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Isolamento de células gigantes em
galhas de raizes de leguminosas por
microdisseccao a laser (MDL)

Stephan Nielen’

Maria Fatima Grossi-de-Sa2
Patricia Messemberg Guimaraes?
Ana Claudia Guerra de Araujo*

Resumo O desenvolvimento de novas estratégias para a produgao de cul-
tivares resistentes aos nematoides das galhas inclui 0 maior conhecimento
de genes envolvidos no desenvolvimento de células gigantes (CG), formado-
ras dos sitios de alimentagéo, durante a infecgdo de plantas suscetiveis por
nematoides da galha. A analise transcricional baseada em todo o tecido da
raiz ou da galha formada pelo parasita resulta na identificagdo de numerosos
genes diferencialmente expressos. Para identificar genes especificos da in-
teragao planta-nematoides formadores de galhas (NFG) e genes de susceti-
bilidade que possibilitam a infecgdo, uma abordagem promissora € estudar o
transcritoma especifico das CGs. Neste estudo, a técnica de microdissecgéao
a laser foi estabelecida para isolamento de CGs produzidas por Meloidogyne
spp., em formagéo nas raizes de leguminosas (soja e amendoim) susceti-
veis. Para tal, CGs de segmentos de raizes coletados apds a inoculagdo com
Juvenis 2 (J2) e incluidos em Paraplast foram microdissectadas a laser, e utili-
zadas para extracao do RNA, seguida da sintese de DNA complementar, e da
amplificagdo por PCR de genes expressos constitutivamente, como indica-
¢ao indireta da integridade do RNA. O detalhamento do método e fluxo de tra-
balho aqui descritos para microdissecgao a laser de CGs e células vasculares
das raizes dessas leguminosas, com subsequente isolamento de RNA, cons-
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titui uma ferramenta importante para a analise molecular detalhada durante a
interacao planta-patégeno.

Termos para indexag¢ao: microdissecgao a laser; nematoides das galhas;
transcritoma célula-especifico; células gigantes; sitio de alimentacgao; raizes;
soja; amendoim.
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Isolation of giant cells from legume root-
galls by laser microdissection (LMD)

Abstract The development of new strategies for the production of cultivars
resistant to root-knot nematodes requires knowledge on the genes involved in
the formation of giant cells (GC) as the feeding sites upon infection of susceptible
plants with the respective pathogen. Transcriptional analyses based on whole
root or gall tissues results in identification of numerous differentially expressed
genes. To identify specific genes involved in the interaction between plant
and root-knot nematodes (NFG), as well as susceptibility genes that enable
infection, a promising approach is to study the specific transcriptome of
GCs. In this study, the laser microdissection technique was established for
the isolation of GCs produced by Meloidogyne spp., forming in the roots of
susceptible legumes (soybean and peanut). To this end, GCs from paraffin-
-embedded root segments collected after inoculation with juveniles 2 (J2) were
laser microdissected and used for RNA extraction followed by complementary
DNA synthesis, and PCR amplification of constitutively expressed genes,
as an indirect indication of RNA integrity. The detailed method and workflow
described here for laser microdissection of GCs and vascular cells from the
roots of these legumes, with subsequent isolation of RNA, constitutes an
important tool for detailed molecular analysis of plant-pathogen interaction.

Index terms: laser microdissection; root-knot nematodes, single-cell
transcriptome; giant cells; roots; soybean; peanut.
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Introducao

Dentre as inumeras pragas de importancia agronédmica mundial, estdo os
nematoides das galhas (RKN) Meloidogyne spp., que infestam raizes de uma
ampla variedade de espécies de plantas (Hussey; Janssen, 2002). Estima-se
que cerca de 5% da producao agricola mundial seja anualmente perdida por
causa de diferentes espécies de Meloidogyne (Karajeh et al., 2008) e dentre
as 97 espécies, M. incognita, M. arenaria, M. javanica e M. hapla s&o respon-
saveis pela maior parte do prejuizo nas culturas.

O controle de RKNs é dispendioso e laborioso, sendo que as praticas
mais utilizadas incluem rotagado de culturas com espécies de plantas anta-
gbnicas, uso de fungos antagonistas (revisados pela Poveda et al., 2020) e
algumas rizobactérias (Viljoen et al., 2019) ou antibidticos isolados de bac-
térias (Talavera-Rubia et al., 2020). Mas a principal forma de combate aos
RKNs ainda é o uso de nematicidas (Grabal et al., 2020), banidos de muitos
paises devido ao alto nivel de toxicidade. O desenvolvimento e uso de culti-
vares mais resistentes, por outro lado, é considerado o processo mais eficaz,
econOmico e ecologicamente adequado. Entretanto, o numero de cultivares
disponiveis com resisténcia significativa a RKNs ainda é relativamente limita-
do para a maior parte das culturas.

Algumas linhagens e cultivares de soja mais resistentes estdo ha muito
tempo sendo desenvolvidas para implementacdo em programas de melho-
ramento (Davis et al., 1998), tais como cultivares com resisténcia Unica ou
multipla, incluindo BRS Corisco (Oliveira e Landgraf, 2003), BRS 7980, BRS
8180RR (Embrapa Cerrados, 2013) e BRS 7380RR (Sousa, 2019) no Brasil.
Ja no caso do amendoim cultivado, Arachis hypogaea, a maioria das cultiva-
res utilizadas é altamente suscetivel, ao contrario de algumas espécies sil-
vestres de Arachis. Cruzamentos interespecificos utilizando material silvestre
e 0 amendoim cultivado deram origem a novas variedades mais resistentes
ao RKN (Simpson et al.,, 2001 e 2003), mas com baixo potencial de ren-
dimento. Contudo, mais recentemente novas variedades e varias linhagens
alotetraploides induzidas artificialmente, com maior resisténcia a fungos e
nematoide das galhas vem sendo disponibilizadas para o melhoramento de
amendoim (ex. Bertioli et al., 2021).
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E, portanto, imprescindivel a ampliacdo do numero de linhagens e cul-
tivares mais resistentes a RKNs, e preferencialmente, associadas a outras
caracteristicas de interesse para que possam ser controlados de forma mais
efetiva, com maior sustentabilidade e seguranga ambiental.

Atualmente, varios genes, transcritos exclusivos, promotores de genes
relacionados a defesa de plantas, além de efetores de RKN ja foram iden-
tificados e promotores de genes relacionados a defesa de plantas, além de
efetores de RKN vém sendo identificados na Embrapa Recursos Genéticos
e Biotecnologia (Basso et al., 2020a, 2020b; Mendes et al., 2021) e soja
(Glycine max) (Lisei de Sa et al., 2012; Beneventi et al., 2013; Rocha et al.,
2015) e M. arenaria e Arachis spp.) (Guimaraes et al., 2015; Mota et al.,
2018; Pereira et al., 2019; Martins et al., 2020). Estes genes tém sido utiliza-
dos na construcao de vetores para transformacao de plantas-modelo e alvo
(Guimaraes et al., 2017; Araujo et al., 2021) para avaliagao de seus efeitos.
Nesses estudos, a metodologia de isolamento do RNA das plantas infectadas
e controle, utilizou todo o tecido radicular das plantas (diferentes tecidos e
células) ou a galha e células adjacentes. E sabido que muitas vezes a iden-
tificagdo de genes determinantes na interacédo séo discretamente regulados,
€ sua expressao baixa e pontual fica mascarada devido sua diluicdo entre
outros transcritos mais abundantes, que podem ou nao estar envolvidos com
a interagao planta-patégeno (Wang et al., 2003; Barcala et al., 2010). Desta
forma, como alternativa mais assertiva e eficaz para a identificagao de genes
essenciais que possuem expressao temporal e espacial mais discreta du-
rante a interagdo planta-patégeno, elegemos avaliar a expressédo de genes
expressos por células gigantes (CGs), que sao células induzidas na regiao do
feixe vascular radicular da planta hospedeira, pela secregdo de moléculas do
estadio Juvenil 2 do RKN, para formagao do seu sitio de alimentagéao.

