(Img/mL). C e H: Without FITC. D, E, | e J: Cy3-labeled dsRNA.
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The molecular analysis by PCR using a GFP 206bp specific primer,
showed the dsRNA-GFP presence on soaking treated nematode’s tissues,

corroborating the fluorescence microscopy results (Figure 2).
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Figure 2. Amplification product of the specific GFP primer on soaking treated
nematodes (206bp amplicon). 1, 2 e 3: Nematode’s RNA; 4: Positive control; 5: 1Kb
plus ladder; and 6: Negative control.
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e DSRNA ECTOPIC DELIVERY ASSAY ON SOYBEAN ROOT TISSUES

The ectopic delivery root feeding assay results demonstrated the
dsRNA-GFP presence on soybean leaf and root tissues, even after 60 days (Figure
3). We believe that the plant’s irrigation suspention two days before the dsRNA
inoculation may have favored the solution’s root-absorption and its transportation
through xylem to aerial parts.

In some organisms as C. elegans, the gene silencing mechanism
has a systemic character, being possible to be induced in a specific cell and
transmited to adjacent tissues (FIRE et al.,, 1998). In this model organism, that
happens thanks to transmembrane proteins named SID-1 e SID-2 (WINSTON,
MOLODOWITCH e HUNTER, 2002; WINSTON et al., 2007). Also in C. elegans, this
silencing signal can be transmited to descendants, through germ cells, lasting for
several generations (GRISHOK, TABARA e MELLO, 2000). Besides that, the dsRNA
permanence of plant tissues can indicate that these molecules may have been
replicated by the own post-transcriptional silencing machinery. This phenomenon,
already described in plants and nematodes (BERNSTEIN, DENLI e HANNON, 2001;
DALMAY et al., 2001; SIJEN et al., 2001), consists in a RNA-dependent RNA
polymerase action (RdRP), that can amplify the silencing through the generation of
new dsRNA molecules using the siRNAs generated by the post transcriptional
machinery as templates (WATSON et al., 2015).
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Figure 3. dsRNA-GFP detection and stability on soybean leafs and root tissues. (A)
Lead tissue’s RNA. 1: Ladder 1Kb; 2, 3 e 4: 12hai; 5, 6 e 7: 48hpi; 8, 9 e 10: 96hai;
11, 12 e 13: 60dai. 14: cDNA de soja; 15: P. brachyurus cDNA; 16: Positive control;
17: Ladder 1Kb; 18 Negative control. (B) Root tissue’s RNA. 1: Ladder 1Kb; 2, 3 e 4:
12hpi; 5, 6 e 7: 48hpi; 8, 9 e 10: 96hpi; 11, 12: 60dpi. 13: cDNA de soja; 14: P.
brachyurus cDNA; 15: Positive control; 16: Ladder 1Kb; 17 Negative control.
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These results demonstrate that the dsRNA ectopic delivery for gene
function studies in plant-parasitic nematodes is a promissing technic, as well as its
future applications for nematode control, since the permanence of the dsRNA
molecules and its possible signal amplification can cover the whole pathogen’s life
cycle, which varies from 30 to 40 days (HUANG et al., 2006; GOULART, 2008).
Similar results was described by Hunter et al. (2012), that could confirm the dsRNA
root absorption in citrus, being detectable 7 weeks after inoculation (2g of dsSRNA in a
15 liters solution). It was demonstrated that the insects fed on the treated plants were
able to absorb the exogenous dsRNA, indicating that the root absorbed dsRNA was
plant widespread by xylem and assimilated by the insect.

Li et al. (2015) also demonstrated the dsRNA root absorption in
experiments with the insect common brown leafhopper (Nilaparvata lugens) in rice,
where the root tissue was submerged in a dsRNA solution (Img/mL) plus EYFP
(fluorescent ingestion marker). Then, the insects were fed by the treated plants.
Through microscopy, it was possible to detect fluorescence signals on plant’s sheath
and stem, as much as in the insects. When the analysis was performed using a
dsRNA complementary to a insect gene (carboxylesterase — Ces), it was observed

death rate near to 50% 5 days after the insects were fed by the treated plants. The
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presented data The presented data makes it clear that this methodology can be
applied in studies envolving plant-parasitic nematodes.

The dsRNA concentration differences needed to induce gene
silencing on the different pathosystems already studied can be a result of its RNAI
sensitivity, such as the structural differences between these organisms (TERENIUS
et al., 2011), which may favor the dsRNA accumulation or dispersion, indicating that
this amount must be standardized for each organism, aiming to obtein an optimal
concentration to induce the gene silencing (SHAKESBY et al., 2009).

Hunter et al. (2012) also suggest that this technique can be applied
for high scale pest and pathogen control. However, it is too early to afirm if its
possibility is real, specially because a high amount of dsRNA would be necessary.
Another important factor to be considered is the dsRNA stability on soil. Li et al.
(2015) observed a dsRNA high stability, even in temperatures over 60°C or under
continuous ultraviolet radiation exposure. In our study, the dsRNA molecules
presented to me stable until the last evalueted period of time (60 days).

