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Resumo

Recentes descobertas de ferramentas tém viabilizado uma investigagcdo mais profunda dos
fundamentos genéticos, moleculares e bioquimicos das plantas em resposta a estresses biéticos e
abiéticos. Este trabalho teve como objetivo desenvolver e validar oligonucleotideos para o gene
phantastica em Nicotiana benthamiana, visando a aplicacdo do método de silenciamento péds-
transcricional induzido por virus (VISG) por meio de vetores TRV (Tobacco rattle virus). Em seguida, a
eficiéncia dos primers foram testadas em plantas de tabaco. No avan¢o dessa pesquisa, realizou-se a
busca em bancos de sequéncias genéticas, andlise in silico, testes de bancada como PCR,
eletroforese, clonagem, clivagem, agroinfiltracdo e sequenciamento. Os resultados para o
silenciamento do gene-alvo se demonstraram positivos e corroboram com outros autores. Conclui-se
gue o par de oligonucleotideos desenvolvido para phantastica e sua aplicagdo no método de VIGS em
plantas de N. benthamiana foi eficiente in vitro, sendo assim, sugerido para estudos experimentais de
gendmica funcional e engenharia genética.

Palavras-chave: PCR. phantastica. Oligonucleotideos. VIGS. Tabaco.
Area do Conhecimento: Ciéncias Biolégicas: Genética.
Introducéo

Em fun¢@o dos dltimos avangos na biologia molecular, novas ferramentas tém sido descobertas
possibilitando novos estudos em plantas. Liu et al. (2002) desenvolveram um sistema de silenciamento
po6s transcricional induzido por virus (VIGS) baseado na incorporacao estavel de DNA plasmidial de
bactérias Agrobacterium tumefaciens e no virus de genoma bipartido Tobacco rattle virus (TRV),
dividido em RNA 1, responsaveis por codificar proteinas replicase, proteinas de movimento, RNAs
subgendmicos e RNA 2, codificantes de proteinas de revestimento e proteinas ndo estruturais. Esse
sistema é valioso nas areas da engenharia genética e genémica funcional, pois permite o silenciamento
especifico de genes-alvo seguido da andlise de suas fun¢gdes em um curto periodo de tempo.

Waites e Hudson (1995) identificaram pela primeira vez a fun¢éo de phantastica em Antirrhinum
majus (Plantaginaceae), relatando que plantas mutantes (silenciadas) possuiam fenétipo de ma-
formacao dorso-ventral em folhas e flores. Phantastica é essencial para a formacgé&o da simetria adaxial-
abaxial, regulando a expressao de outros genes envolvidos no amadurecimento desses 6rgéos
(BUSTAMANTE et al., 2016). Huang et al. (2013) identificaram um novo ortologo de phantastica em
plantas de Nicotiana benthamiana aplicando o método de VIGS.

O gene NbPHAN e seus homoélogos estao presente em mais de 50 espécies e 22 familias de
plantas diferentes, incluindo solanaceas (KAZEMIAN et al., 2020). Localizado no nicleo celular, este
gene de éxon Unico pertence a familia de fatores de transcricdo de dominio MYB altamente
conservados com duas repeti¢des, classificados como MYB tipo R2R3 (DUBOS et al., 2010). Essa
subfamilia MYB (R2R3) participa do metabolismo primério e secundario, crescimento e da resposta aos
estresses bidticos e abidticos em plantas (STRACKE et al. 2001; MATUS et al., 2008).
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Experimentos utilizando VIGS em plantas-modelo de Nicotiana benthamiana se destacam por sua
efetividade e facil manejo. Embora N. benthamiana ndo seja uma planta cultivada de interesse
comercial, diversos estudos usufruem do seu acesso na aplicagdo desse método, contribuindo na
obtencdo de informacdes cruciais para o desenvolvimento de culturas resistentes e tolerantes
(VENTIMILLA et al., 2021; HELDERMAN et al., 2022).

Diante do exposto, objetivou-se com esse estudo elaborar e validar um par de primers especifico e
eficiente para clonar um fragmento do gene phantastica de N. Benthamiana no vetor Tobacco rattle
virus (TRV) (LIU et al., 2002) para o silenciamento especifico do gene pelo método de VIGS.

