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SILENCIAMENTO DOS GENES FAD INDUZIDO POR VIRUS NA
INTERACAO ARABIDOPSIS THALIANA E PYTHIUM SPP.*

Autor: Johannes Humbertus Falcade
Orientador: Marcelo Gravina de Moraes

RESUMO

Patdgenos necrotroficos matam as células por meio de suas
agressivas moléculas toxicas e enzimas liticas ndo especificas. Jasmonato
(JA) é um importante hormonio produzido, para entre outras funcdes, regular
positivamente genes envolvidos na defesa a necrotréficos. Um passo
importante nesta rota é a producdo do acido linolénico, um acido graxo de
(18:3) que é dessaturado de (18:2) pelas enzimas FAD3, FAD7 e FADS.
Uma ferramenta muito utilizada hoje é o silenciamento génico induzido por
virus (VIGS) que se utiliza de um mecanismo natural de defesa das plantas
a virus, para a descoberta da funcdo génica. O objetivo deste trabalho foi
avaliar a interacao entre A. thaliana e isolados do género Pythium sp., com
0s genes FAD3, FAD7 e FADS silenciados. Para alcancar tal objetivo um
fragmento de 325 pb do gene FAD7 de A. thaliana foi isolado e clonado no
vetor viral TRV2b. As plantas foram agro-infiltradas com o vetor TRV1 e
TRV2b-GFP (controle) ou TRV2b-FAD7 (silenciada), apds foi realizada a
inoculacdo dos isolados de Pythium sp. e atribuidas notas de severidade,
referente ao fendtipo e medido o comprimento das raizes. A agro-infiltracdo
do vetor viral TRV2b-FAD7 ocasionou uma redugao significativa na
guantidade de mRNA dos genes FAD3 e FAD7, néo interferindo na
quantidade de mRNA do FADS8. Esta reducdo na expressao interferiu
negativamente na resisténcia de A. thaliana a P. deliense, causando
sintomas mais severos na parte aérea, sintomas que estdo correlacionados
significativamente com o comprimento de raiz. O silenciamento destes genes
ocasionou a reducdo na expressdo da defensina PDF1.2, induzida na
infeccdo por patdgenos necrotréficos. A resisténcia a P. deliense foi
restituida pela adicdo de metil-jasmonato, pois a aplicacdo exogena deste,
ocasionou a inducdo de PDF1.2, evidenciando a importancia da producéo de
JA na inducéo desta defensina e na resisténcia a P. deliense.

1Disserta(;éo de Mestrado em Fitotecnia, Faculdade de Agronomia, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (63 p.) Abril, 2010.
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VIRUS INDUCED SILENCING OF FAD GENES IN ARABIDOPSIS
THALIANA INCREASES SUSCEPTIBILITY TO PYTHIUM SPP.!

Author: Johannes Humbertus Falcade
Adviser: Marcelo Gravina de Moraes

ABSTRACT

Necrotrophic pathogens kill plant cells through its aggressive and
nonspecific lytic enzymes and toxic molecules. Jasmonate (JA) is an
important hormone that positively regulates genes involved in necrotrophic
defense, among other functions. An important step in this pathway is the
production of linolenic acid, a fatty acid (18:3) that is desaturated to (18:2) by
FAD3, FAD7, and FAD8 enzymes. Virus induced gene silencing (VIGS) is a
widely used tool today, which takes advantage of a natural defense
mechanism of plants against viruses, for the discovery of gene function. The
aim of this study was to evaluate the interaction between A. thaliana and
isolates of the genus Pythium sp., after gene silencing of FAD3, FAD7, and
FADS8. For this purpose, a 325 bp fragment of FAD7 from A. thaliana was
isolated and cloned into a viral vector TRV2b. Plants were agro-infiltrated
with the vector and TRV1 TRV2b-GFP (control) or TRV2b-FAD7 (silenced).
Then, plants were inoculated with Pythium sp. isolates and disease severity
was evaluated, based on phenotype and measures of root length. Agro-
infiltration of TRV2b-FAD7 caused a significant reduction in the amount of
MRNA from FAD3 and FAD7 but did not interfere in the amount of mRNA
from FADS8. This down regulation had a negative influence on the resistance
of A. thaliana to P. deliense, causing more severe symptoms in the shoot,
symptoms that are significantly correlated with root length. Gene silencing led
to a reduction in the expression of PDF1.2 defensin, which is induced in
infections caused by necrotrophic pathogens. Resistance to P. deliense was
restored by adding exogenous methyl jasmonate, which induced PDF1.2
expression. These results indicate the importance of JA in the induction of
this defensin leading to resistance against P. deliense in A. thaliana.

'Master of Science dissertation in Agronomy, Faculdade de Agronomia, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil.(63 p.) April, 2010.
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1 INTRODUCAO

A busca pela resisténcia a patdégenos necrotréficos € um dos grandes
desafios para os pesquisadores da area de fitopatologia e areas afins. Na
classe dos omicetos, os géneros Phytophthora e Pythium inclui alguns dos
mais agressivos géneros de patégenos. Os patdégenos do género Pythium,
além de apresentarem uma ampla gama de hospedeiros, possuem uma
vasta diversidade de fatores que afetam a infeccdo, como temperatura, pH,
conteudo de agua no solo e presenca de outros microorganismos. Além
disso, diferentes espécies do género Pythium variam quanto a severidade da
doenca causada em diferentes hospedeiros. Espécies patogénicas deste
género causam tombamento em plantulas, podridées radiculares,
amarelecimento, murcha e morte, sendo responsaveis por grandes reducdes
na produtividade nas culturas de alface, pepino, tomate, fumo, milho, entre

outras.

A dificuldade de encontrar plantas resistentes através de métodos de
melhoramento convencionais se deve, principalmente, ao modo de infecgéo
destes patdgenos agressivos, que se utilizam de uma grande quantidade de
enzimas inespecificas para degradar as paredes celulares das plantas e,

assim, nutrirem-se. Alguns avanc¢os tém sido obtidos através do uso de



técnicas de engenharia genética, quebrando a barreira interespecifica e
transferindo genes isolados em laboratério a partir de qualquer organismo
para outro, possibilitando o desenvolvimento de novas variedades.
Entretanto, ainda é reduzido o entendimento da fase de reconhecimento a
infeccdo por patdgenos necrotréficos e das vias de sinalizacdo por parte da
planta. Uma excecdo é o conhecimento sobre o papel da producdo de
etileno (ET) e jasmonato (JA) na sinalizacdo através do estimulo a sintese
de defensinas como PDF1.2 e THI2.1.

Nos ultimos anos, estudos de mecanismos de defesa, especialmente
em Arabidopsis thaliana, tém auxiliado a compreensdo dos mecanismos
genéticos e dos sinais enddégenos e exdgenos que regulam a expressao de
genes de defesa. Uma das formas mais classicas e muito empregada € a
utilizacdo de mutantes para a identificacdo da funcéo génica.

Outra estratégia, de uso mais recente, € o emprego do silenciamento
génico em nivel de RNA, que ocorre naturalmente como uma forma de
proteger os organismos contra infeccdes virais e contra a mobilizacdo de
elementos genéticos moéveis. Uma das estratégias de emprego do
silenciamento € o uso do “Virus-induced gene silencing” ou Silenciamento
Genético Induzido por Virus (VIGS), devido a sua praticidade e amplitude de
hospedeiros. Nos casos onde a expressdo do gene possui um efeito
importante no fendétipo da planta, o VIGS pode ser mais efetivo que a
mutagénese. Desta forma, as plantas podem se desenvolver normalmente,
sendo o fendtipo das mesmas alterado apds a aplicagdo do vetor viral e o

silenciamento.



Mutantes de A. thaliana relacionados a via de sinalizacdo em resposta
a infeccdo por patdogenos necrotroficos sdo bastante utilizados,
principalmente os mutantes de genes responsaveis pela sintese de enzimas
envolvidas na producdo de &cidos graxos que sao utlizados na via
biosintética do acido jasmoénico, como os mutantes da familia das enzimas
denominadas de dessaturases de acidos graxos ou FADs.

A mutacdo nos genes responsaveis pela producdo das enzimas
FAD3, FAD7 e FADS altera a producao de acido linolénico que é o substrato
primario na biossintese do JA, fazendo com que a planta ndo ative a defesa
contra os patogenos, tornando-se altamente suscetivel. Entretanto, néo
apenas a via de sinalizacdo contra patdgenos é alterada, uma vez que o
jasmonato possui diversas outras fungdes fisiologicas em A. thaliana como o
crescimento radicular, floracdo, producdo de sementes, senescéncia, entre
outros efeitos. E ndo somente a via biossintética do jasmonato é alterada
com a falta das enzimas FAD3, FAD7 e FADS, pois 0 acido linolénico é um
dos mais abundantes nas membranas celulares. A deficiéncia desse acido
graxo provoca alteracbes de conformacdo, permeabilidade e flexibilidade
das membranas.

Tendo em vista essas consideracoes, o objetivo deste estudo foi
avaliar o silenciamento dos genes FAD3, FAD7 e FAD8 na resisténcia de A.
thaliana a infeccéo por isolados do género Pythium sp.

A hipétese do estudo é que o silenciamento simultdneo dos genes
codificantes de FAD3, FAD7 e FAD8 reduz a quantidade acumulada de
MRNA dos respectivos genes, acarretando na diminuicdo de defensinas e

aumento da suscetibilidade de A. thaliana a infeccdo por Pythium spp.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Pythium sp.

As espécies do género Pythium pertencem a familia Pythiaceae,
ordem Pythiales, classe Oomycetes (van West et al., 2003). Este género foi
estabelecido por Pringsheim em 1858 (Hendrix & Campbell, 1973) e
atualmente é composto por mais de 200 de espécies que podem ser
encontradas em todo o mundo (Kong et al., 2004). Os omicetos sé&o
considerados patégenos de plantas que causam danos severos a varias
culturas de importancia agronémica, acarretando perdas econdmicas
significativas em todo mundo. Entre os omicetos sdo encontrados patégenos
biotroficos como o mildio (ex: Bremia lactucae, Hyaloperonospora parasitica,
Plasmopara viticola) e a ferrugem branca (Albugo spp.), hemibiotroficos (ex:
Phytophthora infestans, Phytophthora sojae) e 0s necrotréficos
(Phytophthora cinnamomi, Pythium spp.).

Embora os omicetos apresentem caracteristicas morfologicas de
fungos, como crescimento filamentoso, produzindo micélio em seu estado
vegetativo, e formem esporos para reproducdo sexual e assexual
(Latijinhouwers et al.,, 2003) eles ndo sao classificados como tais.

Caracteristicas como a presengca de celulose na parede celular, hifas

cenociticas e a producdo de esporos assexuais flagelados, fizeram com que



fossem classificados em um novo reino, Straminipila ou Chromista. Desta
forma, eles ndo estdo mais relacionados com fungos verdadeiros, mas sim
com as algas marrons. Esta classificacdo € estabelecida usando técnicas
moleculares que s&do baseadas nas sequéncias de rRNA (Kumar &
Rzhetsky, 1996; Van de Peer & De Wachter; 1997; Paquin et al.,, 1997).
Contudo, a taxonomia do género Pythium foi principalmente baseada nas
descricbes morfologicas como tamanho e forma do oogbnio, anterideo e
esporangio, seguindo chaves dicotdmicas descritas por Middleton (1943),
Plaats-Niterink (1981), Waterhouse (1967).

Espécies do género Pythium podem ser encontradas na agua e no
solo e causam uma diversidade de doencas em plantas, principalmente nas
raizes. As infeccbes causadas por Pythium sdo geralmente limitadas a
extremidades meristematicas, epiderme, cértex das raizes e frutos (Vijayan
et al., 1998), mas o patégeno pode penetrar o tecido da planta e atingir o seu
sistema vascular, causando infeccbes mais severas.

Pythium spp. apresentam crescimento saprofitico e, quando as
condicbes ambientais ndo sdo favoraveis para o crescimento ou, quando o
hospedeiro ndo esta presente, sobrevivem no solo através de estruturas de
resisténcia denominadas odsporos, as quais apresentam paredes espessas
e podem se manter vidvel por mais de 12 anos (Hendrix & Campbell, 1973).
Adicionalmente sdo dispersos via zoésporos com dois flagelos, sendo sua
disperséo favorecida em ambientes umidos ou em solos mal drenados (van
West et al., 2003). Estruturas como os zodsporos, o0sporos e fragmentos de
hifa, podem ser consideradas fontes potenciais de in6culo, atuando no

processo de infecgdo dos hospedeiros. O zodsporo é considerado o indculo



inicial (primario) e uma das principais estruturas de disseminacdao do
patdgeno na cultura hidropénica (Stanghellini et al., 1996; Owen-going et al.,

2003).

A capacidade de cada espécie de causar infeccdo depende de
diversos fatores como a densidade do indculo, conteudo de agua no solo,
temperatura, pH, intensidade da luz e presenca de outros microrganismos
(Plaats-Niterink, 1981). O sucesso da infeccdo depende da producédo de
esporos e de sua dispersdo, além da capacidade de sobrevivéncia dos

zobsporos no sitio de deposicéo no tecido hospedeiro (Tyler, 2002).