Para a identificagdo desses genes essenciais para o sucesso do parasitis-
mo, utilizamos a técnica de Microscopia com Dissec¢do a Laser (MDL), que
depende de equipamento especializado que facilita o isolamento de células
individuais ou areas especificas dos tecidos, primeiramente identificadas pela
sua localizagdo e morfologia caracteristica, no microscépio de luz acoplado
ao equipamento de Microscopia de Microdissecc¢ao a Laser (MDL).

O primeiro relato da aplicagédo da MDL para analise de expressao génica
em células vegetais foi publicado por Asano et al. (2002), que construiram
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uma biblioteca de DNA complementar (cDNA) a partir de RNA extraido de
células microdissectadas do floema do arroz. Mas varios estudos de plantas
vém sendo conduzidos para analise dos processos de transcricdo durante o
inicio da infecgdo por RKNs. Ramsey et al. (2004) publicaram um protoco-
lo detalhado para o isolamento de CGs de raizes de tomate infectadas por
M. javanica, demonstrando que é possivel recuperar RNA de alta qualidade
para estudos de expressao génica de CGs microdissectadas. Fosu-Nyarko
et al. (2009) geraram bibliotecas de cDNAs a partir de RNA extraido de CGs
isoladas por MDL em raizes de tomate (4 e 7 dias apds inoculagdo) com
M. javanica e identificaram genes que podem estar envolvidos na indugéo e
desenvolvimento de CGs.

Mas, o MDL permite a identificagdo de genes especificos com expressao
diferencial, que normalmente nao sao identificados quando se utiliza toda a
raiz ou galha na raiz para o isolamento de RNA, ja que certos eventos trans-
cricionais, como muitos daqueles envolvidos na interagdo planta-patégeno,
podem ter sua expressdao mascarada, como mostrado na analise de expres-
s&o comparativa de células sinciciais na soja (Klink et al., 2007).

Geralmente, as CGs podem ser identificadas 8-15 dias apds a inoculagcao
(DAI) com J2, pelo maior volume citoplasmatico, ao longo do feixe vascular,
além da associacdo com a formacao de galhas na respectiva regido da raiz.
Assim, durante esse estudo, foi estabelecido o procedimento para o isola-
mento de CGs, a partir de raizes de plantas de amendoim e soja infectadas
por M. arenaria e M. incognita, respectivamente, por essas células estarem
envolvidas em uma etapa estratégica na interagdo leguminosas-RKNs e que,
define o sucesso da infecgdo. A partir do isolamento de RNA células-espe-
cifico (CGs), pretende-se obter bibliotecas de cDNAs para a execugado de
analises transcritdmicas e identificagdo de genes de interesse na interacao
planta-RKN.

Assim, apresentamos aqui, de forma tutorial e detalhada, as etapas e
parametros utilizados para o sucesso na sintese de cDNA, a partir de RNA
isolado de CGs e de células da regido vascular de plantas controle (n&o ino-
culadas), onde as CGs sao induzidas por Meloidogyne spp. em raizes de
amendoim e soja.

A partir do estabelecimento desses procedimentos, cDNAs obtidos de
RNAS de CGs e células vasculares de raizes de plantas controle, de ambas
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as espécies de leguminosas, poderao ser utilizadas para sequenciamento e
analise transcritdmica comparativa, a fim de se identificar genes candidatos
conservados, com expressao exclusivas ou promotores, para posterior vali-
dagao in vivo. Além disso, os parametros e procedimentos determinados para
isolamento de CGs por MDL poderao contribuir para a obtengao de diferentes
tipos celulares em estudo, e assim dar inicio a geragao de bancos de transcri-
tomas célula-especificos na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia,
podendo assim, beneficiar diferentes areas de estudos.

Material e Métodos

1) Obtencgao de plantas

Sementes de amendoim (Arachis hypogaea ‘Runner IAC 886’) e soja
(Glycine max ‘Williams 82’) foram semeadas em copos de plastico de 200 ml
contendo quatro orificios no fundo, e uma mistura estéril de solo e do subs-
trato para plantas (Carolina Soil, Brasil) (2:1; v/v). Os copos foram irrigados
regularmente para germinagdo em uma sala de crescimento de plantas a
25 °C e fotoperiodo de 12h.

2) Bioensaios com nematoides

Raizes de plantas de amendoim e soja foram inoculadas quatro semanas
apos a germinagao, com Meloidogyne spp. em estadio juvenil 2 (J2). Os in6-
culos foram obtidos a partir da eclosao de ovos isolados de raizes de tomate
(Solanum lycopersicum ‘Santa Clara’) apos 90 dias da inoculagéao (DAI) por
M. incognita e raizes de amendoim infectadas por M. arenaria. Os ovos foram
mantidos por 7 dias a 4 °C e, apds sua eclosao, os J2 de M. arenaria e M.
incognita foram coletados e inoculados nas raizes de amendoim e de soja,
respectivamente, sem que houvesse irrigacao no dia anterior. Cada planta foi
inoculada com cerca de 5.000 J2, por dois pequenos orificios no solo, com
aproximadamente 2 cm de profundidade, feitos proximos as raizes. Plantas
controle foram inoculadas da mesma forma, entretanto com agua. As plantas
foram mantidas em sala de crescimento e a irrigagao foi retomada aos 2 DAL
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3) Preparagao de amostras

Coleta de amostras

As raizes de plantas de amendoim e soja inoculadas com J2 e das res-
pectivas plantas controle foram removidas nos seguintes pontos: 4, 8,12, 14,
16, 20 e 30 DAI. As plantas foram cuidadosamente retiradas dos vasos e a
mistura solo/substrato removida em agua corrente. As raizes de cada planta
foram transferidas para uma placa de Petri sobre gelo e a presenca de galhas
ao longo das raizes, identificadas com ajuda do estereomicroscopio Zeiss
SV16 (Zeiss, Alemanha).

Processamento dos fragmentos de raizes

» Fixagdo: apos a identificacdo de galhas nas raizes, fragmentos dessas
raizes, com aproximadamente 1 cm de comprimento foram obtidos e
transferidos para tubos de polipropileno de 2 ml contendo uma solu-
¢ao fixadora composta por etanol (EtOH) 100 %: acido acético glacial
(3: 1; v/v), recém preparada e incubados sob agitacao (5 rpm) a 4 °C
por 3 h. O mesmo procedimento foi feito para as plantas controle, onde
fragmentos de raizes laterais de amendoim e secundarias e terciarias
da soja foram excisados e fixados, conforme descrito para os fragmen-
tos com galhas. A solugéo fixadora foi trocada por nova solugéo e incu-
bada por mais 12 h, a 4 °C.

