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RESUMO

BARDELLA, D. Z. Silenciamento génico via RNAI visando o controle da broca da cana-
de-acucar (Diatraea saccharalis). 2015. 80 p. Dissertagdo (Mestrado) - Centro de Energia
Nuclear na Agricultura, Universidade de Sao Paulo, Piracicaba, 2015.

A cana-de-agicar (Saccharum spp.) € uma importante cultura na producdo de alimentos e
energia. Varias espécies de insetos podem causar sérios prejuizos econdémicos & cultura da
cana-de-aglcar. A broca da cana-de-aclcar (Diatraea saccharalis) é a praga de maior
relevancia por estar amplamente distribuida nas regides canavieiras. O silenciamento génico
por RNA de interferéncia (RNAI) se tornou uma técnica amplamente estudada e utilizada nos
mais diversos aspectos da biologia. Uma de suas aplicagbes € no controle de insetos-praga
como uma alternativa de alta eficiéncia, especificidade e reduzido impacto ambiental. A
ingestdo de moléculas de RNA dupla fita (dSRNA) com identidade a regibes de genes
essenciais de insetos-praga pode resultar no silenciamento destes genes, levando a fenétipos
deficientes. Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo buscar genes alvos para o
silenciamento com potencial para impedir o desenvolvimento normal da D. saccharalis e
estabelecer uma forma de entrega do dsRNA eficiente para o teste de genes, visando assim
validar o uso da técnica para a espécie. Por meio da clonagem de regides de genes ortlogos
jé utilizados como alvo de silencimento em outras espécies de insetos (V-ATPase A, Receptor
de Ecdisona e Arginina Kinase), e de genes com funcdo especifica identificadas apds a
caracterizagdo do transcritoma de D. saccharalis (Juvenile Hormone Epoxide Hydrolase,
Neverland e Quitina Sintase) foram conduzidos ensaios de RNAI. Foram realizados ensaios
de dose resposta para 0 gene V-ATPase em lagartas neonatas, onde a concentracdo
selecionada por causar melhor redugdo na expressio do gene alvo foi de 2,5 pg pL™. Esta
concentracdo foi entdo utilizada em ensaios de alimentagéo para os outros genes. Os genes V-
ATPase A, receptor de Ecdisona, Arginina Kinase, Juvenile Hormone Epoxide Hydrolase e
Quitina Sintase apresentaram reducdo significativa no nimero de transcritos em larvas,
demonstrando a viabilidade do uso de RNAi em D. saccharalis neonatas.O gene Neverland
ndo demonstrou reducdo no acumulo de transcritos nas condi¢des trabalhadas. O gene GFP
inicialmente utilizado como controle negativo apresentou variagdo na expressdo de genes
alvo, sendo desconsiderado como bom controle para D. saccharalis. O silenciamento dos
genes alvo requer quantidades elevadas de dsRNA, superiores aos obtidos por transcri¢éo in

vitro, o que limita a viabilidade de ensaios com maiores replicatas e para determinar efeitos



bioldgico. Alternativas de producéo de dsRNA devem ser avaliadas para viabilizar a sele¢do

de genes alvo efetivos.

Palavras-chave: Silenciamento génico; Controle de pragas; RNA de interferéncia;

Transcritoma.



ABSTRACT

BARDELLA, D. Z. Silencing genes by RNAI for the control sugarcane borer (Diatraea
saccharalis). 2015. 80 p. Dissertagdo (Mestrado) - Centro de Energia Nuclear na Agricultura,
Universidade de Séo Paulo, Piracicaba, 2015.

Sugarcane (Saccharum spp.) is an important crop for the production of food and bioenergy.
Many insect species can cause economic losses in sugarcane. The sugarcane borer (Diatraea
saccharalis) is the most important sugarcane pest,because it occurs in all production regions.
Gene silencing by RNA interference (RNAI) rapidly became a widely investigated approach,
adopted in various aspects of biology. One of the potential applications of RNAI is
agricultural pest control, as an alternative with high efficiency, specificity and reduced
environmental impact. The ingestion of double-stranded RNA (dsRNA) molecules with
identity to regions of essential genes of the insect-pest can result in the target gene knock-
down and, consequently, to deficient phenotypes. In the present work, target genes with the
potential to affect the normal development of D. saccharalis were searched, together with an
efficient dsSRNA delivery approach to test the target-genes to validate the use of the RNAI in
D. saccharalis. Based on degenerated primers, expressed orthologous genes previously tested
in other insect species (V-ATPase A, Ecdisone Receptor and Arginine Kinase) were cloned,
while genes with specific function (Juvenile Hormone Epoxide Hydrolase, Neverland, and
Chitin Synthase) were identified from an in-house assembled transcriptome of D. saccharalis
and cloned. A dose-response assay was conducted using the V-ATPase gene region delivered
by droplets to neonate larvae, and the 2.5 pg pL'dsRNA concentration was selected for
further tests. This concentration was then used to deliver the other genes. The dsSRNA version
from the genes V-ATPase A, Ecdisone Receptor, Arginine Kinase, Juvenile Hormone Epoxide
Hydrolase and Chitin Synthase exhibited a significant reduction in the accumulation of
transcripts, indicating the viability of RNAi to D. saccharalis in 1% instar larvae.The
Neverland gene was not silenced by RNAI in the used conditions. The dsSRNA of the Green
Fluorescent Protein gene, used as negative control appeared to affect other gene targets.
Target gene silencing require large amounts of dsSRNA, more than what is achievable by in
vitro transcription, which limits the viability to conduct large assays with more replicates and
to determine biological effects. Alternatives to produce dsRNA need to be evaluated to enable