Metodologia

A sequéncia génica de PHAN (Cddigo no GenBank FR878011) de N. benthamiana foi obtida com
auxilio da ferramenta BLASTn (NCBI) e a localizacédo de regides candidatas com 400 pares de bases
consideradas ideais para o silenciamento por VIGS foi realizada com o programa SGN VIGS Tool
(FERNANDES-POZO et al., 2015), que prediz o nivel de especificidade do silenciamento, eliminando
regides com potencial de silenciamento de genes ndo-alvo. Os primers foram desenhados no software
Primer’s Tools da plataforma online NCBI e OligoAnalyzer Tool — Integrated DNA Technologies (IDT)
de acordo com os parametros descritos por Huang et al. (2013). Para etapa de clonagem, introduzimos
nos primers os sitios das enzimas de restricdo BamHI e Xhol selecionados por meio da ferramenta
online WebCutter 2.0, acrescentando nucleotideos (nt) ancora de 3nt e 4nt, respectivamente.

Para obtencdo do cDNA, foram coletadas amostras de tecido vegetal de folhas de Nicotiana
benthamiana. O RNA total foi extraido com o kit SV Total RNA Isolation System e obteve-se o cDNA
com uso do kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription, de acordo com as respectivas
recomendac@es dos fabricantes (Promega® e Invitrogen®). Em reacdes de PCR para amplificacdo do
gene-alvo, utilizou-se o kit HOT FIREPol Master Mix, de acordo com as recomendagdes do fabricante
(Solis Biodyne®). Os oligonucleotideos desenvolvidos foram validados quanto a amplifica¢éo aplicando
gradiente de temperatura de anelamento (Ta) igual a 50~60 °C + 2 °C. Os paradmetros da reacao
adaptados foram: desnaturagéo a 95 °C por 15 minutos; ciclo: desnaturagéo de 95 °C por 30 segundos,
seguido de anelamento de 58 °C por 30 segundos e extensado 72 °C por 30 segundos, no total de 35
ciclos; extensao final 72 °C por dez minutos e 4°C, em termociclador TC-9639 (Loccus®).

Em seguida, o fragmento do gene NbPHAN foi clonado no vetor pGEM-Teasy com uso do kit pPGEM-
Teasy Easy Vectors Systems, seguindo as recomendacdes do fabricante (Promega®). Apos a ligagéo,
células competentes de Escherichia coli linhagem DH5a obtidas de acordo com Sambrook & Russell
(2001) foram transformadas por choque térmico (CALVETE, et al. 2015), plaqueadas em meio de
cultura Luria Bertani (LB) com antibidtico ampicilina [100 ug/mL] e solucdo seletora (X-GAL [5,33
mg/mL] + IPTG [0,66 mM] — espalhado por cima) e incubadas a 37 °C por 24 horas.

As colbnias transformadas de E. coli com a cor branca foram selecionadas e repicadas em meio LB
liquido com antibiético ampicilina [100 ug/mL] e incubadas em agitador (180 rpm) durante a noite. Em
seguida, efetuou-se a extracdo da construcdo pGEM-NbPHAN utilizando Mini kit de purificagdo de
plasmideo, de acordo com as recomendacdes do fabricante (Ludwig®).

Para insercéo do fragmento de NbPHAN no vetor pTRV2, o fragmento de 367 pb foi recuperado do
vetor pGEM-Teasy usando as enzimas de restricio BamHI e Xhol (clivagem dupla) de acordo com as
recomendac¢fes do fabricante (Promega®). A ligacdo no vetor pTRV2 foi realizada com uso do Kit
Anza™ T4 DNA Ligase Master Mix (Invitrogen®), incubado a temperatura ambiente por 16 horas.

A constru¢do pTRV2-NbPHAN foi entdo transformada em células competentes de Agrobacterium
tumefaciens, estirpe C58C1, por choque térmico (SAMBROOK; RUSSEL, 2001), seguido do
plagueamento em meio de cultura YEP (Extrato de Levedura + Peptona) acrescido dos antibiéticos
canamicina [50 pug/mL] e rifampicina [25 pg/mL] e incubadas a 30°C em estufas por 48 horas. Apés o
crescimento, coldnias transformadas foram repicadas em meio YEP liquido e incubadas em agitador a
180 rpm por 48 horas. A presenca das construgfes nas bactérias transformadas também foi confirmada
por PCR, clivagem com enzimas de restricdo e sequenciamento.