» Desidratagao: solugdes etandlicas aquosas com concentragdes cres-
centes foram preparadas com agua Millipore tratada com 0,1 % de dietil-
pirocarbonato (DEPC). A solugao fixadora foi substituida por EtOH 50 %
(2 x 15 min) a 4 °C, depois foram imersas em solugédo de EtOH 70%
(3 x 1 h)a4-°C. As amostras foram armazenadas em nova solugéo de
EtOH 70% a 4 °C.

* Infiltragdo: a desidratacdo das amostras armazenadas foi continuada
com a imersao destas, em solucdo 90% EtOH (1 x 1h), seguida de
imersdo em 100% EtOH (3 x 1h) a 4 °C para infiltracdo das amostras
com Paraplast Plus® (Sigma, EUA), os fragmentos foram desidrata-
dos em mistura de EtOH 100 %: HistoChoice® Clearing Agent (HC)
(Sigma, EUA) (2:1; v/v) por 1 h em temperatura ambiente, seguida pela
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imersao em EtOH: HC (1: 1; v/v); EtOH: HC (1: 2; v/v) e em HC por 1 h
em cada solugado, em temperatura ambiente. Para derreter o Paraplast
Plus®, pastilhas foram colocadas em tubo plastico de 50 ml e mantidas
a 58 °C por 3 h. O HC das amostras foi substituido pela mistura HC:
Paraplast Plus® derretido (1:1; v/v) por 1 h a 58 °C, entdo substituida
por Paraplast Plus® puro por 12 h a 58 °C. Novo Paraplast Plus® puro
foi adicionado por outras 3 h a 58 °C e ainda, com mais uma troca e
mesma incubagao.

* Inclusao: para inclusdo em Paraplast Plus®, as amostras foram re-
movidas cuidadosamente dos tubos, com auxilio de palitos de madeira
esterilizadas. As amostras foram colocadas de forma orientada para ob-
tengéo de secgbes longitudinais, em moldes de aluminio contendo uma
camada fina, com aproximadamente 1 mm de espessura de Paraplast
Plus® derretido no fundo. Os moldes foram mantidos sobre uma placa
de aquecimento a 58 °C e o Paraplast Plus® puro derretido foi adi-
cionado lentamente aos moldes ja com as amostras, até que uma su-
perficie concava de Paraplast Plus® fosse observada na superficie do
molde. Este excesso de Paraplast Plus® & importante para ndo deixar a
amostra descoberta, pois durante a polimerizagdo, ocorre uma grande
retracao do Paraplast Plus®. As amostras resfriaram a temperatura am-
biente e a polimerizagéo final foi obtida apds a colocagao dos moldes
sobre gelo. Para armazenar as inclusdes, os moldes foram colocados a
4 °C em uma caixa contendo gel dessecante.

* Montagem das inclusées: as inclusdes de Paraplast Plus® com as
amostras foram removidas dos moldes, o excesso de Paraplast Plus® no
entorno da amostra foi removido com auxilio de uma lamina para bisturi e
as inclusdes foram fixadas em suportes para uso no micrétomo rotativo.
Como suportes, foram utilizados blocos de madeira com superficie de
cerca de 2 cm? e como adesivo, Paraplast Plus® derretido. A superficie
com a amostra deve sempre ficar acessivel para o seccionamento, ou
seja, no lado oposto do bloco de madeira onde a incluséo é fixada.

4) Obtencao de secgoes e deteccao de RNA

O seccionamento das amostras foi realizado no micrétomo rotativo Leitz
1512 (Leitz, Alemanha) apds a limpeza geral e das areas. As secgdes com
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10 um de espessura foram obtidas e transferidas para gotas de agua livre de
RNases sobre uma lamina.

Para verificar a conservacdo de RNA total das amostras, algumas secgdes
montadas em laminas histolégicas foram tratadas com laranja de acridina
(3,6-dimetilaminoacridina), e observadas sob luz azul (460 nm) para excitagao,
que resulta em fluorescéncia vermelho-alaranjada onde existe o RNA (Ramsey
et al., 2004). Para tal, o Paraplast Plus® das secgdes foi removido pela incu-
bacdo das laminas em HC (2x 5 min), seguida pela incubagdo em uma so-
lugdo de EtOH 100%: HC (1: 1; v/v) por 2 min e em EtOH 100 % por outros
2 min. Apés, as laminas foram reidratadas em série etandlica em concentra-
¢cbes decrescentes (100, 90 e 70 %) por 1 min em cada solugéo, imersas em
agua DEPC e incubadas em solugéo aquosa de laranja de acridina 0,1 % (solu-
¢ao de armazenamento 10 mg/ml) por 15 min. Como controle da especificidade
da fluorescéncia, outras sec¢des do mesmo tecido foram tratadas com RNase
A (0.5 mg/ml; 120 min 37 °C) antes da incubagédo com a solucao de laranja de
acridina. Posteriormente, as ldminas foram imersas em agua DEPC e secaram
ao ambiente protegidas de sujeira. As secc¢des foram observadas em micros-
copio epifluorescente Zeiss Axiophot (Zeiss, Alemanha), utilizando um filtro de
excitagdo com 460-490 nm e 515 nm para emissao. As imagens foram obtidas
com a camera AxioCam MRc (Zeiss, Alemanha) utilizando o programa de com-
putador Axiovision 4.8 (Zeiss, Alemanha).

5) Seccionamento das amostras em micré6tomo rotatoério

Devido a auséncia de qualquer coloragdo nas amostras seccionadas no
micrétomo rotatério, observagdes iniciais em microscopia com campo claro
no equipamento Zeiss Axioskope (Zeiss, Alemanha) foram necessarias para
identificar a regido contendo células-alvo. ldentificada a regido de interesse,
nova remog¢ao do excesso de Paraplast Plus® foi realizada e secgbes so-
mente com a area de interesse foram obtidas e montadas em laminas exclu-
sivas para uso na Microscopia com Dissecc¢éo a Laser (MDL) da Leica (Leica
Microsystems, Alemanha). Esta lamina para MDL contém uma membrana de
naftalato de polietileno (PEN), com 2,0 um de espessura e livre de nucleases.
Estas laminas foram pré-tratadas por 30 min com luz ultravioleta para reduzir
cargas elétricas e assim, facilitar a liberagdo da microdissecgao a laser da
membrana.
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Cerca de 100 ul de agua DEPC a 42 °C foi distribuida em 3 ou 4 gotas so-
bre a membrana da I&mina MDL e as secc¢bes transferidas para a superficie
das gotas com auxilio de um pincel fino. As laminas para MDL foram mantidas
a 42 °C por 30 min para estender as sec¢des e aumentar adeséo destas a
membrana. Cada lamina foi inspecionada quanto a sua qualidade (nimero
de seccgdes, aderéncia das secgdes a membrana, auséncia de dobras e so-
breposicao de secgdes) em microscopia de campo claro, utilizando a micros-
copia de luz e lente objetiva com magnificagdo de 10x. As melhores sec¢des/
I&minas foram selecionadas e armazenadas a 4 °C em caixas contendo gel
dessecante, por até uma semana.

6) Microscopia de Disseccao a Laser (MDL)

* Pré tratamento das laminas: antes da microdisseccédo a laser, ou
seja, procedimento para o isolamento das células da area da raiz de
interesse na secgao utilizando a MDL, o Paraplast Plus® foi removido
das laminas conforme acima descrito e apos, as laminas secaram ao
ambiente protegidas de sujeira. Importante mencionar que somente as
l&minas que serado utilizadas na mesma sessao de trabalho da MDL
(trés laminas em até trés horas) devem ter o Paraplast Plus® removido,
ja que este também atua como protegdo da amostra contra acdo das
RNases.