O ciclo de vida completo de Pythium consiste de um ciclo assexual e
um ciclo sexual. O ciclo assexual € caracterizado pela formacédo de
esporangios nas extremidades das hifas. Os esporangios, por sua vez, sdo
responsaveis pela formacéo de vesiculas, nas quais ocorre a diferenciacéo
dos zoosporos, que nadam na agua em busca do tecido do hospedeiro
(sementes, raizes, caules ou folhas) onde eles se fixam e encistam. O cisto
germina pelo desenvolvimento de um tubo germinativo que pode penetrar o
hospedeiro diretamente ou via formacao do apressorio, que liga-se as raizes
e forma a hifa de infeccdo para penetracdo no tecido hospedeiro. No ciclo
sexual ocorre a fertilizagcdo do oogbnio (gametangio feminino) pelo anteridio
(gametangio masculino), resultando na formagdo do odsporo. Em um
hospedeiro suscetivel, sob condicbes ambientais propicias, 0 00sporo
germina formando entdo o esporangio, retomando ao ciclo assexual (van

West et al., 2003).



2.2 Doencas causadas por Pythium

Espécies fitopatogénicas do género Pythium sdo comuns na rizosfera
e em outros tecidos da planta que estdo em contato ou préximos ao solo
(Kucharek & Mitchell, 2000). Elas apresentam uma ampla gama de
hospedeiros e podem causar podriddbes em frutos, raizes e caules e o
tombamento pré ou pés-emergéncia de sementes e plantulas, sendo que os
tecidos jovens e tenros sao preferencialmente infectados (Plaats-Niterink,
1981).

A incidéncia de podridées radiculares causadas por espécies do
género Pythium é favorecida pela alta umidade presente em sistemas
protegidos de producdo de mudas de diversas culturas, como o fumo, o
tomate e a alface, e apresenta dificuldades no controle da doenca (Lopes et
al., 2005). O tombamento de plantulas causado por Pythium spp. € muito
comum e importante para o cultivo hidropdnico de plantas, em particular nos
estadios iniciais de desenvolvimento das plantas (van West et al., 2003).
Quando sementes de plantas suscetiveis sdo plantadas em solos com a
presenca do patdégeno e sao infectadas, elas falham na germinacdo e
acabam desintegrando (Lopes et al.,, 2005). Estes mesmo autores
observaram que plantulas jovens podem ser infectadas antes da emergéncia
em qualquer parte da planta, ocorrendo a rapida colonizacdo e, dessa forma,
as células invadidas colapsam levando a morte da plantula.

Em plantulas emergidas, a infec¢cdo ocorre geralmente nas raizes e
no caule, préximo a linha do solo. Raizes infectadas apresentam podriddes
moles e Umidas, geralmente na regido do colo, devido a liberacdo de

enzimas pectoliticas e celuloliticas, que promovem a colonizacdo do tecido



vegetal pelo patdogeno através da desintegracdo do tecido do hospedeiro. As
areas colonizadas tornam-se intumescidas e hialinas, a parte basal do caule
das plantulas torna-se mole e muito mais fino que as partes nao infectadas
acima dele, as plantulas caem sobre o solo, caracterizando o tombamento
(Kucharek & Mitchell, 2000; Lopes et al., 2005). No caso de podriddes em
plantas adultas, a infeccdo é restrita a tecidos periféricos ou imaturos
(Kamoun et al., 1999).

Outro sintoma observado por Kucharek & Mitchell (2000) em plantas
que se desenvolveram mesmo na presenca do patégeno €é o
amarelecimento das folhas, que inicia nas folhas mais velhas, chegando a
totalidade da planta. Plantas que sobrevivem, apresentam diminuicdo na
produtividade de graos e frutos (Hendrix & Campbell, 1973).

A infeccdo das raizes por Pythium ocorre através da entrada do
patdgeno na planta, que pode acontecer via aberturas naturais como
hidatédios, estbmatos ou lenticelas, pela penetracdo através de ferimentos
ocasionados por praticas agricolas, por insetos e nematdides e/ou pela
penetracdo direta na superficie do hospedeiro através das estruturas do
omiceto. Este Ultimo processo € iniciado através da quimiotaxia, ocorrendo
um movimento direcionado dos zodsporos em direcdo as raizes, gracas a
liberacdo de exsudados pela planta, como acucares, aminoacidos, acidos
organicos e acidos graxos (Tyler, 2002), favorecendo a atragdo quimica
entre 0S zoOsSporos € as raizes das plantas. Eles podem mover em resposta
a gradientes destes compostos. Mudancas eletrostaticas podem também ser
um importante estimulo sensorial para que os zoésporos nadem (Van West

et al., 2002).



Em seguida, ocorre o encistamento dos zodsporos na superficie do
hospedeiro, sua adeséo por meio da liberacdo de material adesivo produzido
pelo patégeno, a producdo do tubo germinativo e o desenvolvimento da
colonia. Geralmente, as pontas das raizes, os locais de emergéncia dos
pélos radiculares, as zonas de elongacéo das raizes e raizes jovens, sdo 0s
locais preferenciais para a adesdo dos zodsporos e a penetracdo atraves
das estruturas do omiceto, o que pode ser facilitado pela liberacdo de
enzimas pelo patbgeno como as pectinases e outras enzimas como
hemicelulases, celulases e proteinases (Plaats-Niterink, 1981; Gold &

Stanghellini, 1985; Sutton et al., 2006).

2.3  Patogenos Necrotroéficos

Os fitopatdgenos possuem distintas estratégias de infeccao e
colonizacdo. Dois grandes grupos que se destacam s&o os biotréficos e os
necrotroficos. Os patdgenos biotroficos necessitam do hospedeiro vivo para
crescer e se multiplicar, nutrindo-se do tecido vivo da planta, sem causar a
lise celular para a sua infeccdo. Ja o0s patdgenos necrotroficos,
primeiramente matam as ceélulas hospedeiras e entdo se nutrem de seus
conteudos (Glazebrook et al., 2005). Muitos dos fitopatdgenos que atacam
as raizes sdo necrotroficos, desencadeando a lise e a morte celular com
suas toxinas, peptideos elicitadores e enzimas e, desse modo, obtém
condicdes favoraveis ao seu desenvolvimento (Hardham, 2007).

Uma resposta de defesa bem sucedida depende da rapida ativacédo

de uma série de genes que atuam na sintese de compostos antimicrobianos
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e de espécies reativas de oxigénio, lignificacdo da parede celular e producéo
de enzimas que degradam a parede do patdogeno. Essas enzimas séo
denominadas de proteinas PR, cuja expressdo geralmente é induzida sob
infeccédo (Glazebrook et al., 2005). As respostas de defesa mediadas pela
sinalizacdo dependente de jasmonato (JA) e etileno (ET), desempenham
papel importante como mecanismo de defesa contra esses
microorganismos. A sinalizacdo dependente de JA/ET procede através do
aumento da sintese de jasmonato e etileno em resposta ao ataque de
patdogenos. Este aumento de JA e, consequentemente, de jasmonato-
isoleucina (JA-lle), faz com que repressores (JAZ) dos fatores de transcricdo
dos genes responsivos a JA e ET (atMYC2) sejam degradados, permitindo
assim, a transcricdo desses genes como 0s responsaveis pelas codificacéo
das defensinas PDF1.2 e a THI2.1 (Browse, 2010).

A caracterizacdo de componentes celulares envolvidos na transducgao
de sinais e na ativacdo da defesa em plantas € beneficiada pelo isolamento
e pela analise de mutantes com resposta de defesa alterada, como mutantes
na via de sintese do jasmonato que se tornam suscetiveis aos patégenos
necrotroficos (Browse, 2009). Mutantes de A. thaliana com perda de funcéo
dos genes FADs, tiveram a suscetibilidade a Pythium mastophorum
aumentada. Nas plantas silvestres somente 6% tiveram sintomas causados
por P. mastophorum e uma baixa taxa de infeccdo nas raizes. Por outro
lado, em plantas mutantes para os genes FAD3, FAD7 e FAD8 mais de 90%
mostraram sintomas severos e raizes infectadas por P. mastophorum

(VIJAYAN et al., 1998).
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Outro gene conhecido e de importancia na resisténcia a Pythium é o
JASMONATE RESISTANT 1 (JAR1), que é responséavel pela transformacéo
do JA em JA-lle permitindo que, quando em grandes quantidades, ocorra
ligacdo do complexo JAZ ao complexo SCF-COI1 o qual adiciona uma
cauda de ubiquitina o que marca o JAZ para degradacdo no proteosoma 26S
(Browse, 2010). Segundo Staswick et al., (1998), enquanto plantas de A.
thaliana silvestres apresentaram menos de 10% de sintomas visiveis na
interacdo com Pythium irregulare, nas plantas de A. thaliana mutantes para
JAR1, todas mostraram sintomas de infec¢éo pelo patdégeno.

A rota de sinalizacdo por ET também tem alguns genes relatados
como de grande importancia na defesa contra necrotréficos. Estudos
mostraram que o produto do gene ETHYLENE RESPONSE FACTOR 1
(ERF1), atua na resisténcia contra patdogenos necrotréficos, como Botrytis
cinerea, Plectosphaerella cucumerina (Berrocal-Lobo et al., 2002) e
Fusarium oxysporum (Berrocal-Lobo & Molina, 2004). Esse gene expressa
um fator de transcricdo que € um componente comum das vias de defesa
mediadas por ET e JA, sendo ambos necessarios para ativagdo de ERF1 e
para a consequente expressdo de genes relacionados a defesa contra
patogenos (Lorenzo et al., 2003). Outra importante descoberta recente € o
AtPep 1, um peptideo sinal do gene PROPEP 1, que induz a
superexpressao dos genes envolvidos na defesa, produzindo um fenétipo
com maior resisténcia a Pythium irregulare, um patdégeno radicular (Huffaker

et al., 2006).
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2.4  Jasmonato, rota biossintética e funcao

O JA é um hormoénio regulador de crescimento e de diversos outros
processos do desenvolvimento de plantas como a germinacdo de sementes,
crescimento radicular, fertilidade, amadurecimento de frutas e importante
sinalizador de ferimento e ataque de patdgenos, principalmente de
necrotroficos. O JA é sintetizado na via dos octadecandides (Figura 1), e tem
como precursor o acido linolénico, que esta presente em grande quantidade
na membrana celular de plantas. Na forma livre, esse acido graxo esta em
uma concentracdo insignificante, o que é alterado rapidamente por
ferimentos ou ataques de patdgenos pela acdo da fosfolipase Al do gene

DAD1 (Loake & Nurmberg, 2003).

l Fosfolipase A1

Membrana lipidica /W Alelo oxido ciclase (AOC)
’ o)
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H 4
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13-hidroperoxido linokénico Acido ciclopentano octndide (OPC)
l Alelo oxido sintase (AOS 3 X p oxidacdo
Q o
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(o) l metiltransferase
\)
_ COOCH:
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FIGURA 1. Rota biossintética do acido jasmoénico (JA). Adaptado de Cheong
& Choi, 2007.
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Com a liberacao, o acido linolénico € rapidamente oxidado por acéo
da lipoxigenase 13 (13-LOX) que incorpora um oxigénio a molécula,
formando 13-hidroperoéxido linolénico (13(S) - HPOT), que € desidratado pela
enzima alelo 6xido sintase (AOS). O composto intermediario formado por
essa desidratacdo (acido 12,13-epoxilinolénico) é ciclicizado pela enzima
alelo 6xido ciclase (AOC) formando o acido ciclopentano 12-oxo-fitodiendico
(OPDA). O OPDA ¢ reduzido pela redutase de OPDA e posteriormente
oxidado por trés ciclos de beta-oxidacdo chegando ao JA. (Acosta &
Farmera, 2010)

Em plantas silvestres de A. thaliana, essa rota ocorre normalmente,
pois, conforme mencionado ha uma grande concentracao de acido linolénico
nas membranas celulares, mas para que isso ocorra, 0 ciclo dos acidos

graxos (Figura 2) deve estar com seu funcionamento correto.
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FIGURA 2. Rota de dessaturacdes dos acidos graxos.
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Alteracbes no ciclo dos acidos graxos reduzem ou impedem a
formacado de acido linolénico, fazendo com que nao ocorra a producédo de
jasmonato e a sinalizacdo do ataque de patdgenos, tornando as plantas
altamente suscetiveis. Este tipo de alteracdo pode ocorrer por mutacdo em
genes da rota biossintética do JA ou genes codificantes de enzimas da rota
biossintética dos acidos graxos, impedindo a formacéo de acido linolénico,
como nos mutantes fads. (Kachroo & Kachroo, 2009). A rota biossintética
dos &cidos graxos tem inicio nos plastidios por acdo da Acetil-CoA
carboxilase (ACCase) que converte acetil-CoA em Malonil-CoA e, apos
passar por varios ciclos da atividade de acido graxo sintase (FAS), termina
com a dessaturacdo dos acidos graxos C16:0 e C18:0 por enzimas acido
graxo dessaturases FADs. As dessaturacdes de C16:0 para C16:1 séo
realizadas pela FAD4 e FAD5 com atividade na plastideo. Por outro lado, a
dessaturacdo de C18:0 para C18:1 é realizada pela FAB2 (biossintese de
acido graxo), também com atividade no plastidio (Ohlrogge & Browse, 1995).
O ciclo de dessaturacao posterior € realizado pela FAD6 no plastidio onde
dessatura o C16:1 para C16:2 (hexadecadiendico) e o C18:1 para C18:2
(acido linoléico), que também é dessaturado pela FAD2 no reticulo
endoplasmatico. Para se obter o acido linolénico (18:3) e hexadecatriendico
(16:3), deve-se ter a atividade da FAD7 e FADS8 no plastidio e da FAD3 no
reticulo endoplasmatico. (Schaller & Stintzi, 2009).