O silenciamento génico de NbPHAN por VIGS em plantas de tabaco com 5 semanas de idade foi
realizado a partir da agroinfiltracdo de uma suspensdo bacteriana de A. tumefaciens (C58ClI)
transformadas com o RNA1l (vetor pTRV1) e com o RNA 2 (vetor pTRV2-NbPHAN) do TRV,
ressuspendidos em solucdo de infiltracdo (10 mM de MgCl;, 100 mM de MES e 200 uM de
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acetosiringona, pH 5,5), misturados na propor¢ao de 1:1 (da mesma forma o controle fenotipico do
gene de fotobranqueamento PDS — pTRV2-PDS e controle negativo com gene exégeno GFP — pTRV2-
GFP) por infiltracéo foliar usando seringa sem agulha. O protocolo de inoculagéo foi realizado de acordo
com Li (2011) e adaptado por Yu & Macho (2021). As plantas foram mantidas em temperatura de
22~24°C, 16h claro / 8h escuro e 65~70% de umidade relativa para crescimento e disseminacao viral.

Apb6s 7 semanas, a andlise da expressao foi conduzida por gRT-PCR, em reac¢des de 10 pL totais
(2 uL — cDNA, 5 pL PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix — Applied Biosystems™ e 3 uL de primer
[400 nM] iniciador 5-CAGATCACCATCTCCATCTGTG-3 e reverso 5-
TTCAGGTCCTCTATCTGTCTGT-3 especifico para o gene NbPHAN, utilizando o equipamento
LightCycler® 96 (Roche). Para tanto, os pardmetros reagdo foram: incubacdo a 50°C por 2 minutos,
95°C por 2 minutos e 40 ciclos de 95°C por 15 segundos seguidos de 60°C por 1 minuto. Ao final, foi
realizado Melt-curve com 50-95°C incrementando 0,5°C for 10 segundos. Utilizou-se o gene GAPDH
como referéncia (HUANG et al., 2013) e as andlises de expressdo diferencial foram realizadas de
acordo com o célculo do 2-22Ct (PFAFFL, 2001).

Resultados

Neste trabalho foram utilizados dois pares de oligonucleotideos para amplificacdo do gene NbPHAN,
sub clonagem no vetor pGEM-Teasy e clonagem no vetor pTRV2. O primeiro par desenvolvido para
NbPHAN para o método de VIGS (NbPHANS) foi desenvolvido por Hung et al. (2013) e o segundo par
denominado NbPHAN-VIGS pelos autores. As regides sublinhadas representam sitios de enzimas de
restricdo para posterior clonagem e os nucleotideos ancora destacados em negrito. Os primers estdo
descritos de acordo com a tabela 1.

Tabela 1 — Descri¢éo dos oligonucleotideos para amplificacéo da regido parcial do gene phantastica em plantas-
modelo N. benthamiana.

Primers Sequéncia colzlief?clzztr)lte Tamanho  Amplicon '[m
Inicio Fim (pb) (pb) C)

NbPHANS T TCTAGAACTACCTCAAACCAGGGAT 152 171 19 345 56
R: GGATCCAGGAAGAAGAGTTTGTGG 479 497 18 345 60

NbPHAN- F: GTAGGATCCTGGCGATCTGAAGAGGATGC 19 39 20 367 65
VIGS  R: GTCGCTCGAGTGTGGTCGTATTTTCCCTCGT 365 386 21 367 66

Fonte: Os autores.

As amplificac8es foram observadas para ambos os oligosnucleotideos (Figura 1 — A), entretanto, o
amplicon NbPHAN-VIGS foi utilizado na subclonagem em pGEM-Teasy seguido de transformacdo em
bactérias E. coli DH5a. A clonagem foi confirmada por PCR das construg6es de DNA plasmidial
extraidas (Figura 1 — B).

Figura 1 — (A) Resultado da PCR com uso dos primers em gel de agarose 1,5% e (B) resultado da PCR usando
como DNA molde os vetores extraidos de colbnias de E. coli DH5a transformadas para constru¢cdo pGEM-
NbPHAN e pTRV2-NbPHAN. Plasmideo circular (PC), Plasmideo linear (PL) e Plasmideo enovelado(PE) séo
representados

Fonte: Os autores.
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Ap6s a co-agroinfiltragdo de suspensdes bacterianas de C58CI contendo pTRV1 e os cassetes de
silenciamento pTRV2 (Fig. 2 — A), as plantas foram avaliadas todos os dias a partir de uma semana
pés-agroinfiltracdo. O mosaico da coloragdo de folhas causada pelo inicio do silenciamento do controle
fenotipico PDS foi observado. A indug&o do silenciamento do gene PDS foi constatado duas semanas
pés-agroinfiltracdo para todas as plantas silenciadas, e com isso, assumiu-se que todas as plantas
também estavam efetivamente silencadas para o gene NbPHAN (Fig. 2 — B).