» Paradmetros e organizagcdo das amostras no MDL: para a micro-
disseccao a laser utilizou-se o sistema Leica Microsystems LMD7000
(laser de 349 nm, frequéncia de pulso com 10-5000 Hz, comprimento
de pulso menor que 4 ns e 120 pJ de energia maxima), acoplado ao
microscopio Leica automatizado DM6000 B automatizado, com captura
de imagens digital pela camera Leica DFC310 FX e o programa Leica
LMD V7.5.

Ainda, o laser foi calibrado, de acordo com as instrugdes do fabricante,
usando a opgéo ‘Laser Control’ no painel do programa Leica MDL V7.5,
e os diversos parametros, como p. ex. a poténcia do laser, abertura e
velocidade, foram ajustados de acordo com a amostra a ser trabalhada.
O objetivo destes ajustes é obter uma microdissecgdo bem definida e
completa, em todo o entorno da(s) célula(s)-alvo ou regiao selecionada,
evitando destruicdo das células de interesse e garantindo que, a micro-



16

BOLETIM DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO 379

disseccao seja depositada, pela agao da gravidade, exatamente na su-
perficie interna da tampa aberta do microtubo no coletor. Assim evita-se
que as microdissecc¢des nao se espalhem ou fiquem parcialmente ade-
ridas a membrana da Iamina para MDL, devido a cargas eletroestéticas.
O sistema esta equipado com um suporte para trés laminas e um coletor
de microdissecgbes para 4 microtubos plasticos de 0,5 ml, que, antes
do uso, foram tratados com RNase Away®. Apenas uma lamina e um
tubo de coleta foi usada por vez, para minimizar possivel contaminagao.
Na tampa aberta do microtubo de coleta foi adicionada 39 ul de Nuclease-
Free Water (Ambion, EUA) e 1 pl de RNasin® Plus RNase Inhibitor
40u/pl (Promega, EUA). As laminas foram observadas em microscopia
de luz em campo claro no sistema Leica Microsystems LMD7000, usan-
do objetiva de magnificagcao de 6,3x para localizar area de interesse nas
seccgdes. As coordenadas das regides de interesse foram registradas no
sistema Leica para posterior recuperagao para execugao da MDL.

O sucesso da captura das microdissecg¢des pela MDL deve ser veri-
ficado regularmente pela visualizagdo das microdissecgbes presentes
na tampa do microtubo, utilizando a objetiva de magnificacédo de 6,3x e
opcéo ‘collector’ no painel do programa.

Microdissecgdo a laser: para iniciar a microdissecgdo a laser, as
areas de interesse registradas no sistema Leica foram acessadas e fo-
calizadas com a objetiva de magnificagéo de 40x. Para se estabelecer
a area minima contendo células-alvo necessaria para obtengdo de RNA
suficiente para sintese de cDNA em raizes de plantas de amendoim, a
medida de cada area, em cada microdissecgao, foi realizada e regis-
trada automaticamente pelo programa Leica, e ao final, a soma das
areas microdissectadas (um?) forneceu uma estimativa da area total
microdissectada, e indiretamente, o niumero de células por area micro-
dissectada. Ao término da MDL, os microtubos foram cuidadosamente
removidos do coletor, fechados e centrifugados rapidamente para trans-
ferir as microdissecg¢des da tampa para o fundo dos microtubos, que
foram armazenados a -80 °C.

Uma visdo geral das etapas para dissec¢éo a laser (MDL), com uma
breve descricdo e notas € mostrada na forma de esquema na Figura 1.
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Bioensaios e
coleta de amostras

Inocular Meloidogyne spp. (J2) nas raizes
com 3 ou 4 semanas de idade e aguardar

5 a 10 dias para a infecgdo. Remover plantas
do vaso, lava-las em agua corrente e isolar
fragmentos de raiz contendo galhas (1 cm),
no estereomicroscépio e com pingas e bisturi.

Isolamento de fragmentos
de raizes, fixagao e desdratagao

Submergir os fragmentos de raizes em um tubo
contendo etanol: acido acético, 3:1, v/v por 3 horas
sobre gelo. Trocar por nova solugéo e incubar

por 12 horas a 4 °C

JiN

Manter sempre
as condigbes e
utensilios livres
de RNases para
todas as etapas!

Usar agua DEPC
para todas as
solugdes

Usar reagentes
de qualidade

Desidratar lenta e gradualmente as amostras em
solu¢des aquosas com concentracdes crescente de
etanol (50 % até 100%) a 4 °C e trocar gradualmente
o Ultimo etanol puro por HistoChoice® a 4 °C
Adicionar lenta e gradualmente Paraplast Plus®
dissolvido com as amostras no vidro, ao longo de

3 dias, a 58 °C - Para incluir as amostras, colocar
uma camada de Paraplast Plus® dissolvido na forma
de incluséo a 58 °C, orientar amostra nessa camada
na forma e completar cuidadosamente, com o
maximo possivel de Paraplast Plus®

Dicas

Pode ser usado um
forno, incubadora,
placa aquecedora
com vidro com tampa.
Manter sempre
Paraplast Plus®
dissolvido

Inclusdo de amostras
em placa aquecedora.
Armazenar as
inclusdes solidificadas
a4°C

Obtengao de secgées

em laminas MDL Seccionar as inclusdes (10 um de espessura) no
ultramicrotomo rotatério. Posicionar a Iamina contendo
3 a 4 gotas (10 pl) e depositar a 4 secgdes semifinas
sobre cada gota. A lamina é exclusiva para uso em
Microscopia de Dissecgédo a Laser (MDL)

Remover o Paraplast Plus® das laminas com as
secgdes semifinas utilizando Histochoice® quando

for iniciar a microdissecgao a laser.

Dicas

Colocar as laminas
a 42 °C para
estender
as secgoes.
Guardar laminas
em ambiente
refrigerado e
seco por até
2 semanas.

Microscopia e Dissec¢ao
a Laser (MDL) Ajustar os parametros do MDL, buscar as céluas-alvo

células-alvo, medi-las e registrar seus enderegos para
posterior busca

Adicionar 40 pl de H,O com RNase inibidor & tampa
aberta do microtubo e inseri-lo no coletor de amostas
do MDL. Proceder cuidadosamente a microdissecgéo
a laser das células-alvo

Fotografar a regido onde as células foram
microdissectadas e conferir regularmente se as
microdisseccdes estdo na tampa do tubo

JiN

no microscépio MDL, fotografar as regides contendo as  Atencéao as condigbes

e aos utensilios
livres de RNases,
principalmente
nessa etapa

N&o proceder a

microdisseccao a laser

por mais de 1 hora
na mesma lamina,
pois o laser aquece

Figura 1. Visdo das etapas para realizagdo da microdissecgéo de GCs.
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7) Isolamento de RNA

O isolamento do RNA obtido a partir das células-alvo (células vasculares
de raizes de plantas controle) e CGs microdissectadas a partir de plantas in-
fectadas foi realizado utilizando o kit PicoPure™ RNA Isolation Kit (Arcturus,
EUA), seguindo as instru¢des do fabricante, com modificagdes. Como este kit
atende outro sistema de microdissecg¢ao a laser, denominado Microdissecg¢ao
de Captura a Laser, cujo método é o uso de uma catapulta para direcionar as
microdissecgdes para o microtubo, as etapas iniciais para o isolamento do RNA
foram adaptadas a partir do kit. Assim, as amostras foram centrifugadas ime-
diatamente apos o descongelamento, por 10 min, 16.000 rpm a 4 °C.