Apos ser formado, o JA é transformado por JAR1 em JA-lle, que é
acoplado ao complexo SCF-COI1. O SCF-COI1 tem um sitio E2 ubiquitina
ligase o qual, em presenca de JA-lle, adiciona uma cauda de ubiquitina no

repressor (JAZ) marcando-o para degradacdo. O JAZ é uma proteina que se
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liga ao fator de transcricdo MYC2, fazendo com que genes responsivos ao
ataque de patdgenos e herbivoros, ndo sejam transcritos até que o JAZ seja
sequestrado, poliubiquitinado e degradado no proteosoma 26S. Desse
modo, 0s genes responsivos ao JA séo transcritos, inclusive o préprio JAZ
que pode retro-inibir a sintese, a ndo ser que sejam mantidos os estimulos e
niveis de JA-lle (Memelink, 2009; Wasternack & Kombrink, 2009; Browse,

2010)

2.5 Silenciamento génico poés transcricional (PGTS).

O silenciamento, ou RNA de interferéncia, ocorre em varios
organismos. Em animais € conhecido como RNAi e, em fungos, como
“quelling”. Em plantas, a infec¢éo por virus aciona um mecanismo de defesa
mediado por RNA, denominado de silenciamento de genes pos-transcricao
(PTGS).

O silenciamento foi observado pela primeira vez em plantas, quando
Napoli et al.,, (1990), tentaram superexpressar o0 gene codificante da
chalcona sintase, enzima envolvida na pigmentacéo de pétalas em petunias.
No entanto, algumas das plantas transformadas apresentaram perda na
coloragdo das flores. Andlises da acumulagcdo de mRNA de chalcona
sintases nestas petunias, revelaram que o nivel de transcritos era baixo,
mostrando ter havido perda na atividade tanto do gene enddégeno quanto do
transgene, motivo pelo qual o fenbmeno foi denominado co-supressdo
(Lecellier & Voinnet, 2004). Tal mecanismo consiste na degradacao de

duplas fita de RNAs, através da ativacdo da enzima Dicer-like (DCL). Os



16

dsRNAs séo processados pela Dicer em pequenas moléculas de RNA de
interferéncia (siRNAs) de fita dupla, com tamanho variando de 21 a 26
nucleotideos. Esses pequenos fragmentos sao acoplados em fita simples no
complexo de silenciamento induzido por RNA “RNA-induced silencing
complex” (RISC), o qual tem 200 kDa e €, geralmente, composto por uma
helicase ATPase/RNA, com dominios PAZ, dois dominios cataliticos RNase
[l e um dominio de ligacdo ao C-terminal de dsRNA (Filipowicz, 2005).
Posteriormente a essa ligacdo, o complexo RISC utiliza a fita de RNA como
modelo para clivar RNA viral ou endégeno (Purkayastha & Dasgupta, 2009).

O maior conhecimento sobre o mecanismo de silenciamento de
MRNA, estimulou sua utilizacdo como uma ferramenta na genbmica
funcional. Sua aplicacdo tem sido estudada extensivamente e aprimorada
para facilitar a investigacdo de diferentes fendmenos na biologia vegetal e
auxiliar a gendémica funcional. (Horiguchi, 2004; Godge et al., 2008).

O PTGS é realizado de quatro formas principais. A primeira delas
consiste na transformacdo estavel utilizando sequéncias invertidas e
complementares que, ao transcrever, originam um dsRNA em forma de
grampo (hpRNA) (Miki et al., 2005). A segunda forma de se obter PTGS € na
introducéo de transgenes com promotores fortes, pois, segundo Mello e
Conte Jr. (2004), um alto nivel de expressao do transgene acarreta defeitos
no processamento do mRNA, como por exemplo, a falta da cauda de poli-A.
Outra forma € a introducao direta de dsRNAs ou hpRNA exdgenos na planta,
produzidos in vitro ou em bactérias (Watson et al., 2005). A quarta forma de

se obter o silenciamento € através da infeccdo direta de vetores virais,
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conhecido por silenciamento genético induzido por virus (VIGS)

(Purkayastha & Dasgupta, 2009).

2.5.1 Silenciamento genético induzido por virus (VI ~ GS)

O termo VIGS foi usado primeiramente por van Kammen em 1997 ao
descrever o fenotipo de recuperacdo de plantas infectadas por virus. No
entanto, desde entdo, o termo tem sido usado exclusivamente para
denominar a técnica envolvendo recombinacgéo de virus e o silenciamento de
genes enddgenos (Godge et al., 2008).

Segundo McGinnis (2010), sdo necessarios, ho minimo, 21 a 25
nucleotideos idénticos de forma orientada entre o gene presente no vetor
viral e o0 gene alvo que se quer silenciar, por outro lado Jackson et al., (2003)
obtiveram silenciamento com 11 nucleotideos idénticos com a sequéncia
alvo em cultura de células humanas. Entretanto, € comum o uso de
fragmentos maiores do que 25 nucleotideos, pois em determinados casos,
apenas esses ndo sao suficientes para iniciar o silenciamento. Geralmente,
sao utilizados fragmentos de 300 a 800 pb da sequéncia do gene alvo na
construcdo dos vetores (Thomas & Jones, 2001).

Ndo s6 a similaridade de sequéncias € fundamental para a
funcionalidade do VIGS. A interacdo do virus com a planta hospedeira €,
também, muito importante, pois todos os fatores de infeccdo e movimento,
caso nao sejam modificados, permanecem como o0 virus selvagem e
restringem o uso em determinadas espécies ou familias de plantas (Godge

et al., 2008).
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Para resolver esta especificidade de vetores a plantas especificas,
foram desenvolvidos, nos ultimos dez anos, diversos vetores virais. O
primeiro a ser utilizado como vetor de VIGS foi o Tobacco mosaic virus
(TMV), utilizado por Kumagai et al., (1995), para silenciar o gene codificante
da enzima fitoeno dessaturase (PDS) em Nicotiana benthamiana. Mais
recentemente comecgou a ser utilizado o vetor originado do potato virus X
(PVX) (Ruiz et al., 1998), que é um vetor mais estavel que o TMV, porém
possui menos hospedeiros suscetiveis (Brunt, 1996). Entretanto, ambos tém
dois sérios impedimentos para 0 uso na analise funcional, que sdo os
sintomas virais, que muitas vezes prejudicam a avaliacdo do fendtipo de
interesse (Ratcliff, 2001), e a baixa movimentacdo nas regides
meristematicas e, consequentemente, baixa taxa de silenciamento dos
genes destas regides (Ratcliff, 2001; Hull, 2002). Esse ultimo problema foi
parcialmente resolvido com a utilizagdo do vetor baseado no Tomato golden
mosaic virus (TGMV), que foi capaz de silenciar um gene meristematico,
mas ainda néo foi detectado nos meristemas (Peele et al., 2001). Portanto,
devido a alta exigéncia de hospedeiros, aos fortes sintomas virais e a falta
de movimento até os meristemas, foi desenvolvido um vetor baseado no

Tobacco rattle virus (TRV) (Liu et al., 2002a; Ratcliff, 2001).

2.5.2 Vetor Tobacco Rattle Virus (TRV)

O vetor TRV é originado do virus Tobacco rattle virus (TRV), membro
tipico do grupo tobravirus, tem o genoma bipartido constituido de RNA fita
simples com polaridade positiva. O fragmento maior denominado RNA 1,

tem trés ORFs: a RdRp que corresponde a RNA-polimerase dependente de
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RNA, a proteina do movimento (MP), e a 1b. O RNA 2 também tem
originalmente trés ORFS: CP que corresponde ao capsideo e as proteinas
2b e 2c. O TRV tem grande disperséo no globo e afeta um grande namero
de espécies de importadncia econdbmica como batata, fumo, tomate e
ornamentais bulbosas (Hernandez & Carette, 1996).

As limitacbes presentes nos outros vetores virais como a pequena
gama de hospedeiros e a baixa movimentacdo nos meristemas, foram
superadas com a criacao do vetor baseado no TRV (Liu et al., 2002a; Ratcliff
et al., 2001). O vetor TRV é capaz de infectar todos os tecidos das plantas,
inclusive os meristemas, e também apresenta poucos sintomas de infeccéo
viral se comparado com os demais vetores virais.

Nos ultimos anos, o vetor TRV sofreu varias modificacdes para seu
uso como ferramenta de VIGS, principalmente no RNA 2. Uma das primeiras
modificacdes foi a clonagem de um sitio multiplo de clonagem (MacFarlane,
1999), local usado para ligagdo das sequéncias similares aos genes
enddgenos que devem ser silenciados (Liu et al.,, 2002a, b; Ratcliff et al.,
2001). Outras modificacbes também foram feitas no RNA 2 do TRV
causando diversas alteracbes na interacdo com o hospedeiro, como a
retirada das ORFs 2b e 2c¢ por MacFarlane & Popovich (2000), e também a
clonagem do gene codificante da proteina verde fluorescente (gfp).

O uso deste vetor para o silenciamento de genes enddgenos tem
aumentado muito ndo somente na espécie N. benthamiana, para qual foi
desenvolvido, mas em diversas outras, como a espécie modelo A. thaliana
(Turnage et al., 2002), cevada (Holzberg et al., 2002; Lacomme et al., 2003),

tomate (Liu et al., 2002b), batata (Faivre-Rampant et al., 2004), e outras
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espécies de Solanadceas como Capsicum annuum (Chung et al., 2004),
Nicotiana clevelandii, Nicotiana plumbagenifolia, Nicotiana glutinosa,
Solanum pimpinellifolium, S. peruvianum, Solanum cheesmaniae, Solanum
indicum (Senthil-Kumar et al., 2007), Solanum nigrum (Hard, 2008), Solanum
bulbucasantu e Solanum okadae (Brignet, 2004).

Diversos genes ligados a resisténcia em diversas espécies de plantas,
ja foram silenciados utilizando o vetor TRV como ferramenta, conforme
revisado por Purkayastha & Dasgupta, 2009. No entanto, poucos trabalhos
mostram silenciamento viral em raiz, devido a falta de movimentacdo de
muitos vetores virais nos meristemas (Ratcliff et al., 2001). J& o vetor TRV
com a inclusdo da proteina auxiliar 2b, € capaz de se movimentar e infectar
tecidos radiculares incluindo meristemas, silenciando genes enddgenos
nesses tecidos (Valentine & Shaw, 2004). Valentine & Shaw, (2004)
demonstraram o silenciamento de diversos genes na raiz de N.
benthamiana, A. thaliana e tomate. Foram silenciados GFP de plantas
transgénicas, o gene (RHL1) e B tubulina ligado a formacdo de pelos
radiculares, TTG 1 ligados ao desenvolvimento radicular, raiz sem
meristema 1 “root meristemlessl” (RML 1) ligados ao crescimento de raizes
secundarias e o Mi ligado a resisténcia a nematéides em tomate, o qual

perdeu a resisténcia apés o silenciamento.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material vegetal e isolados de Pythium spp.

Plantas de Arabidopsis thaliana, ecétipo Columbia, e isolados de P.
deliense, P. dissotocum e P. ultimum foram utilizados para a realizacdo dos
testes de avaliacdo da resisténcia. As sementes de A. thaliana e os isolados
de Pythium utilizados fazem parte da colecéo de isolados do Laboratério de
Fitopatologia Molecular da UFRGS. Previamente a semeadura, sementes de
A. thaliana foram submetidas a quebra de dorméncia por vernalizacdo. As
sementes foram imersas em agua destilada e expostas a uma temperatura
de 4T durante 5 dias no escuro, segundo metodologi a adaptada de Zhang
et al., (2006). Apos este periodo, foi realizada a semeadura em bandejas de
isopor contendo o substrato comercial Plantmax HT® autoclavado. As
placas de isopor com 24 alvéolos foram colocadas em flutuagdo em
bandejas plasticas com agua destilada e mantidas em camaras de
crescimento com fotoperiodo de 16 h de luz e temperatura de 22 + 2 C
(Zhang et al., 2006). As plantas foram irrigadas por “flutuacédo” sendo que de
15 em 15 dias eram adubadas com solucdo nutritiva contento 1g de NPK

20:20:20 por litro de agua.

Os isolados foram mantidos em placas de Petri contendo 20 mL de

meio de cultura de farinha de milho “Corn meal” (CM), composto por 17 g.L™
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de farinha de milho e 15 g.L™ de &gar, acrescido de 100 mg.L™ do antibiético
ampicilina e 20 mg.L™ do fungicida Benomyl. As placas foram armazenadas

a4<T.