the selection of effective target genes.



10

Keywords: Gene silencing; Pest control; RNA interference; Transcriptome.



11

SUMARIO

L. INTRODUGAO .......coceececeeeeceee et e eeae ettt e e snenans 13
2. REVISAO DA LITERATURA ..ottt ettt et ene s s e 15
2.1. DesCricao d0 GENEIr0 DIAtraBa ..........ccuiiuiiiieiiieiiie ettt et 15
2.2. Biologia de Diatraga SaCCharaliS ...........c.coouveiiiiiiiiie e 15
2.3. Métodos de controle da broca da cana-de-agUCar .............cceeeereeiereeien e 17
2.4. Silenciamento g&NICO POI RNA .......oiiiiiiiiieie ittt e 18
2.5. AplicagOes Na AgrICUITUIE ........couiiiieitie ittt 21
2.6. Selecéo dos genes alvo do SHENCIAMENTO ...........ociiiiiiiiiiiiee e 23
3. MATERIAIS E METODOS......ccuuiiuimeeeseeisnes et esssessasessssss s s sessessssessssencs 26
3.1. Criagéo de Diatraea SACCharalis ............ccooiiiiiiiiiiiiii e 26
3.2. Clonagem de genes Candidatos .. ......cooiruriiieiiieii et 27
3.2.1. Escolha de genes candidatos e desenho de Primers.........ccoceeieirieiieeiee e 27
3.2.2. Extracéo de RNA de Diatraea sacCharalis............cccoceiviieiiiiiiiiiinie e 28
3.2.3. SINLESE U8 CDINA ...ttt ettt ettt b et e et e bt e eb et b e nbeene e e 29
3.2.4. Amplificagdo dos genes alvos e insergdo em vetor de clonagem ..........cccccceeveeriveinenne 29
3.3. Caracterizacdo do transcritoma de Diatraea saccharalis............cccooeeveniiniiniiin e, 30
3.3.1. Extracéo de RNA de Diatraea saccharalis para sequenciamento massivo .................. 30
3.3.2. Montagem do transcritoma de referéncia a partir dos dados de sequenciamento RNA-

=T o PR UTRRR PPN 31
3.4. Novos genes alvos para silenciamento de Diatraea saccharalis..............cccoooniiiniiinnnne 31
3.4.1. ESCOINA A0S NOVOS @IVOS .......coiiiiiiieiiiitie e et 31
3.4.2. Clonagem dos NOVOS genes Candidatos ...........ccoveereeereiiiiainrieiieie e 32
3.5. Selecdo de método para entrega de dSRNA para 0 iNSELO .........ceevereereiiniene e 32
3.6. Ensaio de RNAI em Diatraea sacCharaliS ...........ccccoveiiiiiiiiiiiiieii e 36
3.6.1. Sintese de dSRNA a partir dos genes clonados...........ccocceeieiiiiiiee e 36
3.6.2. Ensaio de fornecimento de dsRNA a Diatraea saccharalis............c.cccooceioiiiiniiininne 37

3.6.3. Extracdo de RNA e sintese de cDNA de Diatraea saccharalis para anélise de expressao

0T 0 ot PP P RO PP PP PP UPRPP 38
3.6.4. Analise quantitativa de amplificacéo de transcritos reversos (RT-gPCR) .........cccc....... 38
4. RESULTADOS E DISCUSSAQ........coiieeieeeeee et et ee e en e 41

4.1. Genes alvos iniciais para o silenciamento de Diatraea saccharalis: escolha e clonagem 41

4.2. Caracterizacdo do transcritoma de Diatraea saccharalis.............cccoovvieiiiiiiniiniiiniecnnes 45



12

4.3. Novos genes alvos para o silenciamento de Diatraea saccharalis: escolha e clonagem.. 50

4.4. Avaliacdo de métodos de entrega do dSRNA para 0 INSEL0........ccceveuerieieiiinie e 54
4.5. Ensaios de RNAi em Diatraea Saccharalis ............ccoooiiiiiiiiiiiece e 57
4.5.1. Entrega de dsRNA via gota para lagartas de 4° iNStar ............cccceeeereenieeniienincsiee e 59
4.5.2. Dose resposta por gota em 1agartas NEONALAS. ..........c.ervreireriieriiin e 64
4.5.3. Via Gota em lagartas neonatas COm t000S 0S GENES........couurrvvrrirrrrrarireririeierenieesee s 67
5. CONCLUSOES .....oueieriae ettt ettt ettt s 71