O sobrenadante foi removido e o precipitado foi ressuspendido com 10 pl
do Tampao de Extracdo e incubado a 42 °C, por 30 min. Apds a primeira eta-
pa com o Tampéao de Lavagem 1, foi feito o tratamento com DNase. Para tal,
40 pl da solugao contendo 5 U de DNase TURBO™ (Ambion, EUA) em 1x de
Tampéao de Reagédo foram adicionados a coluna de purificagdo. Apés 15 min
de incubacao a temperatura ambiente, outros 40 ul de Tampéao de Lavagem
1 foram adicionados a coluna, que foi centrifugada por 15 s a 8.000 rpm.
O RNA isolado foi eluido da coluna com a adi¢gao de 11 ul do Tampéao de
Eluicdo e armazenado a -80 °C.

8) Sintese de cDNA

As amostras foram submetidas a sintese da primeira fita de cDNA usan-
do a enzima SuperScript™Ill Reverse Transcriptase (TR) (Invitrogen, EUA).
Foram utilizados diferentes volumes de RNA, cuja concentracdo nao foi pos-
sivel ser estimada devido ao limite minimo de detec¢édo (< 2 ng/ul) do es-
pectrofotbmetro NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific, EUA), segundo
Aranda IV et al. (2009). Como a reagéo € realizada em duas etapas, duas
misturas foram preparadas, totalizando 20 pl no volume final da reagao.
A Solugdo 1 (13 pl total) continha 1 pl de oligo (dT),, (50 uM); 1 ul de dNTP
(10 uM) e 11 yl de RNA (5, 8 e 10 pl de RNA com volume final completado com
agua livre de nucleases para 11 pl). A Solugéo 2 (7 pl total) continha 4 pl de
Tampao 5X; 2 yl de DTT 0,1M e 1 ul de SuperScript ™ Il RT (200 unidades/pl).

Em um termociclador (Bio-Rad Laboratories, EUA), a Solugéo 1 foi incu-
bada por 5 min a 65 °C e mantida em gelo por 5 min. Em seguida, foi adicio-
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nado ao tubo contendo a Solugéo 1, 7 ul da Solugéo 2 e o tubo foi incubado
a 50 °C por 60 min, e por 15 min a 70 °C para inativar a reagao. As amostras
foram armazenadas -20 °C.

9) Amplificagdo de DNA complementar (cDNA)

A amplificagéo por PCR do cDNA de transcritos de genes expressos cons-
titutivamente foi usada como um proxy para avaliar a qualidade e quantidade
dos RNAs isolados. Os cDNAs sintetizados foram usados como sequéncias
molde para a amplificagdo de sequéncias de genes com reconhecida expres-
séo constitutiva em raizes de amendoim e soja, frequentemente usados em
amplificagbes semiquantitativas em tempo real (RT-gPCR) (Tabelas 1 e 2).
As sequencias de nucleotideos dos pares de iniciadores de PCR (primers
foward e reverse) foram selecionados para amendoim (Morgante et al., 2011) e
para soja (Miranda et al., 2013). As amostras para amplificagdo por PCR com
volume final de 25 pl foram assim preparadas: 2,5 ul de tampéo de reacao 10x;
0,5 pl de MgCl, (25 mM); 0,5 pl de mistura de dNTP (10 uM); 1,0 ul de mistura
de iniciadores (10 uyM); 0,2 ul de enzima Taq DNA Polimerase (5 U/ul) (Cello,
Brasil); 2 e 4 yl de molde do cDNA e o volume final completado com agua para
25 pl. O programa usado para PCR foi: 95 °C - 5 min; 40 x (95 °C por 30 s;
60°C por30s;72°C por 30s); 72 °C por 2 min; 12 °C - c0. Quinze microlitros do
produto de PCR foram misturadas com o Tampao de Carregamento e coloca-
dos em gel de agarose 1,5% contendo o corante SYBR ™ Safe DNA Gel Stain
(Invitrogen, EUA) para separagéo eletroforética dos fragmentos amplificados.

Tabela 1. Iniciadores (primers) utilizados para amplificagdo de cDNAs das amostras
de soja.

A s Tamanho do
. Sequéncias de iniciadores
Gene Descrigao (Fw e Rv) fragmento
amplificado (pb)
Eukaryotic
- GACCTTCTTCGTTTCTCGCA/
ELFIA ?'_ZTF?;:O” factor G AACCTCTCAATCACACGC 195
Ubiquitin-
. . TCCCCTCACACCCTTCCTC/
UBC2  -conjugaling 0 ATCcCCAAGGGGTGTCAT (o2
enzyme E2

5 CGGGACCAGTGTGCTTCTTCA/
BERE Y ciophilin CCCCTCCACTACAAAGGCTCG il



20 BOLETIM DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO 379

Tabela 2. Iniciadores (primers) utilizados para amplificagdo de cDNAs das amostras
de amendoim.

Tamanho do
fragmento
amplificado (pb)

Sequéncias de iniciadores
(Fw e Rv)

Gene Descrigao

60S ribosomal TGGAGTGAGAGGTGCATTTG/

RO rotein L10 TCTTTTGACGACCAGGGAAC e
Actin

ACT1 depolymerizing TGGTCTCGGTTTCCTGAGTT/ 114
factor-like AATACCACTCCAAAGCAAACG
protein
Glyceraldehyde-

CAACAACGGAGACATCAACG/

GAPDH — -3-phosphate 70\ - TGCCACCCAGAAAAC ilelt

dehydrogenase

Resultados e Discussao

O desenvolvimento e ajustes do protocolo aqui detalhadamente apresen-
tado fornece uma base estratégica para se obter transcritomas especificos
de CGs e células vasculares que dao origem a essas CGS, possibilitando a
identificacao de padrdes de expressao conservados entre genes e/ou expres-
sao diferencial ou exclusiva, em raizes de soja e amendoim infectadas pelo
RKN Meloidogyne spp.

Processamento de células vasculares com RNA preservado

Um dos principais desafios da metodologia de microdissec¢ao a laser é
estabelecer a forma mais adequada para que as moléculas de RNA, nas
células e tecido alvo sejam preservadas ao longo o processamento, desde
a limpeza de plantas e isolamento dos fragmentos de raizes, passando pela
fixagcdo com uso de agentes quimicos, desidratacdo intensa, infiltragdo com
Paraplast Plus® sob alta temperatura, seccionamentos com inevitavel expo-
sicao das células a RNases, bem como o isolamento de RNA em concentra-
¢ao e qualidade suficientes e finalmente, a sintese de bibliotecas de cDNA.

As microdissecgbes de tecidos radiculares de plantas de amendoim in-
fectadas (9 DAI) com M. arenaria foram analisadas ap6s tratamento com o
corante, laranja de acridina (Figura 2). A ocorréncia da cor vermelho-alaran-
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jada na maioria das células, incluindo os contetdos citoplasmaticos dos CGs,
confirmou a presenca de RNA total. Ja nas seccdes tratadas com RNase A,
a fluorescéncia vermelho-alaranjada em grande parte ndo foi detectada, nem
nas regides do citoplasma das GCs, onde a fluorescéncia verde indica a pre-
senca de DNA.