Dois experimentos foram realizados, utilizando diferentes formas para
a producdo do inoculo. Primeiramente, foram usados trés isolados de
Pythium, onde um bloco de 1 cm x 1, contendo meio CM com micélio do
patogeno foi retirado da placa estoque e re-inoculado em placas de Petri
contendo meio CM e crescidos por 5 dias a 28 T no escuro. Apés este
periodo, novos cortes de blocos de 1 cm? foram misturados em um
Erlenmeyer com 200 g de aveia autoclavada e mantidos por 30 dias a 28 <.
Para homogeneidade do inoculo, passado os 30 dias os gréos de aveia
foram macerados com 500 ml de agua destilada autoclavada. No segundo
experimento, foi utilizado somente micélio do isolado P. deliense. Um bloco
de 1 cm® de meio CM com micélio do patégeno foi retirado da placa
estoque e re-inoculado em placas de Petri contendo meio CM e crescidos
por 15 dias a 28 C, no escuro. Apos os 15 dias o m eio de cultura da placa

foi cortado em blocos de 1,3 x 0,7 cm que foram utilizados como inéculo.

3.2 Extracédo de RNA total e isolamento de mRNA

As raizes de A. thaliana armazenadas em nitrogénio liquido foram
submetidas a extracdo de RNA total. O RNA total foi extraido de
aproximadamente 100 a 200 mg de tecido triturado na presenca de
nitrogénio liquido segundo Bugos et al., (1995). Foram acrescentados 400

pL de tampé&o de extracdo de RNA [100 mM de Tris-HCI (pH 9,0); 200 mM
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de NaCl; 15 mM de EDTA; e 0,5 % de SDS], 2,3 yL de 2-mercaptoetanol,
400 pL de solucédo de fenol equilibrado com pH 8,0 e 80 uL de uma mistura
de cloroférmio: alcool isoamilico (24:1, v:v). Ap0s a homogeneizacdo em um
agitador tipo voértex por 2 min, foram acrescentados 28 pL de acetato de
sédio 3 M (pH 5,2). Nova agitacao vigorosa foi realizada por 1 min, seguida
de uma incubacdo no gelo por 15 min. Posteriormente, foi realizada
centrifugacdo a 16.000 x g por 10 min a 4 . Ao liquido sobrenadante,
foram acrescentados 400 pL solucdo de fenol equilibrado com pH 8,0 e 80
uL de cloroférmio: alcool isoamilico (24:1, v:v), seguida de agitacdo vigorosa
por 2 min e centrifugacéo a 16.000 x g por 5 min a 4 °C. Esse procedimento
foi repetido com o liquido sobrenadante obtido apds a centrifugacdo. Apos,
os acidos nucléicos foram precipitados através da adigcdo de 500 pL de
isopropanol, incubados por aproximadamente 1 h a -20°C, e centrifugados a
10.000 x g por 10 min a 4 °C. O liguido sobrenadante foi descartado e foram
adicionados 500 pL de etanol 70 % ao precipitado, seguido de centrifugacéo
a 10.000 x g por 5 min a 4 °C. Novamente o sobrenadante foi descartado e o
precipitado foi seco a temperatura ambiente. Apds, o precipitado foi
ressuspendido em 82,5 pL de agua ultra pura (Milli-Q) e incubado a
temperatura ambiente por 10 min. A precipitacdo seletiva de RNA foi
realizada com a adicéo de 37,5 uL de cloreto de litio 8 M e da incubagéo no
gelo durante 3 h, seguida de centrifugacdo a 10.000 x g por 10 mina 4 €. O
liquido sobrenadante contendo o DNA foi retirado e a lavagem do precipitado
foi realizada com 500 pL de etanol 70 % seguida de centrifugacédo a 10.000

X g por 5 min a 4 °C. O precipitado permaneceu em temperatura ambiente
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atée secar e foi ressuspendido em 50 pL de agua ultra pura. O RNA foi
incubado por 10 min a temperatura ambiente antes de ser armazenado a -
20 °C.

A concentracdo de RNA total foi estimada através da leitura em
espectrofotdmetro (Smart Spec™ Plus, Bio-Rad) pela absorbancia a 260 nm
(A260), utilizando como padrao 1 (Azso= 1 equivale a uma concentragao de 40
ug. mL? de RNA). A qualidade do RNA extraido foi avaliada por
espectrofotometria pela relacdo OD260/280 nm e por eletroforese em gel de
agarose (Invitrogen) a 1 %, contendo tampao TBE [90 mM de Tris-HCI (pH
8,3); 90 mM de H3BO3; e 2 mM de EDTA. O gel foi corado com brometo de
etidio (0,5 pg. mL™), fotografado e analisado através do sistema de
fotodocumentacdo computadorizado de andlise de gel (Kodak Digital
Science 1D-EDAS 120).

Para obtencdo dos mRNAs das amostras foi utilizado
aproximadamente 30 ng. uL™* de RNA total extraido que foi submetido ao
sistema “PolyATract® mRNA Isolation System IlI” (Promega), segundo as

instrucdes do fabricante.

3.3 Sintese de cDNA

Para a sintese do cDNA de fita simples (ss cDNA), os mRNAs foram
submetidos a reacdo de transcricao reversa seguida da reacdo em cadeia da
polimerase (RT-PCR). Para transcricdo reversa (RT), foi adicionado ao
MRNA 320 uM de cada dNTP, tampéao 1x (Invitrogen), contendo 20 mM Tris-

HCIl (pH 8,4), 50 mM KCI, 3 mM de MgCl, e 6,6 mM ditiotreitol (DTT); 1,32
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UM de oligonucleotideo antisenso oligo dT (5" = TTTTTTTTTTTTTTTT —3) e
6,4 U de enzima transcriptase reversa M-MLV (Invitrogen). A reacdo foi

incubada a 37 T por 1h.

3.4 Obtencao do clone atFAD7

Como o objetivo era silenciar os trés genes codificantes de FADs (3, 7
e 8) comparou-se as sequéncia de nucleotideos dos respectivos genes
FAD3 (AT2G29980), FAD7 (AT3G11170), FA8 (AT5G05580) pelo programa
Clustal X 2.0.9 (Thompson et al.,, 1997), a fim de identificar uma regiédo
conservada entre eles. Apés, foram projetados oligonucleotideos iniciadores
para amplificar a regido. Na extremidade 5 do oligonucleotideo iniciador
foram adicionados oligonucleotideos para gerar um sitio de reconhecimento
das enzimas de restricdo (marcado em cinza na sequéncia). (FADsi F 5'-
TGG TTA ACT GGA CKG CAATGG CTG C -3 e FADsi R 5'- ATG AAT TCA
CTG GTT TAG CWG CTT C -3'). Para projetar estes oligonucleotideos
iniciadores também foi levado em conta o tamanho do inserto a ser clonado,
pois segundo Liu & Page (2008) este deve ter entre 200 e 1000 pb. Também
foi considerada a similaridade entre as sequéncias de nucleotideos dos
MRNAs dos genes FAD3, FAD7 e FADS, a qual deveria ser a maior possivel
entre dois dos genes, a temperatura de pareamento, que é variavel com a
porcentagem de citosina e guanina (CG), a formacdo de homomeros,
heterodimeros e estruturas secundarias.

Os oligonucleotideos iniciadores foram sintetizados pela “Integrated

DNA Tecnologies” (IDT®) e utilizados na reacdo de PCR a uma
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concentracdo de 0.6 uM. A PCR foi composta também por 0,3 mM de cada
dNTP (dATP, dTTP, dCTP, dGTP) (Invitrogen); 1 U de Tag DNA polimerase
(Invitrogen); 20 mM Tris-HCI pH 8,4; 50 mM KCI; 3,75 mM MgCl,; e 2uL de
cDNA de raiz de A.thaliana contendo aproximadamente 10 ng e agua
deionizada, totalizando um volume final de 20 pL. A PCR foi realizada em
um termociclador PTC - 100™ (MJ Research, Inc.), com 0s seguintes
parametros: desnaturacao inicial a 94 < por 3 min; 30 ciclos constituidos de
desnaturacao a 94 T por 30s, pareamento a 52 €T po r 30s, extensao a 72
€ por 1 min, seguido de uma extensao final a 72 € por 5 min. Os
oligonucleotideos iniciadores projetados deveriam entdo amplificar um
fragmento com 325 pb.

O produto da reacdo foi analisado através do perfil eletroforético
obtido em gel de agarose 2% contendo tampao TBE 1x, com o auxilio do
marcador de massa molecular 1 Kb DNA Ladder (Gibco BRL), seguido da
exposicdo em solucéo contendo brometo de etidio (0,5 pg. mL™). O gel foi
visualizado sob 1luz UV e fotografado através do sistema de
fotodocumentacdo computadorizado Kodak Sciences 2d. Confirmado o
tamanho previsto através da andlise da sequéncia in silico, este fragmento
foi clonado no vetor de clonagem pGEM T® Promega® conforme indicacdo do
fabricante, utilizando 5 pL de 2X Tampéao de ligacao rapida T4 DNA Ligase,
1 pL de vetor pGEM®-T (50ng), 3 pL da reacdo de PCR e 1 pL de enzima
T4 DNA Ligase.

O vetor pGEM T foi inserido em células eletrocompetentes da estirpe
XL-1 Blue (Stratagene, CA, USA) de Escherichia coli utilizando o

eletroporador MicroPulserl] (BIO RAD), seguindo as instrugbes do
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fabricante. Primeiramente, 2 uL da reacéo de ligacdo foram misturados a 40
uL de células eletrocompetentes e incubadas durante 1 min no gelo,
seguindo da eletroporacdo em cubetas de 0,1 cm (BIO RAD). Aplicou-se um
pulso de 1,8 kV e, imediatamente, foi acrescentado 1 mL de meio LB (Luria-
Bertani) liquido e, apds serem ressuspendidas por pipetagem, as células
foram transferidas para tubos de vidro e incubadas por 1 h a 37 °C sob
agitacdo de 225 rpm. Apo6s 1 h, uma aliquota de 100 pL das bactérias foi
distribuida em meio LB solido, acrescido de 40ug/mL de IPTG e de 0,8 mg
de X-Gal, 100 pg.mL™* de ampicilina e 15,0 pg.mL™ de tetraciclina e cultivada
a 37 °C por 16h.

Sob condi¢bes assépticas, parte de cada colbnia clara (recombinante)
foi adicionada a reacdo da PCR com o auxilio de uma ponteira de 0,2 mL
autoclavada e replicada em nova placa com LB sélido e mesmas condi¢des.
A reacdo de PCR foi constituida de 0,3 mM de cada dNTP; 20 mM de Tris-
HClI (pH 8,4); 50 mM de KCI; 2,0 mM de MgCl,;; 0,5 uM de cada
oligonucleotideo pUC/M13 Senso (5'- CGC CAC GGT TTT CCC AGT CAC
GAC -3) e pUC/M13 Antisenso (5’- TCA CAC AGG AAA CAG CTATGAC -
3’); 1 U de Tag DNA polimerase (Invitrogen) e agua ultra pura até completar
0 volume de 20 pL. A reagéao foi incubada no termociclador PTC-100™ (MJ
Research) nas seguintes condi¢cdes: desnaturacao inicial a 94 °C por 10 min;
30 ciclos constituidos de desnaturacdo a 94 'C por 30 segundos,
pareamento a 50 ‘C por 30 segundos, extens&o a 72 "C por 1 min, seguido

de uma extensdo final a 72 "C por 5 min. Os produtos da reacdo foram
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visualizados por eletroforese em gel de agarose (Gibco/BRL) a 1,5 %,

corado com brometo de etidio.

3.5 Reacao de sequenciamento

O sequenciamento foi realizado no Laboratério de Biologia Molecular
Vegetal do Centro de Biotecnologia da UFRGS (Universidade Federal do Rio
Grande do Sul), através do sistema “DYEnamic ET Dye Terminator Cycle
Sequencing kit for MegaBACE DNA Analysis Systems” no sequenciador
automatico MegaBACE (Amersham Biosciences), utilizando 100 ng do
produto de PCR da etapa anterior, tratado com as enzimas exonuclease |
(EXOI) e a fosfatase alcalina de camarédo (SAP), por 30 min a 37 C e 15 min
a 65 C, conforme instru¢cdes do fabricante, e 0,25 uM do oligonucleotideo
iniciador universal pUC/M13 Antisenso (5- TCA CAC AGG AAA CAG CTA
TGA C -3), seqguindo as instru¢cdes do fornecedor. Os eletroferogramas
obtidos do sequenciamento foram analisados através do programa Chromas
Lite (Technelysium pty Ltd). Apds, foi realizada a comparagédo da sequéncia
obtida com as sequéncias de nucleotideos depositadas no GenBank
(BLASTn): National Center of Biology Information (NCBI, Bethesda, MD,

USA), atraves do programa BLAST (Altschul et al., 1997).