Despite the barries to its large-scale use, this methodology has a
high potential to be used in the screening of possible targets for future interference,
because it is a less onerous technique compared to the soaking method, that
requires for incubation and washing steps, as well as auxiliary chemicals (incubation

buffer, neurostimulant) and high amounts of dsRNA.

e OCCURENCE OF P. BRACHYURUS EXOGENOUS DSRNA INDUCED GENE SILENCING
Aiming to confirm the occurence of gene silencing, a mean sample
containing the root tissues of each plant was evaluated. When the mean values of
gene expression was considered, significant statistical difference was observed
among the treatments (Target and non-target dsRNA) (p<0,05), indicating that the
targeted dsRNA, both in soaking and ectopic delivery experiments, was able to

induce specific gene silencing.
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Graphic 1. Mean percentage of silencing (%) result of relative expression analysis by
RT-gPCR of P. brachyurus gene after 60 days post inoculation. (S) Soaking; (ED)
Ectopic delivery.
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However, to evaluate the gene silencing occurrence at individual
plants level, that could be hidden when the plants were evaluated together, the
expression levels of all repetitions were measured for both experiments.

When we evaluate the gene expression at individual level, we could
observe that the gene silencing showed high variation among biological replications
for both methodos, with a range of 0% to 65,6% for soaking and 2,9% to 57,6% for

ectopic delivery.
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Graphic 1. Silencing percentage (%) result of relative expression analysis by RT-
gPCR of P. brachyurus gene after 60 days post inoculation. (S) Soaking; (ED)
Ectopic delivery.
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Apparently, the soaking method showed gene silence levels slightly
higher than ED. This dsRNA delivery method although more expensive, where the
nematodes stay in close touch to the dsSRNA molecules, seems to favor the silencing.

About the ED method, the dsRNA transfer may depends of the
dsRNA machinery processing by the host plant and the pathogen’s ability to absorb
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and assimilate these molecules during the infection. So far, it was not described the
P. brachyurus capacity to absorb dsRNA molecules when it was ectopic delivered.
Further analysis aiming to confirm a effective P. brachyurus gene silencing are
crucial to demonstrate that capacity.

Additionally, the dsRNA induced silencing efficiency may be affected
by some factors. A possible explanation for our results is that the dsRNA amount
may not be enough. On soaking experiment, where we obtained better silencing
levels, we applied the parameters optimized by Tan, Jones and Fosu-Nyarko (2013),
that evaluated different conditions (dsRNA concentration, neurostimulants and
auxiliary chemicals, incubation period and temperature) and obtained an optimal
gene silencing level in other Pratylenchus spp species using 2mg/mL of dsRNA. On
ED experiment, we applied the dsRNA amount described in insects studies. Because
it is a method still not describend in analysis envolving plant-parasitic nematodes, so
far there is no description of na optimal concentration. Therefore, new assays are
required to stablish a relationship between the dsRNA amount and its response on
the targeted organism.

Beyond the dsRNA amount, its size also must be considered.
Altough silencing has been demonstrated using dsRNAs with sizes ranging between
<30bp (XIA et al., 2002) to >1800bp (HUVENNE e SMAGGHE, 2010), there is no
consensus about an optimal sequence size to be used. Despite this, several authors
suggest that molecules size between 140 and 520bp are ideal. (LINZ et al., 2013;
ANDRADE e HUNTER, 2016), because it makes it possible that a smaller region can
be targeted of a higher number of siRNAs when compared to long dsRNA sequences
(>1000bp). In addition, a higher number of generated siRNAs reduces the occurence
of resistance by genetic variation among the individuals (ANDRADE e HUNTER,
2016). Tan, Jones and Fosu-Nyarko (2013) observed a reduction of P. thornei’s
reproduction higher than 70% in carrot cylinders using dsRNAs complementary to
muscular contraction and locomotion genes (pat-10 e unc-87) using sequence sizes
of 372 e 159bp, respectively.

Another important factor is the target mMRNA to be silenced (FAR e
SCZAKIEL, 2003). Even though there is no data about an ideal target region, the
presence of secondary structures in the mRNA may alter the silencing efficiency.
Gredell, Berger and Walton (2008) observed higher reduction levels of target genes

expression using dsRNAs complementary to unpaired 5’ and 3’ ends when compared
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to regions with predicted secondary structures. It makes it clear the need to evaluate
dsRNA sequences corresponding to differents mRNA region.

In the P. brachyurus gene used in this work, we designed a 156bp
sequence. Considering its high similarity to other species’s homologous gene,
including the soybean transcripts, with highly conserved regions among organisms, it
was not possible to design a sequence bigger than this one, what would result in a
non-specific silencing.

Additionaly, the expression levels of target's mRNA may to influence
the silencing levels. Hu et al.,, (2004) demonstrated that transcripts with low
expression are less susceptible to siRNA’'s mediated degradation, with lower
silencing levels.

The presented data suggests the need for new optimization
experiments aiming to validate the influence of these factors on the targeted gene
silencing so it is going to be possible to identify the protein function on the plant-

pathogen interaction.

Conclusion

Through fluorescence microscopy, it was possible to confirm that the
nematodes were able to ingest dsRNA molecules, being possible to detect
fluorescence signals in the stylet and esophageal glands.

The dsRNA delivery assay, by ectopic root application, confirmed
that dsSRNA-GFP was absorbed by root and translocated to the aerial part, remaining
detectable even after 60 days of inoculation.

The dsRNA Ectopic Delivery methodology in soybean roots was
shown to be promising for the functional study of genes in PPNs.

Although in both methodologies it was possible to observe a
decrease in target gene expression levels, the soaking methodology resulted in

slightly better silencing levels.
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