Figura 2. Duas secgdes do mesmo tecido vascular de raiz de planta de amendoim
infectada com M. arenaria mostrando as CGs (*). As laminas foram tratadas com o co-
rante laranja de acridina (A, C: luz branca; B, D: luz azul — emissdo em 460-490 nm).
O vermelho-alaranjado indica a preservagao de moléculas de RNA, enquanto a fluo-
rescéncia verde se deve a presenca de DNA e a amarela, a autofluorescéncia do xi-
lema lignificado. O conteudo citoplasmatico dos CGs (*) aparece vermelho-alaranjado
(b, setas), enquanto apds o tratamento com RNase A, ndo se detectada essa cor (d,
setas). Barras de magnificagdo: 50 ym.

A ocorréncia de RNA indicada por vermelho-alaranjado em todas as células
confirmou preservagdo de RNA total, apesar das numerosas etapas de pro-
cessamento, permitindo assim, que avangassemos nos procedimentos para
MDL, seguindo os mesmos cuidados para coleta e processamento das demais
amostras, prescindindo deste tratamento para novas amostras.
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Ajustes do MDL para isolamento de células radiculares

O isolamento das células com precisao suficiente e sua acumulagédo nas
tampas dos microtubos pela gravidade, de maneira eficiente, é de particu-
lar importancia na MDL, principalmente no presente estudo, onde as CGs
tem numero limitado em cada galha (2-6); possuem volume ainda reduzido
no inicio do desenvolvimento e se sobrepde entre si e outros tipos celula-
res. Por isso, o sistema de microdissecgédo a laser requereu ajustes finos
dos parametros para emissao do feixe de laser entre outros para a reali-
zagao da microdissecgdo com precisdo suficiente para o isolamento das
células-alvo, o que garantiu que as microdissecgdes fosses depositadas nas
tampas dos microtubos, apesar de ainda terem algumas microdisseccdes
aderidas a membrana da lamina, indicando que a gravidade foi superada por
outros tipos de forga, tais como cargas eletroestaticas (Figura 3).

Os parémetros de uso do feixe de laser mais adequados para alcangar
resultados satisfatérios, de forma geral foram: poténcia: 38; abertura: 4; velo-

Figura 3. Células corticais radiculares aderidas a membrana PEN da lamina LMD
(setas vermelhas) devido as cargas eletrostaticas. Contorno da regido onde estavam
células que foram microdissectadas (setas azuis). Barra de magnificagao: 50 pm.
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cidade: 4; specimen balance: 10; head current: 95%; frequéncia de pulso do
laser: 92 Hz. Sem esses ajustes anteriores e com o material em estudo, pode
ocorrer uma grande perda das microdissecgdes ou simplesmente, adesao
parcial dessas a membrana PEN da lamina Leica, pois a forga da gravidade é
superada por outros tipos de forga. Além disso, o tratamento com ultravioleta
das ldminas MDL, antes da montagem das sec¢des, foi uma medida impor-
tante para reduzir as cargas. Também durante o decorrer da calibragdo do
raio laser, microdissecgoes-teste devem ser realizadas em outras células que
nao sao células-alvo, pois 0 ajuste pode afetar a area de interesse.

Portanto, o ajuste fino da frequéncia de emissao do laser, no que diz res-
peito a poténcia, raio, pulsacdo e velocidade do feixe durante a microdis-
secgdo, na maioria dos casos, assumido menores valores, reduziram este
efeito indesejado de perda de microdissecgdes. Mas importante lembrar que
a busca pela adequacgao dos parametros deve ser realizada para cada nova
ldamina quando colocada no MDL, e muitas vezes, numa mesma lamina, os
parametros tém que ser revistos devido as variagoes de temperatura e, prin-
cipalmente de umidade, no microambiente da MDL.

Microdissecc¢oes de células vasculares utilizando a MDL

Quando os parametros apropriados para a operagao do laser ja estavam
estabelecidos para isolamento de células do tecido vascular escolhido das
raizes de plantas de amendoim controle (Figura 4), a microdisseccao a laser
foi realizada sem interrupg¢ao, a fim de reduzir o tempo de exposi¢cdo das
amostras para evitar contaminagdo com RNases. A microdissecgao de célu-
las isoladas e de areas do tecido vascular contendo essas células agrupadas
visou a obtencdo de um maior numero de células de interesse, de forma mais
acelerada e evitando danos ao RNA das células-alvo, causados pelo feixe de
laser.

Aproximadamente 100 células do tecido vascular das raizes, oriundas da
mesma regido onde os nematoides induzem a formagao das CGs foram indivi-
dualmente microdissectadas (Figura 4A). Ainda, microdissecgdes de areas do
tecido vascular com varias células foram obtidas e coletadas separadamente
(Figura 4B). Independentemente se eram células microdissectadas individual-
mente ou microdissecgdes de areas de tecido vascular, a maioria das microdis-
secgbes foram direcionadas para as tampas dos microtubos (Figuras 4C, 4D).
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Figura 4. Raizes de plantas controle de amendoim. a) microdissec¢des de células
vasculares individuais (cabecas de seta); b) regibes de tecido vascular microdissec-
tadas (cabegas de seta); ¢) células individualmente microdissectadas observadas na
tampa do microtubo no coletor (setas) e, d) areas de tecido vascular microdissectadas
na tampa (setas). Barras de magnificagéo: a: 200 ym; b-d: 320 ym.

A alta porcentagem de microdissecc¢des direcionadas para as tampas dos
tubos no coletor, equivalendo a mais de 80%, independentemente de serem
células vasculares isoladas ou em conjunto, corrobora a extrema importancia
dos ajustes feitos no sistema Leica, antes e durante a MDL em uma mesma
lamina, além do efeito positivo do tratamento com UV da lamina para MDL.

Isolamento de RNA células-especifico e
um proxy para avaliagao da concentragao

Os RNAs foram isolados a partir das microdissecg¢des tanto de células
vasculares individualizadas microdissectadas, como areas de tecido vascular
de raizes de plantas controle de amendoim foram utilizados para a sintese de
cDNAs. Devido a pequena quantidade de RNA obtidos, estes tiveram que ser
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eluidos das colunas de extracdo do kit PicoPure® com o volume minimo re-
comendado (11 ul) de Tampéo de Extragao. Mas ainda assim, nao foi possivel
estimar as concentragoes do RNA, pois estas possivelmente estavam abaixo
do limite de deteccao do espectrofotdémetro UV Nanodrop ND1000, de 2 ng/ul
(Aranda IV et al., 2009). Mas, como a transcriptase reversa utilizada permite
a sintese de cDNA a partir de concentragdes de RNA (10 pg), a sintese foi
realizada utilizando-se 8 pl de RNA (mais de 70% do RNA total obtido).

A amplificagdo de genes com expressao constitutiva, tal como o GAPDH no
cDNA molde, obtido a partir do RNA isolado das 100 células vasculares micro-
dissectadas individualmente, ndo resultou em banda detectavel, independente-
mente da quantidade de cDNA usada como molde (2 e 4 pl) (Figura 5, colunas
3, 4). No entanto, bandas no gel com o tamanho do fragmento amplificado es-
perado (190 pb) foram observadas, apesar de fracas, quando o cDNA foi obtido
do RNAisolado de areas do tecido vascular, tanto em menor, quanto maior con-
centragdo de cDNA molde (2 e 4 pl) (Figura 5, colunas 5 e 6, respectivamente).