3.6 Extracéo de plasmideos recombinantes

A extracdo de plasmideos foi baseada na técnica descrita por
Brasileiro & Carneiro (1998). Trés colonias foram transferidas para 3 mL de

meio LB liquido com adicdo de tetraciclina (15 pg. mL™) e de ampicilina
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(50pg. mL™Y). O meio foi mantido sob agitagéo (225 rpm) em torno de 24 h a
37 °C. As células foram coletadas por centrifugacdo a 4.000 x g durante 5
min a 4 °C. Em seguida, foram ressuspendidas em 200 pL de solugcéo P1
(RNase 100 pg. mL™; Tris-HCI 50 mM, pH 8,0; EDTA 10 mM), seguida de
adicdo de 200 pL da solucdo P2 (NaOH 200 mM; SDS 1 %), invertendo o
tubo para completa homogeneizacdo e observando a formacdo de uma
solugdo viscosa indicando lise celular. Apos, foi adicionado 200 pL da
solucdo P3 (acetato de potassio 3 M, pH 5,5), invertendo o tubo para a
homogenizacao, seguida de centrifugacdo a 16.000 x g por 10 min. A fase
superior foi transferida para novo tubo e foram realizadas duas extracfes
pela adicdo de igual volume (aproximadamente 500 pL) de cloroférmio:alcool
isoamilico (24:1, v:v) e agitacdo, seguida de centrifugacdo 16.000 x g por 2
min. Para a precipitacdo do material, utilizou-se igual volume de isopropanol
(aproximadamente 500 L) e 10 % de acetato de sddio 3 M, pH 5,2 e foi
mantido durante 2 h a —20 °C e centrifugacéo a 16.000 x g durante 15 min a
4 °C. O precipitado obtido foi lavado com 1 mL de etanol 70 %, centrifugado
a 16.000 x g por 5 min a 4 °C e ressuspendido em 50 pL de agua ultra pura.
A concentracdo dos plasmideos foi estimada pela andlise do perfil
eletroforético visualizado em gel de agarose 1 % (TBE 1x) com o auxilio do

marcador de massa molecular A HindlII (Invitrogen).

3.7 Transformacéo do vetor TRV

O vetor viral TRV (Figura 3) foi cedido gentilmente por Jane Shaw e

Christophe Lacomme do Instituto de Pesquisa Agricola da Escocia, Dundee.
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O TRV é dividido em TRV1, que contem uma proteina responsavel pela
replicacdo, uma proteina ligada ao movimento viral e uma terceira proteina;
o qual ndo é manipulado somente multiplicado e inserido em bactérias e o
TRV2b-GFP, que tem a proteina responsavel pela producdo do capsideo, a
proteina 2b ligada ao movimento na raiz e o sitio de clonagem multipla, o
qual possui os sitios de restricdo das enzimas Hpal e EcoRI, introduzidos
pelos oligonucleotideos projetados para a clonagem do fragmento

conservado entre os genes FAD3, FAD7 e FADS.

o (@ fizss =3ss d wow f e o OIS |
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FIGURA 3. Representagdo gréfica do vetor TRV. A. Vetor TRV1. B. Vetor
TRV2b-GFP. Linha cinza sitio de clivagem EcoR1 e linha preta
Hpal.

Apbs a confirmagdo por sequenciamento, o plasmideo pGEM extraido
e o vetor TRV2b-GFP foram digeridos com as enzimas Hpal e EcoRI. Para
isso, 100 pl da suspensédo de plasmideo foi incubada a 37 °C por 12 h com
12 pl de tampéo 4 (10 x) (BioLabs), 12 ug de BSA (BioLabs), 12 U de Hpal
(BioLabs), 12 U de EcoRI (BioLabs) e agua Milli-Q até o volume final de 120
pl. Apos a digestdo, os 120 pl das reacbes foram aplicados em gel de
agarose (Invitrogen) a 1 % corado com brometo de etidio, depois o gel foi
visualizado no transluminador e as bandas com os tamanhos referentes ao
do TRV2b e do inserto atFAD7 foram isoladas e purificadas através do

NucleoSpin®Extractll (Macherey-Nagel) e quantificadas através da
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visualizacdo em gel de agarose 1 % (TBE 1x) com o auxilio do marcador de
massa molecular A Hindlll (Invitrogen).

A ligacdo do inserto atFAD7 ao vetor TRV2b foi realizada com 2.5 pl
de tampé&o para ligacdes rapidas 2 X (Promega), 100 ng de vetor (13000 pb),
7 ng do inserto (260 pb), 1 U de T4 DNA ligase (Promega) e agua Milli-Q
para completar o volume final de 5 pl. As reacdes foram incubadas a 4 °C
por cerca de 12 h. Apds, o produto da ligacao foi transformada em E. coli XLl
como descrito anteriormente, e foi verificada a insercdo do inserto atFAD7
por PCR com oligonucleotideos iniciadores especificos do vetor (TRV F 5'-
GAG CAT AAT TAT ACT GAT TT -3° e TRV R 5’- CGA GAA TGT CAA TCT
CGT AGG -3, posteriormente este fragmento foi sequenciamento como
descrito no item 3.5. Ap0s o plasmideo recombinante TRV2b-FAD7, foi

extraido conforme descrito no item 3.6 e transformado em A. tumefaciens.

3.8 Transformacao de A.tumefaciens

Os plasmideos TRV2b-FAD7 foram utilizados para transformacéao de
células de A. tumefaciens GV3101, as quais contém o gene que confere
resisténcia ao antibiético rifampicina. A selecéo de bactérias transformadas
foi realizada com a adicdo de canamicina ao meio de cultura, cuja
resisténcia é conferida pelo vetor TRV2b-FAD?7.

As células de A. tumefaciens GV3101 foram gentilmente fornecidas
por José Antbnio Peters, do departamento de Botanica, do Instituto de
Biologia da Universidade Federal de Pelotas e foram transformadas

conforme descrito no manual de instrucdes do eletroporador Micro Pulser™
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(BIO RAD). Primeiramente, 2 UL da reacéo de ligacdo foram misturados a 20
uL de células eletrocompetentes e incubadas durante 1 min no gelo,
seguindo da eletroporacdo em cubetas de 0,1 cm (BIO RAD). Aplicou-se um
pulso de 1,8 kV e, imediatamente, foi acrescentado um mL de meio LB
(Luria-Bertani) liquido e, apos serem ressuspendidas, por pipetagem, as
células foram transferidas para tubos de vidro e incubadas por 3 h a 28 °C
sob agitacao de 180 rpm. Apds 3 h, uma aliquota de 100 pL das bactérias foi
plaqueada em meio LB sélido, acrescido de 100 pg.mL™ de rifampicina e 100
Hg.mL™ de canamicina. As placas foram incubadas em estufa a 28 C por 48

h até o momento da visualizacdo das colonias bacterianas recombinantes.

3.9  Agro-infiltracdo

As plantas de A. thaliana foram infiltradas quando as mesmas tinham
de 7-8 folhas, 25 dias apGs a emergéncia. Trés colbnias de A. thumefaciens
GV3101 transformadas com o TRV2b-FAD?7 e trés transformadas com TRV1
foram cultivadas por 12 h a 28°C em 3 mL de LB liquido com 100 pug.mL™ de
rifampicina e 100 pg.mL™ de canamiciana, posteriormente 50 uL e cada pré-
indculo foi adicionado a 50 mL de LB liquido com mesma concentracado dos
antibioticos. A cultura de bactérias foi cultivada até atingirem uma leitura de
ODsoo = 1, alcancada a concentracdo a cultura foi transferida para um frasco
tipo Falcon e as bactérias foram precipitadas por centrifugacdo a 6000 rpm
por 10 min. O precipitado de bactérias foi ressuspendido em 50 mL de

tampdao de inoculacédo, contendo 1mM de MES (pH 5), 10 mM de MgCl; e
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100 uM de acetoseringona, mantido a temperatura ambiente por 4 h até o
uso na infiltracao.

Apbs 4 h, a suspensédo de A. tumefaciens com TRV1 foi misturada as
células com A. tumefaciens com TRV2b-FAD7 (vetor de silenciamento) ou
TRV2b-GFP (controle) em volumes iguais. Foram infiltradas 2 folhas
superiores de cada planta com cerca de 20 pL em cada folha com o auxilio
de uma seringa de 1 mL. Foram infiltradas 16 plantas em cada bandeja com

TRV2b-FAD7 e 8 plantas com TRV2b-GFP.

3.10 Avaliacdo da interacdo entre A. thaliana e isolados de
Pythium sp.

As plantas agro-infiltradas com A. tumefaciens GV 3101 (item 3.7),
foram mantidas em sala de cultivo por mais 15 dias apds a agro-infiltragao.
As plantas foram entdo inoculadas com os patdgenos os quais foram
colocados em cada uma das 24 células separadamente, entre estas células
16 plantas receberam TRV2b-FAD7 e 8 receberam o TRV2b-GFP, o qual
ndo € esperado que cause alteracdo na quantidade de nenhum mMRNA
endogeno da planta. Neste experimento foi utilizado 3 ml de solucéo inéculo
como descrito no item 3.1. A bandeja controle continha apenas as sementes
de A. thaliana e os gréos de aveia autoclavados. Transcorridos 10 dias ap0s
a inoculagao, as plantas foram avaliadas a fim de verificar a patogenicidade
dos isolados, quando inoculados em plantas infiltradas com o vetor viral
TRV2b-GFP ou com o vetor viral TRV2b-FAD?7.

Os sintomas foram avaliados aos 10 dias apdés a inoculagéo,

utilizando-se a escala diagramatica, conforme Tabela 1, podendo as notas
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serem oriundas da doenca, senescéncia e infeccao viral. Foi avaliado o
comprimento das raizes, registrado em sistema digital e analisado no
software ImageJ 1.4g. (Rasband WS, National Institute of Health, Bethesda,
USA).

As raizes de todas as plantas foram congeladas em nitrogénio liquido
para extracdo de RNA e andlises de expressdo génica. Raizes de A. thaliana
também foram separadas e analisadas por microscopia Otica quanto a
presenca de estruturas do patdégeno.

TABELA 1. Escala de sintomas em Arabidopsis thaliana. UFRGS, Porto
Alegre, RS, 2010.

Nota Sintomatologia

0 Plantas sem sintomas

1 Até 20% das folhas amarelecidas

2 De 21 a 50% de folhas amarelecidas e 10% de folhas com murcha

De 51 a 80% das folhas amarelecidas e 50% das folhas com

murcha e podridao

Mais de 80% das folhas amarelecidas e mais de 60% com murcha e
podridao

3.11 Restituicdo do fenotipo

As plantas de A. thaliana foram cultivadas conforme item 3.1. Aos 25
dias apos a emergéncia e com 7 a 8 folhas, as plantas foram agro-infiltradas
conforme item 3.9. A inoculagéo foi realizada com o isolado de P. deliense

apos 15 dias da agro-infiltragdo. Foram utilizados dois blocos de CM de
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in6culo como descrito no item 3.1. A bandeja controle recebeu apenas as
sementes de A. thaliana e blocos de CM sem a presenca de P. deliense.

O teste de restituicdo de fendtipo foi realizado 15 dias apds a agro-
infiltracdo. Foram utilizados dois tratamentos, sem e com MeJA (Sigma),
cada um com seis bandejas, destas seis, trés sem e trés com P. deliense. As
plantas de A. thaliana foram cultivadas conforme item 3.1 e agro-infiltradas
conforme item 3.9. A cada dois dias foram adicionados 5 ml de MeJA na
concentracdo de 15 pM (Vijayan, 1998). A avaliacdo da resisténcia a
inoculagdo ao isolado de P. deliense foi realizada aos 15 dias apos a
inoculacdo conforme Tabela 1. O comprimento das raizes foi avaliado
conforme descrido no item 3.10 e estas foram congeladas em nitrogénio

liquido para extracdo de RNA e analises de expresséo génica.

3.12 Analise da expressao génica por RT-qPCR

A expressdo génica nas raizes de A. thaliana foi determinada pelo
método de quantificacdo relativa por PCR em tempo real. Os pares de
oligonucleotideos iniciadores utilizados foram Gapdh-F e Gapdh-2R para o
controle endégeno, FAD3 F e FAD3 R para o gene FAD3, atFAD7 F e
atFAD7_R para o gene FAD7, FAD8 F e FAD8 R para o gene FADS,
PDF_F e PDF_R para o gene PDF1.2. As sequéncias dos oligonucleotideos
sao descritas na Tabela 2. A especificidade das condi¢Oes aplicadas ao RT-
gPCR foi verificada através de gel de agarose, conforme condi¢cdes
detalhadas no item 3.4 e da curva de dissociacdo realizada apds a reacao
de amplificacdo de acordo com as seguintes condi¢des: 95 °C (15 s), 60 °C

(1 min), 95 °C (15 s) e 60 °C (15 s).
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As amostras para realizacdo da PCR consistiram de 8 uL de cDNA
diluido (50 vezes), obtido conforme item 3.3. A reacédo da qPCR foi realizada
com 0,1 mM de cada dNTP; 20 mM de Tris-HCI (pH 8,4); 50 mM de KCI; 2,0
mM de MgCl,; 1X Sybr® Green (Invitrogen), 0.025 U de Taq Platinum®
(Invitrogen), 0,375 pM do fluoréforo ROX (Invitrogen) e 0,2 yM de cada
oligonucleotideo iniciador.