Figura 2 — (A) Mapa das construg@es utilizadas e (B) representagdo da estabilidade fenotipica duas semanas pés
agroinfiltragao.
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Fonte: Os autores.

Plantas com 7 semanas de idade comecgaram a expressar o fen6tipo de silenciamento génico para
NbPHAN quando comparado a plantas controle GFP, ao detectar folhas exibindo ma formagéo foliar e
floral (Fig. 3) e consequentemente menor taxa de crescimento e desenvolvimento. A andlise de RT-
gPCR confirmou o silenciamento génico de aproximadamente 60% do gene phantastica em N.
benthamiana.

Esse nivel de silenciamento € justificado pela idade das plantas no momento da coleta, visto que o
meétodo de VIGS é caracterizado por ser transiente, ou seja, aos poucos a planta recupera sua taxa
normal de transcritos e o gene volta a ser expresso em niveis naturais. Entretanto, foi possivel observar
uma diferenca significativa na expresséo génica entre plantas controle e plantas tratamento.

Figura 3 — (A) Fendtipo normalizado de plantas controle para o silenciamento génico, (B) fenétipo com méa-
formacéo foliar causado pela dorsoventralidade (FE — folhas estreitas, FA — folhas agulha e FM — folhas
mosaicos) evidenciando a estrutura adaxial e abaxial das folhas respectivas e (C) grafico de barras da expresséo
diferencial significativa de NbPHAN pelo teste T (assumindo p=<0.05.) e barras de desvio padréo.
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Fonte: Os autores.
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Discusséo

Até o momento, genes que codificam proteinas TF’'s de dominio MYB como phantastica tem sido
extensivamente estudado devido a sua atuacdo na regulacdo da expressao génica de varios genes
responsivos aos estresses bidticos e abidticos em plantas, sendo excelentes candidatos para o
melhoramento de culturas de interesse (NURUZZAM et al., 2013; BAILLO et al., 2019). Embora um
sistema VIGS tenha sido estabelecido para NbPHAN em tabaco (HUANG et al., 2013), buscamos
complementar a robustez desses ensaios desenvolvendo novas ferramentas moleculares de
silenciamento génico, que contempla predominantemente regifes do dominio MYB, ja que sdo bem
conservados em muitas espécies de plantas com regides hipervariaveis, caracterizando-as como ideias
para uso no sistema de VIGS.

O par de primers para regido parcial do gene NbPHAN propostos neste trabalho demostrou
eficiéncia na amplificagdo do gene-alvo e é possivel inferir que esses oligonucletideos sdo indicados
para uso no método de VIGS de maneira confiavel.

A disponibilidade de novos oligonucleotideos para estudos de silenciamento génico em plantas
otimiza o processo e aumenta a possibilidade de gerar respostas mais robustas. O silenciamento génico
é uma alternativa empregada extensamente na comunidade cientifica e contribui na compreensao das
funcbes de determinado gene (ou genes) na planta, de acordo com a condicdo que a mesma €
submetida.

Os nossos resultados corroboram com outros trabalhos relacionando o silenciamento do gene-alvo
com o fenoétipo de dorsoventralidade na formagéo dos 6rgdos, como em Medicago truncatula (GE;
CHEN, 2014), Nicotiana tabacum e Solanum lycopersicum (ZOULIAS et al., 2012). Ainda, os resultados
obtidos nas analises de sequenciamento certificaram a amplificagdo, conferindo credibilidade ao
conjunto de iniciadores, visto que o segmento dos oligonucleotideos correspondem ao mesmo
identificado nos sequenciamentos dos fragmentos amplificados.

Conclusao

O par de oligonucleotideos desenvolvido para phantastica e sua aplicagdo no método de VIGS em
plantas de N. benthamiana foi eficiente in vitro, sendo assim, sugerido para estudos experimentais de
gendmica funcional e engenharia genética.
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