Estes resultados indicam que, por meio indireto (proxy), a quantidade de
RNAm isolado de células vasculares de raizes controle de amendoim, individual-
mente microdissectadas nao foi suficiente para a sintese de cDNA, e que neces-
sariamente, o numero dessas células terd que ser aumentado, ou preferencial-
mente, estabelecer o uso de areas de tecidos vasculares microdissectadas.

Isolamento de RNAm de CGs e um proxy
para avaliagao da concentragao

A area total das CGs microdissectadas individualmente a partir de raizes
de plantas de amendoim infectadas por M. arenaria, que ja tinham galhas em
formagao correspondeu a 171,548 um? (aproximadamente 0,171 mm?), area
quase dez vezes menor do que a area de tecido vascular microdissectada
com 1.675,323 um? (aproximadamente 1,675 mm?) (Figura 6).

Em contraste com o cDNA gerado a partir de RNA isolado de CGs microdis-
sectadas individualmente que nao gerou fragmentos de amplificagdo, o cDNA
molde obtido a partir de areas de tecido vascular amplificou a expressao do
gene ACT1, gene expresso constitutivamente em raiz de amendoim (Figura 7).

Interessante mencionar que em um estudo prévio de células da epiderme
de cotilédones de Arabidopsis por microdisseccao a laser, Sakai et al. (2018)



26 BOLETIM DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO 379

cél. ind. area cf cél.

cDNA molde

200 pb

100 pb

Figura 5. Eletroforese em gel de agarose com bandas de fragmentos amplificados
por PCR, correspondentes aos transcritos do gene GAPDH em cDNA obtido a partir
do RNA isolado de areas com tecido vascular (areas c/ cel.) e células vasculares
individuais (cel. Ind.) a partir da MDL de raizes de plantas controle de amendoim.
1) controle positivo (CDNA obtido de RNA isolado de varias raizes de amendoim);
2) controle negativo (agua); cDNA obtido de RNA isolado a partir de 100 células vas-
culares microdissectadas individualmente: 3) 2 ul de cDNA molde, e 4) 4 pl de cDNA
molde; cDNA obtido de RNA de areas de tecido vascular microdissectado: 5) 2 ul de
cDNA molde e 6) 4 ul de cDNA molde. As bandas abaixo de 100 pb séo produtos de
PCR devido a formagao de dimeros de primers. M: marcador de peso molecular para
DNA de 1 Kb.

K

Figura 6. MDL da regido da raiz de plantas de amendoim infectadas com M. arenaria
antes (a) e apds (b) a microdissecgdo de CGs (*) em uma galha. N=Nematoide. Barras
de magnificagéo: 200 pm.
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Figura 7. Eletroforese em gel de agarose mostrando as bandas correspondentes aos
fragmentos amplificados por PCR resultantes da expressao do gene ACT1 em raizes
de plantas de amendoim controle e infectado com M. arenaria, utilizando como molde,
o cDNA obtido de RNA de regides vasculares e CGs de raizes de plantas contro-
le e infecdo de amendoim. 1) controle negativo do PCR (agua livre de nucleases).
2) controle positivo (cDNA oriundo de RNA isolado a partir de varias raizes de plantas
de amendoim). 3) cDNA oriundo de 5 pl RNA isolado das &reas vasculares micro-
dissectadas de raizes de plantas controle de amendoim. 4) cDNA oriundo de 5 pl
RNA isolado das CGs microdissectadas. A seta branca marca o tamanho da banda
esperada, 114 pb. Band M: marcador de peso molecular de DNA 1 kB.

relataram o isolamento de 200 pg de RNA, a partir de 20.000 ym2 de area
microdissectadas. Considerando esta referéncia, conversées das microdis-
secgoes obtidas a partir de raizes de amendoim deveriam produzir cerca de
16,75 ng de RNA (1,5 ng/ul) e 1,7 ng (0,15 ng/ul), a partir das areas vasculares
de plantas controle e de CGs individualizadas, respectivamente. Mesmo que
estas concentragbes presumidas correspondessem a realidade das células
de tecidos do amendoim, estas ainda seriam inferiores ao limite de deteccao
do espectrofotdémetro, conforme discutido por Portillo et al. (2009). Portanto,
as concentragdes necessarias para obtencdo de cDNA permaneceram sem
ser estimadas.

Por outro lado, levando-se em consideragéo esse mesmo relato e ainda,
presumindo-se que as areas de tecido vascular microdissectada de raizes de
plantas controle de amendoim fossem transcricionalmente similares a de coti-
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Iédones de Arabidopsis, poderia sim, obter-se RNA em quantidade suficiente
para sintetizar cDNA, o que nao aconteceu possivelmente devido a diferentes
transcritos em células e tecidos, e fases de desenvolvimento.

Com base nesta premissa de RNA (3 pl) oriundos de areas com tecido
vascular, o cDNA molde utilizado para amplificagdo dos trés genes com ex-
pressao constitutiva em raizes de amendoim nao revelou outras bandas no
gel além daquelas dos controles positivos (cDNA de raizes inteiras de amen-
doim), ou seja, a concentragdo de RNA aqui isolado foi menor do que aquela
presumida para Arabidopsis (Sakai et al., 2018).

Ainda, as novas sinteses de cDNA realizadas utilizando maior quantidade
de RNA ainda, tanto daquele isolado de microdissecgdes de tecido vascular,
como de CGs individualizadas de plantas de amendoim mostraram amplifica-
¢éo apenas do ACT1, com tamanho de bandas correspondente ao descrito
para os transcritos deste gene (Figura 7).

As bandas de amplificacdo de ACT1 foram facilmente observadas quan-
do o cDNA molde foi obtido de RNA de tecido vascular, enquanto a ban-
da gerada pelo cDNA obtido de RNA de CGs, era mais discreta (Figura 7).
No entanto, bandas amplificadas dos outros genes constitutivos ndo mostra-
dos (60S e GAPDH) nao foram observadas nos géis.

Ramsey et al. (2004) utilizaram apenas 7 ul de RNA (do total de 15 ul
isolados com o kit PicoPure) de CGs microdissectadas de raizes de tomate
10 DAI com M. javanica para sintese do cDNA e na amplificagéo de ACT de
tomate e da mitogen-activated protein kinase (MAPK), obtiveram bandas fra-
cas em comparagdo com o0s controles positivos. Uma vez que, por exemplo,
MAPK é regulado positivamente em CGs (Wang et al., 2003), a banda fraca
indica também que a quantidade de RNA extraido de células individualmente
microdissectadas € um fator limitante.

A soja: raizes, galhas, CGs, células
vasculares, RNA, cDNA e amplificagoes

Considerando a importancia da soja no Brasil e sua vulnerabilidade a
RKNs, a MDL para analises transcricionais € bastante interessante, e portan-
to, experimentos foram realizados da mesma forma ja descrita para amen-
doim foram conduzidas em raizes de plantas de soja controle e inoculadas
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com M. incognita, a partir tecido vascular de raizes de soja (controle) e CGs
em raizes infectadas por J2 de M. incégnita (Figura 8).

Figura 8. Sistema radicular de soja 17 DAI com J2 de Meloidogyne incognita dentro
um microtubo de 2 ml.

As microdissec¢des em raizes de soja foram conduzidas com sucesso,
conforme os parametros estabelecidos para amendoim (Figura 9). O isola-
mento de RNA com o mesmo kit, a obtengdo de cDNA (10 pyl de RNA) e
amplificagdo dos genes constitutivos ELF1A, UBC2 e CYP2 com bandas
com diferentes intensidades ocorreram de forma facil e mais rapida, ja que o
aprendizado com amendoim foi todo aplicado para soja.