A reacdo de termociclagem foi executada em termociclador para PCR
em tempo real modelo 7300 Applied Biosystems. As condi¢cdes da reacéo
consistiram de 2 mina 50 C, 10 mina 95 Ce40ciclosde15sa95 Cel
min a 60 C. O sinal verde fluorescente do fluorofo ro SYBR foi normalizado
pela referéncia passiva (corante ROX) (Invitrogen). O limiar de fluorescéncia
foi estabelecido no inicio da curva representando a taxa de amplificacdo do
amplicom. O numero de ciclos pelo qual a fluorescéncia passou o limiar (Cy)
para cada reacdo foi calculado pelo programa “7000 System SDS -
Sequence detection, version 1.4” (Applied Biosystem) e posteriormente

exportados para planilhas do programa "Microsoft Excel” para analise.

TABELA 2. Oligonucleotideos iniciadores utilizados nas reacbes de RT-

GPCR.
Direto (5’ a 3") Reverso (5’ a 3') Tar(r;)z?ho
GAAATGCATCTTGCACTACC CTGTGAGTAACCCCATTCA
Gapdh F/2R %\ cTGTCTTGE TTATCATACCAAGC 243
GAAATTGAGAGACGATAAGC CCATTAGAACTTGAGCTCT
atFAD7TF/R "\ A AGTAGAAAAC CTCCCC 153
ACTTGGTGGAGAGTTTGGTC AAAGTGGGCTGGTTTATTC
FADSF/IR "¢ CTAATAGACG 168
faDgr /R CAGTGAACCAGGCAGACAA TATTTCATTTGATCGAGAGT o
GTTACATAAA TTTACCACAGG
ooE 12 F /R TCTTTGGTGCTAAATCGTGT ~AACAACAACGGGAAAATAA o

G ACA
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O nivel de expressédo de cada amostra de cDNA foi obtido através da
normalizacdo pelo gene enddgeno Gapdh (gliceraldeido 3-fosfato
desidrogenase) (Shih et al., 1991). Os niveis de quantificacédo relativa do
transcrito pelo gene de referéncia (ACy) foi determinado pela subtracédo do
C+rdo gene enddgeno do Ct do gene alvo pela funcdo ACt = Ct( gene alvo) .
Cr (gene endodgeno). Para comparar niveis de expressdo entre plantas
TRV2b-FAD7 e TRV2b-GFP, com e sem o patogeno, a funcdo AAC+ foi
primeiramente determinada usando a equacao segundo Livak & Schmittgen,
2001.

AACt = ACt (planta tratada) - ACt (calibrador, planta nao tratada)

3.13 Anadlise estatistica

A andlise estatistica dos dados de severidade foi realizada pelo teste
nao paramétrico de Kruskal-Wallis e foi utilizado o programa estatistico.
BioEstat 5.0 (Ayres et al., 2005). A analise de variancia foi realizada para o
comprimento das raizes. Foi utilizado o programa estatistico System
Analisys Statistic SAS versdo 8 (SAS Institute, 2002). As médias dos
comprimentos das raizes foram comparadas pelo teste de Duncan, ao nivel
de 5 % de probabilidade. As correlacGes entre 0 comprimento e as notas de
severidade foram realizadas pela correlagdo de Spearman (Zar, 2009).

A andlise estatistica dos dados de expresséo relativa foi realizada
calculado o coeficiente de variacdo entre as repeticdes técnicas da reacao

de RT-PCR (Livak & Schmittgen, 2001).



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Andlise in silico

Na analise do alinhamento das sequéncias de nucleotideos, foi
possivel verificar similaridade entre os mRNAs dos genes FAD3, FAD7 e
FAD8. O alinhamento das sequéncias dos nucleotideos do cDNA
correspondente ao mMRNA dos genes FAD7 e FADS8 possui uma similaridade
de 86% e uma regido idéntica de 87 nucleotideos sequenciais (Apéndice 1),
que conforme Liu & Page (2008), é longa o suficiente para causar o
silenciamento. Esta sequéncia de 87 nucleotideos sequenciais, € a maior do
alinhamento entre os genes FADs, e foi selecionada para estar presente na
regiao clonada.

O alinhamento da sequéncia de nucleotideos do cDNA
correspondente ao mMRNA do gene FAD3 e da regido interna aos
oligonucleotideos iniciadores (Apéndice 2), possui uma similaridade de
63%, duas sequéncias de 11 nucleotideos idénticos sequenciais e uma
sequéncia de 12 nucleotideos sequenciais. Jackson et al., (2003) concluiram
em seu trabalho que a identidade de apenas 11 nucleotideos sequenciais
sao suficientes para induzir silenciamento em cultura de células humanas.
Existindo assim a possibilidade de silenciamento dos trés genes FADS3,

FAD7 e FAD8, com a agro-infiltracio do vetor TRV2b-FAD?7.
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4.2  Clonagem de um fragmento do cONA FAD7

O perfil eletroforético da reacdo de PCR, com os oligonucleotideos
iniciadores projetados a partir da sequéncia conservada confirmou o

tamanho esperado (Figura 4 a).

FIGURA 4. Perfis eletroforéticos em gel de agarose da amplificacdo de
FAD7. A) 1 e 2 Amplificacdo de cDNA de Arabidopsis thaliana
com oligonucleotideos iniciadores FAD F e R. 3 Controle
negativo B) Amplificacdo de plasmideo pGEM T com
oligonucleotideos iniciadores M13 F e R, 1 Plasmideo
recombinante. 2 Plasmideo vazio. 3 Controle negativo C)
Amplificacdo de plasmideo TRV2b com oligonucleotideos
iniciadores TRV F e R, 1 e 2 TRV2b-FAD7 e 3 TRV2b-GFP.
M= marcador de massa molecular 1 Kb (DNA Ladder,
Invitrogen). UFRGS, Porto Alegre/RS, 2010

Apos a transformacdo, as amplificacbes das colbnias claras
(recombinantes) apresentaram um produto amplificado de 545 pb compativel
com a insercdo do fragmento do gene FAD7 e as colonias nao

recombinantes apresentaram um tamanho de 220 pb (Figura 4 b).

A clonagem pode ser verificada na Figura 4 c, onde os produtos de
900 pb sdo amplificacdes de plasmideos ndo digeridos, portanto com o GFP

(737 pb) mais as bordas do vetor TRV (163 pb), e as amplificacbes de 488
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pb sédo oriundas de colbnias recombinantes (325 pb atFAD7) mais as bordas
do vetor TRV (163 pb). A comparacédo do fragmento sequenciado (Apéndice
3) com a sequéncia correspondente do gene FAD7 depositada no

GENBANK mostrou uma identidade de 100%.

4.3 Efeito da agro-infiltracdo de TRV2b-FAD7 na res isténcia a
Pythium sp.

Trabalhos anteriores realizados no Laboratério de Fitopatologia
Molecular da Faculdade de Agronomia da UFRGS demonstraram que P.
deliense, P. dissotocum e P. ultimum s&o patogénicos a A. thaliana e diferem
na severidade da doenca (Trivilin, 2008; Medeiros, 2008). Segundo Medeiros
(2008) a infeccdo por P.ultimum em plantulas de tomate é mais rapida,
levando a morte, jA o isolado da espécie P. deliense apresenta uma
severidade inferior ao P. ultimum, mas porém, superior ao P. dissotocum e
P. inflatum que nao diferem entre si. Trivilin (2008) em seu trabalho relatou
em A. thaliana resultados de severidade similares aos encontrados por
Medeiros (2008) entre os isolados de Pythium sp., onde a maior incidéncia
de plantas com sintomas era nas inoculadas com P. ultimum seguida pela
incidéncia de plantas inoculadas com P. deliense e ainda menores o0s

sintomas da infecgéo por P. dissotocum e P. inflatum.

A Figura 5 apresenta a escala de altera¢des do fendtipo das plantas
agro-infiltradas com TRV2b-GFP e TRV2b-FAD7, inoculadas com os trés

isolados de Pythium.
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FIGURA 5. Plantas de Arabidopsis thaliana agro-infiltradas. As letras A, B,
C, D e E referem-se as notas 0, 1, 2, 3 e 4, respectivamente.
UFRGS, Porto Alegre/RS, 2010

Através da comparacdo das meédias de notas das plantas agro-
infiltradas com o vetor TRV2b-GFP e inoculadas com os diferentes isolados
de Pythium sp. (Figura 6), verifica-se que somente as plantas inoculadas
com o isolado P. ultimum diferiram significativamente das plantas sem
inoculacao. Este isolado foi o mais patogénico, dados que corroboram com
os encontrados por Medeiros (2008), onde o isolado de P. ultimum foi o
melhor sucedido na infec¢cdo, causando um rapido aumento da severidade
da doenca. Os demais tratamentos, com a agro-infiltracdo do vetor TRV2b-

GFP néo diferiram significativamente do tratamento controle.

Por outro lado, quando comparadas as médias das plantas agro-
infiltradas com o vetor de silenciamento TRV2b-FAD7 (Figura 6), as plantas
inoculadas com o isolado P. deliense e P. ultimum diferiram
significativamente das plantas n&o inoculadas, mas n&do apresentaram
diferenca significativa entre si. Uma vez que o isolado P. deliense,
apresentou-se tao agressivo quanto P. ultimum. A alteracdo do fendtipo de
resisténcia para suscetibilidade observada nas plantas agro-infiltradas com
TRV2b-FAD7, quando inoculadas com P. deliense foi a razdo pela qual, o

isolado foi selecionado para posterior analises.
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FIGURA 6. Resisténcia de Arabidopsis thaliana a isolados de Pythium sp.
Médias de notas atribuidas ao fenétipo das plantas nao
inoculadas e inoculadas com os isolados de Pythium sp. e
agro-infiltradas com TRV2b-GFP (controle) e TRV2b-FAD?7.
Diferentes letras entre tratamentos indicam diferenca
significativa (Duncan P < 0,05). UFRGS, Porto Alegre/RS, 2010.

As médias das notas de severidade em todas as plantas agro-
infiltradas com o vetor TRV2b-FAD7 apresentaram aumento significativo.
Este fato é devido principalmente a importancia das enzimas traduzidas
pelos mMRNAs dos genes silenciados. Como no ocorrido nos mutantes triplos
para fad3, fad7 e fad8, que se tornaram altamente suscetiveis a Pythium
mastophorum (Vijayan et al., 1998). Também as plantas sem a inoculagéo
do patdgeno e agro-infiltradas com o vetor TRV2b-FAD7, apresentaram
aumento significativo nas notas. Uma hipotese é que este aumento pode
estar relacionado ao sintoma viral. Hard et al., (2008) citam que vetores

clonados com sequéncias em torno de 300 pb, como o TRV2b-FAD?7,
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possibilitam uma maior replicacdo e consequentemente, o aumento dos
sintomas virais, devido ao maior gasto metabolico com a sintese de
proteinas virais. Outra hipdtese € que esse aumento nas notas esta
relacionado a importancia dos acidos graxos saturados na detoxificacdo das
espécies reativas de oxigénio (ROS) (Méne-Saffrané et al., 2009), uma vez
gque estas aumentam significativamente com estresses, sejam por ataque de
patdbgenos ou ambientais (Gara et al.,, 2003). Com o acumulo de ROS, a
planta entre em estresse oxidativo, acabando por completo com sistema
fotossintético levando-a inicialmente a um amarelecimento e podendo
chegar a morte (Apel & Hirt, 2004). Fato este que pode ter levado a este
aumento significativo nas notas atribuidas ao fenotipo das plantas néo
inoculadas com Pythium sp..

Na comparacdo das médias dos comprimentos de raiz, a andlise
estatistica utilizada ndo permitiu a deteccao das diferencas existentes entre
as médias dos comprimentos das raizes das plantas, pois a variacao visual
existente (Figura 7) nao foi detectada estatisticamente. A diferencas
poderiam ser maiores re-analizando o experimento somente com os dados
de comprimento de raiz das plantas inoculadas com o vetor TRV2b-FAD7
gue foram efetivamente silenciadas, pois como demonstra a Figura 7 as
plantas agro-infiltradas com o TRV2b-FAD7 tem uma grande variabilidade no

comprimento das raizes.
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FIGURA 7. Plantas de Arabidopsis thaliana inoculadas com Pythium
deliense. A; Plantas agro-infiltradas com TRV2b-FAD7. B;
Plantas agro-infiltradas com TRV2b-GFP (controle). Barra
representa 3 cm. UFRGS, Porto Alegre/RS, 2010.

A correlacdo entre os comprimentos de raizes com as respectivas
notas de severidade de cada tratamento (Tabela 3), indicou que o
comprimento das raizes de todos os tratamentos agro-infiltrados com
TRV2b-FAD7 estdo correlacionados significativamente, e situam-se na
classe de correlacao alta (> 80 %).

A alta correlacéo entre a reducéo das raizes e o aumento das notas
aferidas ao fenotipo, indicam que existe um forte relacdo entre estes dois
parametros de avaliagdo da severidade da doenca. Como esta andlise é
realizada entre plantas individuais a correlacdo é significante, indicando que
a analise individual de plantas efetivamente silenciadas poderiam indicar

uma diferenca significativa também no comprimento das raizes.
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TABELA 3. Coeficientes médios de correlacdo de Spearman. Correlacao
entre os comprimentos das raizes e notas atribuidas ao fenotipo
das plantas de A. thaliana nos diferentes tratamentos.