Figura 9. Raizes de plantas de soja infectadas com J2 de M. incognita. A) antes e
B) apo6s a microdissecgdo de CGs (*); C) presenga das microdissecgdes na tampa
aberta dos microtubos no coletor junto ao nematoide (N). Barras de magnificagao:
A, B:100 ym; C: 320 um.

Abanda com a amplificagdo de CYP2 foi mais evidente com o cDNA oriun-
do de CGs individualmente microdissectadas do que no cDNA oriundo de
RNA de células do tecido vascular, e a banda do controle positivo (Figura 10).
Jé a amplificacdo de ELF1A com o cDNA oriundo de CGs gerou uma banda
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com baixa intensidade e foi indetectavel a partir do cDNA oriundo do RNA de
tecido vascular. Por outro lado, as bandas de UBC2 mostraram certa especi-
ficidade de amplificagcao, conforme o cDNA molde utilizado: banda com fraca
intensidade para o cDNA de RNA de CGs e controle positivo, e intensidade
marginal com o cDNA de RNA de tecido vascular. Interessante que a expres-
sédo de ELF1A e UBC2 foram exclusivamente detectadas no cDNA de CGs e
de controle positivo.

ELF1A uBcCc2 CYP2

. G- ; ' L8200 bp
~ﬂ~a¢-¢-..='— 100 bp

Figura 10. Eletroforese em gel de agarose com bandas de fragmentos amplificados
por PCR de trés genes com expressao constitutiva, e utilizando como moldes, o cDNAs
obtidos a partir do RNA isolado de CGs de raizes de plantas de soja inoculadas com
M. incognita (17 DAI) e RNA de células de areas de tecido vasculares das plantas de
soja controle. Colunas 1-4) ELF1A; 5-8) UBC2; 9-12) CYP2 e 1, 5, 9) controle positivo
(cDNA obtido de RNA isolado de raizes de soja). Colunas 2, 6, 10) controle negativo
(agua); 3, 7, 11) cDNA de RNA de CGs microdissectadas individualmente; 4, 8, 12)
cDNA obtido de RNA isolado de tecido vascular. M: marcador de peso molecular de
DNA com 1 kB.

Os trés genes selecionados tém expressao estavel, sendo utilizados para
normalizacdo em estudos de expressao génica semi-quantitativa (RT-gPCR)
em soja (Miranda et al., 2013) e foram amplificados no controle positivo e a
partir do o cDNA obtido de RNA oriundo de CGs de soja, indicando que a
concentracdo de RNA e cDNA estavam disponiveis. O fator de alongamento
eucariético 1A (ELF1A) é mostrado como o gene de referéncia para RT-gPCR
com a expressao mais estavel em analises de expressao de genes de raizes
infectadas com M. incognita. Jian et al. (2008) relataram também a estabilidade
de expressao relativa em soja para os genes CYP2, ELF1A e UBC2. Portanto,
a diferenga na intensidade das bandas no gel dos fragmentos amplificados &
provavelmente devido as variagdes nas concentragdes de RNA isolado e usa-
do para a sintese de cDNAs, e nao por diferentes niveis de expresséo.
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A metodologia, aqui apresentada de forma didatica, permitira uma analise
aprimorada do transcritoma de CGs, células induzidas pelos nematoides da
galha Meloidogyne spp., durante etapas iniciais da interagao planta-patégeno
por meio do isolamento de RNA especifico destas células. Isto é sobretudo
importante para os esforgos continuos do nosso grupo de pesquisa, bem
como de outros grupos, que buscam identificar padrées de expressao génica
conservados ou exclusivos durante o desenvolvimento das GCs que formam
o sitio de alimentagédo do parasita. Foram utilizadas plantas de duas legu-
minosas importantes, a soja e o amendoim, ambos suscetiveis a infec¢ao
por Meloidogyne spp., para estabelecer o procedimento mais adequado para
obtengao de um transcritoma especifico de células essenciais para a sobre-
vivéncia e desenvolvimento do nematoide.

Na maioria dos estudos que tratam de analises transcricionais, baseadas
em RNA obtido de células microdissectadas em um MDL, o principal desafio
€ manter a integridade do RNA ao longo das inumeras etapas de processa-
mento das amostras, seccionamento e isolamento do RNA em concentragao
minima necessaria para analise do transcritoma por RT-gPCR (Portillo et al.,
2009), para geracao de bibliotecas de cDNAs, sequenciamento (Fuso-Nykaro
et al., 2009) ou producao de RNA amplificado para abordagens de RNAseq
(Honaas et al., 2013).

No presente trabalho, demostramos que, no caso de microdissec¢ao de
células de raiz de soja e amendoim, o RNA isolado permitiu a sintese de
cDNA confirmada pela expresséo de alguns genes constitutivos, ratificando
assim, a robustez de todos os ajustes no procedimento estabelecido.

O cDNA derivado de CGs em soja pode ainda ser usado para analise por
RT-gPCR da expressado de genes especificos, que foram identificados em
estudos anteriores, auxiliando a estabelecer, o seu envolvimento em meca-
nismos de defesa, tais como aqueles reportados por Beneventi et al. (2013),
glicosiltransferases, peroxidases, proteinas responsivas a auxina e genes
regulados por giberelina. Assim, verificar se de fato os genes candidatos
possuem um papel importante para resisténcia da soja a RKN. O sequen-
ciamento de bibliotecas de cDNAs derivadas de CGs e comparadas com as
de areas com tecido vascular de raizes de plantas nao inoculadas permiti-
ra a identificagdo de genes diferencialmente ou exclusivamente expressos,
que em estudos anteriores, baseados na extracdo de RNA de toda a raiz,
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possivelmente foram mascarados devido a sua baixa expresséo e pequena
quantidade de genes.

Além disso, os dados aqui apresentados, juntamente com outros da lite-
ratura (Ramsay et al., 2004 e Chavan et al., 2018) permitirdo a transferéncia
dos ajustes estabelecidos para a MDL de forma rapida e simples, para a
realizagéo de outros estudos que requerem transcritoma de célula- ou tecido-
-especifico, tornando a andlise mais confiavel e interpretavel.

Conclusao

Os resultados aqui apresentados demonstram que o procedimento para
a microdissecgdo a laser de CGs de raizes de leguminosa infectada por
Meloidogyne spp. pela MDL foi estabelecido, com algum sucesso, possibi-
litando o isolamento de diferentes quantidades de RNA, sendo que alguns
desses foram suficientes para a sintese de cDNA. Entretanto esta evidente
a necessidade de isolamento de um nimero muito maior de CGs. Para isso,
vamos inocular duas vezes mais J2 de M. arenaria nas raizes de amendoim
e utilizaremos a espécie M. javanica para inocular raizes de soja, ja que essa
espécie é altamente infectiva.

Por fim, este detalhamento do procedimento de obtencdo de RNA especi-
fico de CGs pela MDL ou mesmo outras células-alvo em raizes destas legu-
minosas poderao auxiliar outros estudos, incluindo o com espécies diferentes
de plantas ou mesmo outras espécies de Meloidogyne e nematoides. Dessa
forma, contribuiremos para o avanco em estudos de transcritomas especifi-
cos, de forma mais eficaz e assertiva, e trazer avancos para os programas de
melhoramento genético visando controle de RKNs.
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