Inoculacéo / agro-infiltracédo Coeficiente (r)  Significancia (p)
N&o inoculado / TRV2b-GFP -0.75 < 0.0001

Nao inoculado / TRV2b-TRVFAD7 -0.45 0.02

P. dissotocum / TRV2b-GFP -0.85 <0.0001

P. dissotocum / TRV2b-TRVFAD7 -0.89 <0.0001

P. deliense / TRV2b-GFP -0.49 0.015

P. deliense / TRV2b-TRVFAD7 -0.86 < 0.0001

P. ultimum / TRV2b-GFP -0.32 0.1322

P. ultimum / TRV2b-TRVFAD7 -0.82 < 0.0001

A correlagdo entre as notas referentes ao fendétipo e comprimento de
raizes das plantas efetivamente silenciadas, inoculadas com P. deliense néo
pode ser realizada uma vez que a coleta destas raizes foi misturada. Nao
havendo portanto a possibilidade de correlacionar os dados de comprimento
e nota do fendtipo a respectiva quantidade de mRNA de cada planta.
Podendo-se somente avaliar os dados de média geral, fato que
possivelmente esteja reduzindo e impedindo a percepcdo das diferencas do
comprimento de raiz entre as plantas inoculadas com TRV2b-GFP ou
TRV2b-FAD7.

Outro indicio de que o silenciamento aumenta a suscetibilidade a P.
deliense é a presenca de menos odsporos em raizes de plantas de A.
thaliana agro-infiltradas com o vetor TRV2b-GFP (Figura 8 A) quando
comparada com as agro-infiltradas com o TRV2b-FAD7 (Figura 8 B). A

reducdo do mRNA dos genes FAD3, FAD7 e FADS8 reduz a biossintese
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acido linolénico, consequentemente a sintese de JA e a resisténcia (Vijayan

et al., 1998).

FIGURA 8. Raizes de Arabidopsis thaliana inoculadas com Pythium
deliense. A Raizes de plantas agro-infiltradas com TRV2b-
GFP. B Raizes de plantas agro-infiltradas com TRV2b-FAD?7.
Setas indicam os o6sporos. Barra representa 1 mm. UFRGS,
Porto Alegre/RS, 2010.

4.4  Andlise da expressao génica

A expresséo relativa dos genes FADs 3, 7 e 8 em plantas silvestres

pode ser visualizada na Figura 9.

A expressdo relativa do FAD 3 diferiu significativamente pelo teste t a
5 % de significancia da média da expressao relativa dos genes FAD7 e

FADS, em 33 vezes a mais.
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FIGURA 9. Expressao dos genes FAD3, FAD7 e FAD8 em A. thaliana.

Expressao relativa ao gene FAD 7 em plantas silvestres de A.
thaliana. UFRGS, Porto Alegre, RS, 2010.
A inducéo dos genes FAD3, FAD 7 e FAD 8 quando inoculados com
P. deliense pode ser visualizada na Figura 10, sendo no gene FAD7 onde
ocorre a maior inducdo, um aumento de 3,5 vezes comparando com a

expressao da planta n&o inoculada, o gene FAD 3 dobra a expressao, e o

FAD 8 néo é induzido pela inoculagéo.

Expressao (vezes)

FAD3 FAD7 FADS8

FIGURA 10. Expressédo dos genes FAD3, FAD7 e FAD8 em A. thaliana
agro-infiltradas com TRV2b-GFP e inoculada com P. deliense.
Area sombreada; expressdo das plantas controle (Agro-
infiltradas com TRV2b-GFP e né&o inoculadas). UFRGS, Porto
Alegre, RS, 2010.
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A eficiéncia do silenciamento dos genes FADs pode ser vista na
Tabela 4. A eficiéncia do silenciamento do gene FAD 3 (Tabela 4) indica que
em 50% das plantas ocorreu silenciamento, o que também foi verificado no
trabalho de Valentine & Shaw, 2004, em que 50 % das raizes de A. thaliana
apresentaram uma reducdo na expressao da GFP 15 dias ap6s a agro-
infiltracdo. As plantas que sofreram silenciamento do gene FAD 3
apresentaram uma reducado meédia na quantidade de mRNA de 3,52 vezes.
J& a eficiéncia do silenciamento do gene FAD 7 foi um pouco menor, 43 %
com uma reducao de 2,18 vezes, quando comparado com a quantidade de
MRNA de plantas inoculadas com P. deliense e agro-infiltradas com TRV2b-
GFP. Diferente dos FAD 3 e FAD 7 o FAD 8 néo sofreu reducdo no acumulo

de mRNA.

TABELA 4. Eficiéncia do silenciamento dos genes FAD 3, FAD 7 e FAD 8
em Arabidopsis thaliana.

Genes Eficiéncia de silenciamento  Reducao (vezes)

FAD3 8/16 (50%) 3,52
FAD7 7/16 (43%) 2,18
FADS 0/16 (0%) 0
FAD3/

0,
AD7 5/16 (31%) 2,74

O gene FAD3 possui uma identidade menor que os genes FAD7 e
FAD8 com o vetor TRV2b-FAD7, esperava-se entdo, que o evento de
silenciamento de plantas induzido por virus fosse menos eficiente e
estivesse presente em um numero menor de plantas. No entanto, o0s
resultados evidenciaram um comportamento contrario ao esperado. Cabe

ressaltar, que a meédia da expressdo relativa do gene FAD3 em plantas
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silvestres foi maior Figura 9), e que ocorre uma inducdo de 2 vezes na
expressao do gene FAD 3, podendo estes fatos serem determinante para as
diferencas verificadas entre o silenciamento dos genes FAD3, FAD7 e FADS.
Resultados encontrados por Mik et al, (2005) corroboram para o
entendimento deste caso, pois em seu trabalho quando silenciou uma familia
génica de arroz obteve uma variacao no silenciamento de cada gene, sendo
que foi menos efetivo o silenciamento do gene menos expresso devido a
falta de substrato para a RNA polimerase dependente de RNA da planta,

essencial na fase de amplificacdo do silenciamento.

O silenciamento de genes em plantas apresenta um ndamero
consideravel de variaveis, dentre elas, a quantidade de indculo presente em
cada folha, a similaridade da sequéncia inserida no TRV2b com o RNA alvo,
a expressao do gene alvo, estabilidade dos fragmentos clivados e a
capacidade de quantificacdo do silenciamento pelos oligonucleotideos

iniciadores.

Na andlise conjunta das 5 plantas silenciadas dos genes FAD3 e
FAD7 (Figura 11), verifica-se que nas plantas em que ocorreu silenciamento
de ambos o0s genes ocorreu uma menor expressao relativa do gene

codificante da defensina PDF1.2.

A correlagdo da expressdo de PDF1.2 com a resisténcia e sua
inducdo por patdégenos necrotréficos sdo conhecidas (Glazebrook et al.,
2005). Vijayan et al., (1998) em seu trabalho com triplo mutantes de A.
thaliana fad3, fad7 e fad8, os quais tem a resisténcia altamente reduzida em

comparacao as plantas silvestres, ndo apresentavam inducdo do gene
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PDF1.2 quando inoculadas com P. mastophorum, A expressao e resisténcia

sao restituidas através da complementacao bioquimica de MeJA.
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FIGURA 11. Acimulo de mRNA dos genes FAD3, FAD7 e PDF 1.2 em
plantas de A. thaliana silenciadas com TRV2b-FAD7 e
inoculadas com P.deliense. 1 a 5, plantas de A. thaliana
com reducdo no acumulo de mRNA de ambos os genes
FAD3 e FAD7. Area sombreada; expressdo das plantas
controle (Agro-infiltradas com TRV2b-GFP e inoculadas com
P. deliense). UFRGS, Porto Alegre, RS, 2010.

4.5 Complementacao bioquimica do silenciamento.

A complementacédo bioquimica obtida através da adicdo do MeJA,
alterou o fendétipo das plantas de A. thaliana silenciadas e inoculadas com P.

deliense, restituindo assim a resisténcia ao P. deliense (Figura 12).

A restituicdo da resisténcia se deve a presenca de MeJA, o qual
permite o sequestro e a degracdo do inibidor JAZ através do complexo
enzimatico SCF-COI1 (Wasternack & Kombrink, 2009), liberando com isso o
fator de transcricdo MYC2 para a realizacdo da sintese de genes de

resisténcia (Memelink, 2009), fendbmeno este, verificado naturalmente na
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planta inoculada com P. deliense nao silenciada, tornando-a resistente ao

patdégeno.
4 A
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P. deliense + + -+
MelJA - - +

FIGURA 12. Resisténcia de Arabidopsis thaliana a Pythium deliense.
Médias de notas atribuidas ao fendtipo das plantas
inoculadas com Pythium deliense e agro-infiltradas com
TRV2b-FAD7 (+) e TRV2b-GFP (-). Diferentes letras entre
tratamentos indicam diferenca significativa Duncan P < 0,05.
UFRGS, Porto Alegre/RS, 2010.

A Figura 13, apresenta a reducdo da expressdo dos genes FAD 3,
FAD 7 e PDF 1.2 em plantas silenciadas, demonstrando como no primeiro
experimento que o silenciamento dos genes FAD 3 e FAD 7 reduz a indugéo
da defensina PDF 1.2 e a inducdo do gene responsavel pela defensina
PDF1.2 é liberada pela adicdo exdgena de MeJA (Figura 14). A inducgéo da

expressdo do gene PDF1.2 esta ligada a restituicdo da resisténcia nas
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plantas silenciadas e que receberam MeJA complementando-o

bioquimicamente (Vijayan et al., 2005).
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FIGURA 13. Acumulo de mRNA dos genes FAD3, FAD7 e PDF1.2 em
plantas de A. thaliana agro-infiltradas com TRV2b-FAD7,
inoculadas com P. deliense e sem adicdo de MeJA. Area
sombreada; expressdo das plantas agro-infiltradas com
TRV2b-GFP com inoculacéo de P. deliense e sem a adicdo de
MeJA. UFRGS, Porto Alegre, RS, 2010.
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FIGURA 14. Acumulo de mRNA dos genes FAD3, FAD7 e PDF1.2 em
plantas de A. thaliana agro-infiltradas com TRV2b-FAD?7,
inoculadas com P. deliense e com adicdo de MeJA. Area
sombreada; expressdo das plantas agro-infiltradas com
TRV2b-FAD7, inoculadas com P. deliense e sem adicao de
MeJA. UFRGS, Porto Alegre, RS, 2010.




5 CONCLUSOES

O vetor viral TRV2b-FAD7 induziu o silenciamento dos genes FAD7 e

FAD3 em plantas de A. thaliana.
O vetor viral TRV2b-FAD7 néo induziu o silenciamento do gene FADS.

O silenciamento dos genes FAD3 e FAD7 torna as plantas de A.

thaliana suscetiveis ao isolado P. deliense.

As plantas de A. thaliana quando silenciadas possuem uma

expressao menor do gene PDF1.2.

A adicdo de Metil Jasmonato restitui o fenotipo de resisténcia das
plantas de A. thaliana inoculadas com P. deliense e com membros dos

genes FAD silenciadas.
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APENDICE 1.

7 APENDICES

Alinhamento das sequéncias de nucleotideos dos mRNAs
dos genes FAD7 e FAD8. Em destaque, as sequéncias
referentes a regido de maior identidade (Cinza), em negrito
itdlico sequencia de oligonucleotideos iniciadores,
sublinhado regido interna aos oligonucleotideos iniciadores.

fad7
fad8

fad7
f ad8

fad7
fad8
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f ad8
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f ad8

fad7
fad8

fad7
f ad8

fad7
fad8

fad7
f ad8

fad7
fad8

fad7
f ad8

fad7
fad8

ATGCCGAACTTGGTCTTATCAGAAT GT GGTATACGACCT CTCCCCAGAATCTACACAACA
ATGGECGAGCTCGGT TTTATCAGAATGTGGT TTTAGACCTCTCCCCAGATTCTACCCTAAA
kkkkkkhk *k *kk k*khkhkkhkkkhkkhkhkkhkkhkkhkkk * khkhkhkkhkkhkhkkhkkkhkkhkhkkhkk kkhkkk*k * * %
CCCAGATCCAATTTCCTCTCCAACAACAACAAATTCAGACCATCACTTTCTTCTTCTTCT
CACACAACCTCTTTTGCCTCTAACCCTAA- - - ACCC- - ACTTTCAAATTCAA- TCCACCA
* k*k Kk k% * %k % *kk Kkk %k * % * * * % * k% * k% * % *
TACAAAACATCATCATCTCCTCT- GICTTTTGGT CTGAATTCACGAGATGGGT TCACGAG
CTTAAACCTCCTTCTTCTCTTCTCAATTCCCGKRNUESKTTC—TACTCTAAA—--ACCAG
*k* * * k**k *kkk K*k*% * * * **%k k*k*k*%x **k k%
GAATTGGGCGT TGAAT GT GAGCACACCATTAACGACACCAATATTTGAGGAGTCTCCATT
GAACTGGGCATTGAATGTGECAACACCTTTAACAACTG: - - - - TTC - - - AGTCTCCATC
khkk khkkk Fhkhkkhkkkhkkkk kkkkk *kkkk Kk % * % kkkkkkhkkk
GGAGGAAGATAATAAACAGAGATTCGATCCAGGT GCGCCTCCTCCGT TCAATTTAGCTGA
CGAGGAAGACACGG- - - AGAGATTCGACCCAGGT GCGCCTCCTCCCTTCAATTTGGCGGA
*kkkhkkkk*k * khkkhkkkhhhkhhk *hkhdkhhFdhkhkhxdkhhkdhdx *khkxkkdkhhkidkxk *x k%
TATTAGAGCAGCTATACCTAAGCATTGT TGGGT TAAGAATCCATGGAAGTCTTTGAGI TA
TATAAGAGCAGCCATACCTAAGCATTGT TGGGT TAAGAATCCATGGATGTCTATGAGT TA
kkk kkhkkkhkkhkkkhk k*hkkhkkhkhkkhkhkhkkhhkkhkhkhkkhhkhkhhkkhhkhkkhhkhrhkkhhkhkhhkdxk *k*x*x *kkrkkk*x*x
TGTCGTCAGAGACGT CCCTATCGT CTTTGCAT TGGCTGCTGGAGCT GCTTACCT CAACAA
TGTTGTCAGAGATGI TGCTATCGTCTTTGGATTGECTGCTGT TGCTGCTTACTTCAACAA
hkhkk khkkkhkkhkhkdhk hk hhkhhkIdkhkhkhkhkhkhhkk khkkkhkhkdhkhkhkk kxkhkhkkhkkkhkkx *kkkkkk
TTGGATTGI TTGECCTCTCTATTGECTCGCTCAAGGAACCATGI TTTGEECTCTCTTTGT
TTGECTTCTCTGGECCTCTCTACTGGT TCGCT CAAGGAACCATGTI TCTGGEECTCTCTTTGT
kkkk *k Kk Khkhkhkkhkkkhkkhkhkkhkk kkhk Fhhkkhkkhkhkkhkkhkkhkkkhkhkhkkhkhkkhkk kkhkkkhkkhkhkkhkkhkkhkkhkkik
TCTTGGTCATGACT GTGGACATGGTAGT TTCTCAAATGATCCGAAGT TGAACAGT GTGGT
CCTTGGCCATGACTGCGGACATGGTAGCT TCTCGAATGATCCGAGGCTGAACAGT GTGEC
khkkhkk *hkhkhkdhhkh FhhkhhkFdhkhkhhkk *khkhkhkk Fhkkhkhkkhkkkhkkx * kkkkkkhkkkkkhx
CGGTCATCTTCTTCATTCCTCAATTCTGGTCCCATACCATGGCTGGAGAATTAGTI CACAG
TGGTCATCTTCTTCATTCCTCAATTCTGGT CCCTTACCATGGECT GGAGGATTAGCCACAG
khkkkkkhkkhkhkhkkhhkhkhhkkhhhkkhhkhkhhkkdhkhkkhhkddhk* **hkkdkhkkrkk khkk *x*x ***x*x% *kkk*k
AACTCACCACCAGAACCATGGACATGT TGAGAATGACGAATCTTGGCATCCTATGTCTGA
AACTCACCACCAGAACCATGGT CATGT CGAGAAT GACGAATCATGGECATCCTTTGCCTGA
hhkdhkhkkhhhhhdhhdhhdhhddd *dhdhd Fhdxddhddrddhddd *dFxdhdxdddx *%x *k*x*
GAAAATCTACAATACTTTGGACAAGCCGACTAGATTCTTTAGATTTACACTGCCTCTCGT
AAGCATCTACAAGAATTTGGAAAAGACGACTCAAATGT TTAGGT TTACACTGCCTTTTCC

* kkkkkkhkk * *kkhkkkk *kk kkhkkk*k * k* kkkkk *hkkhkkhkkhkkkkhkkkik X
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Continuacdo APENDICE 1. Alinhamento das sequéncias de nucleotideos

fad7
fad8

fad7
f ad8

fad7
f ad8

fad7
fad8

fad7
f ad8

fad7
fad8

fad7
f ad8

fad7
fad8

fad7
f ad8

fad7
f ad8

fad7
fad8

dos mMRNAs dos genes FAD7 e FAD8. Em
destaque, as sequéncias referentes a regido de
maior identidade (Cinza), em minusculo itélico

negrito  sequéncia de  oligonucleotideos
iniciadores, sublinhado regido interna aos
oligonucleotideos iniciadores.

GATGCTTGCATACCCTTTCTACT TGT GGGCT CGAAGT CCGGGGAAAAAGGGT TCTCATTA 779
AATGCTCCCATACCCTTTCTACT TGT GGAACAGAAGT CCAGGGAAACAAGGT TCTCATTA 758
*kkk*k E R R S S kkkkkkhk *hkkhkkk * *(khkkkkhkkhkkkk*k

CCATCCAGACAGTGACTTGT TCCTCCCTAAAGAGAGAAAGGATGTCCTCACTTCTACTGC 839
TCATCCGGACAGTGACTTGT TTCTTCCAAAAGAGAAGAAAGATGT TCTGACATCAACTGC 818

*kk ok ok khkkhkkkhkhkdhkhrhhkdkx *kx *kk *hkhkhkkkhkk *k kkhkkhkkk kk K*k K*k kxkk %k

TTGTtggactgcaatggctgcTCTGCTTGITTGICTCAACTTCACAATCGGTCCAATTCA 899
CTGTtggactgcaatggctgcTTTGCTTGITTGICTCAACTTTGTCATGGGTCCAATCCA 878

Rk S R O O S R R S S S R R R S *kk kkkhkkkkhkk k%
AATCCTCAAACTTTATGGAATTCCTTACTGGATAAATGTAATGTGGTTGGACTTTGIGAC 959
GATGCTCAAACTATATGGECATCCCTTATTGGATATTTGTAATGTGGTTGGACTTCGTCAC 938
kkkkkkhkkhkhkkk, kkhkkkhk **k *hkkhkk *khkkkkhk F*hkkhkkhkhkkhkkhkkhkhkkhkkhkkhkkkhkkk *k k%
TTACCTGCATCACCATGGT CATGAAGATAAGCT TCCTTGGTACCGT GGCAAGGAGTGGAG 1019
TTACTTGCACCACCAT GGACATGAAGACAAGCT CCCTTGGTATCGT GGAAAGGAATGGAG 998
khkkhk Khhkkhkhk Fhkhkhhkkhkkhkk khkhhkkhkhkhkkh Fhkhkkhkk hhkFdhkhkhkhkk khkhkkkhk khkhkkk kxkkkk
TTACCTGAGAGGAGGACTTACAACATTGGATCGTGACTACGGATTGATCAATAACATCCA 1079
TTACCT GAGAGGAGGGCT CACAACATTAGATCGT GACTACGGATGGATCAATAACATCCA 1058
kkkkhkkhkkhkhkhkkhkhkhkhkx **k *hkkhkkkhkhkk, * khkhkkhkhkkhhkkdhhkkhkhk *x *hkkrkkhkhkhkkdkhkkrkk*x*x
TCATGATATTGGAACTCATGTGATACATCATCTTTTCCCGCAGATCCCACATTATCATCT 1139
CCACGATATTGGAACTCATGTGATACATCATCTTTTCCCGCAGATCCCACATTATCATCT 1118

RE I S kS R R IRk S S e b o S R R Sk kR S ke R R

AGTAGAACCAACAGaagcagctaaaccagtATTAGCGAAGTATTACAGCGAGCCTGATAA 1199
AGTAGAACCAACAGaagcagctaaaccagtACTAGGAAAGT ACTACAGAGAACCGAAAAA 1178

EE I I I I R I I I I S * k k% * k k k% * k k k% * % * % * * %
GTCTGGACOGT TGOCATTACATTTACT GGAAAT TCTAGCGAAAAGTATAAAAGAAGATCA 1259
CTCTGGACCTCTGOCACT TCACT TACT GGGAAGCCT CATAAAGAGTATGAAACAAGACCA 1238
*kkkkkk*x * Kk k k% * * % *kkkkk*k * % * % * % * Kk k k% * k% % * k k% * %
TTACGTGAGOGACGAAGGAGAAGT TGTATACTATAAAGCAGATCCAAATCTCTATGGAGA 1319
TTTCGT AAGOGATACAGGAGAT GTCGTGTACTATGAGGCAGATCCAAAACTCAATGGACA 1298
* % * k% % * Kk k k% * Kk kk k% * % * % *kkkk*k * EE R I S I O o * k% % * Kk k k% *
GGTCAAAGTAAGAGCAGATTGA 1341

A- - - AGAACATGA- - - - - - - - - 1308

* * * k%
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APENDICE 2. Alinhamento das sequéncias de regido interna aos
oligonucleotideos iniciadores e o fragmento da sequéncia
de nucleotideos do mRNAs do gene FAD3. Em negrito, as
sequéncias referentes a regido de maior identidade.

Cl one TGGACTGCAATGGCTGCTCTGCTTGT TTGTCTCAACTTCACAATCGGTCCAA 52
fad3 TGGTCCATAATGTTCGTCAGTCTTATCGCTCTATCTTTCGTCTTCGGTCCAC 639

*k* * * Kk kx * *kk ok * k% * k% *kkkkkk*k

Cl one TTCAAATGCTCAAACTTTATGGAATTCCTTACTGCGATAAATGTAATGTGGTTGGACTTTG 112
fad3 TCGCGGT TCTTAAAGTCTACGGTGTACCGTACATTATCTTTGTGATGTGGTTGGATGCTG 699

* k% k*k*k*k * k% k% * k% k*k*% * * kkk k*khkkkhkkkkhkkkk*k * %

Cl one TGACTTACCTGCATCACCATGGTCATGAAGATAAGCT TCCTTGGTACCGTGGCAAGGAGT 172
fad3 TCACGTATTTGCATCATCATGGT CACGATGAGAAGT TGCCTTGGTATAGAGGCAAGGAAT 759

* k*x k% hkhkkkhkkkhkx *hkdhkhkkhkk *k K*k *kk * *hkhkxkkkk * kxkkkhkkkkk X

Cl one GGAGTTACCTGAGAGGAGGACTTACAACATTGGATCGTGACTACGGATTGATCAATAACA 232
fad3 GGAGITATCTACGT GGAGGATTAACAACAATTGATAGAGATTACGGAATCTTTAACAACA 819

kkkkkkk k% * kkkkkk Kk kkhkkkkk *k *kk * k% *kk*kkkk*k *x * k**k K*k*k*k

Cl one TCCATCATGATATTGGAACTCATGTGATACATCATCTTTTCCCGCAGATCCCACATTATC 292
fad3 TTCATCACGACATTGGAACTCACGTGATCCATCATCTCTTCCCACAAATCCCTCACTATC 879

* kkkhkkk kk kkhkkkhkkhkkkhkkhkkhk khkkhkk kkhkkkhkkhkkkk K*kkhkkhkk kk kkhkkkk **k *kk*k

Cl one ATCTAGTAGAAGCAACAGAAGCAGCTAAACCAG 325
fad3 ACTTGGTCGACGCCACGAAAGCAGCTAAACATG 912

* * k% *%k k% k% kkkhkkkhkkhkkkhkkkk *

APENDICE 3. Sequéncia do fragmento amplificado do vetor TRV2b-FAD7.
Em destaque, sublinhada a sequéncia do gene FAD7, em
minusculas sitio de digestado das enzimas

TTTCAGI TGACCTAGACT TCAGACACGGATCTACTTAAAGAACCGTA
GITTAATGI CT TCGGGACAT GCCCGEECCT CGAGACGCGT GAGCTCGGTACC
GGATCCCCATGGAGECCTTCTAGAGt t aaCTGGACTGCAATGECTCCTCTG
CTTGITTGICTCAACTTCACAATCGGTCCAATTCAAATGCTCAAACTTTATG
GAATTCCTTACTGGATAAATGTAATGTGGT TGGACTTTGTGACT TACCTGCA
TCACCATGGTCATGAAGATAAGCT TCCTTGGTACCGT GGCAAGGAGT GGAGT
TACCT GAGAGGAGGACT TACAACATTGGATCGT GACTACGGATTGATCAATA
ACATCCATCATGATATTGGAACTCATGTGATACATCATCTTTTCCCGCAGAT
CCCACATTATCATCTAGTAGAAGCAACAGAAGCAGCTAAACCAGTIgaat t ¢G
AACTCGGEGTAAGT GATACAGT AACCAGT AGGT CAGCAAACCGAGT TGTCAAA
TTTTTAGTAACAGAATGATAGACTCTATCAACGAGAGACAAATATTAAAATT
ATGITGCTCACAACAGTI TTACTTTATTTAATTAAATCTTTCTCAAAGAAAGT G
GGAAACCGCAGAACAAGT GCT CGEGECGECCGT GGCCGCEGAATGATTTCCATC
CGGTCCACAACCCTAAGGAATAGGEGT TTCTCCTGCGCTGGTATTTTTAACTA
GCCTCAATTGAATTCATCT TCACCAATTCCAGGGGECAACCGAAACCGAT GGG
ACTGATTCTATGGECCGTCAAATAGGTAAAATTTGAACACTAGAAAGGT TGCC
AAAGCATGCCGAATATCGCCCATCGAAATAAATATCC