== = = N0 N TSRS 72



13

1. INTRODUCAO

A cana-de-aglcar (Saccharum spp.) é uma importante cultura para a producgéo de
alimentos e energia, pois possui capacidade de acumular altos teores de sacarose e fibra em
seus colmos, além de se destacar pelo alto rendimento agricola e de biomassa. O bagaco era
tratado até recentemente como residuo gerado dos processos de produgdo de agucar e alcool,
porém ganhou destaque na geragdo de energia, na industria de papel, indUstria quimica,
plasticos biodegradaveis e sera utilizado na produgéo de etanol de segunda geragéo. O Brasil
se destaca como maior produtor mundial de cana-de-aglcar, produzindo 634,8 milhdes de
toneladas na safra 2014/2015 (CONAB, 2015). Esse cenario tem motivado a continua
expansédo da cultura, com a qual se acentuam os problemas de pragas e doencgas que causam
prejuizos econdmicos ao setor sucroalcooleiro. Aliado a isso, a ampliacéo do uso da colheita
mecanizada (“cana crua”) tem levado a uma maior incidéncia de insetos-praga.

A broca Diatraea saccharalis Fabr. (Lepidoptera: Crambidae) é uma das mais
importantes pragas da cana-de-aglicar no Brasil, e estd amplamente distribuida em todas as
regibes canavieiras do pais. O dano causado pelas lagartas resulta da abertura de galerias no
interior dos colmos, causando morte de grande nimero de perfilhos quando o canavial é
jovem e acentuada reducgdo de produtividade em canaviais mais desenvolvidos. Os colmos
atacados perdem massa, sdo menores e finos, muitos secam e morrem, enquanto outros se
quebram pela agdo do vento. Aos danos diretos causados pelas brocas, devem-se adicionar os
indiretos, uma vez que os orificios feitos pelas lagartas permitem a entrada de pragas
secundarias, como Metamasius hemipterus (L.) (Coleoptera: Curculioniodae), que acentuam
as perdas no campo, e diversos patégenos, especialmente fungos (Fusarium moniliforme e
Colletotricum falcatum), que causam a “podriddo vermelha”, com reducdo do teor de agucar
nos colmos devido a inversdo da sacarose armazenada na planta e sua transformagdo em
glicose e levulose. Na industria, esses microrganismos presentes no colmo contaminam o
caldo, prejudicando os processos industriais, por dificultar a obtencéo de aglcar de qualidade
e inibir a fermentacdo. Para algumas variedades, a cada 1% de intensidade de infestagdo da
broca, as perdas podem atingir 1,14% na produtividade de colmos, 0,42% na produtividade de
agUcar e 0,21% na produtividade de &lcool (CANAOESTE, 2013), ilustrando a importancia da
praga para a cultura.

O manejo da broca da cana € principalmente realizado por controle quimico ou

bioldgico. O controle quimico é realizado com aplicacbes de inseticidas, porém a eficicia
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desta abordagem é influenciada pela dificuldade de se atingir as lagartas, sendo que alguns
dias apds a eclosdo penetram no colmo onde permanecem por todo o desenvolvimento larval
causando danos. Ja o controle bioldgico esta baseado na liberacdo de parasitdides. Embora
outras medidas de controle possam ser adotadas, em geral elas séo utilizadas de maneira
integrada ao controle bioldgico. Alguns dos mecanismos para o desenvolvimento de novas
técnicas de controle de pragas baseiam-se na manipulacdo da populacdo do inseto-praga,
como, por exemplo, a introducdo de machos estéreis ou uso de armadilhas de feromdnio,
como das modificacbes da cultura, por meio da introducdo de cultivares resistentes por

transgenia.

Neste contexto, podemos destacar o uso do silenciamento génico por RNA de
interferéncia (RNAI) que, desde sua primeira descri¢do, vem sendo amplamente explorada em
estudos de gendmica funcional por meio dos efeitos do silenciamento de genes-alvo. A
ingestdo de moléculas de RNA dupla fita (dsSRNA) homologas a regides de genes essenciais
de insetos-praga pode resultar no silenciamento do respectivo gene, resultando em fendtipos
que podem variar entre alteragbes no desenvolvimento, perda do apetite, infertilidade ou até
morte. Portanto, a abordagem de RNAI oferece grande potencial no controle de pragas
agricolas. Para D. saccharalis, o uso de RNAI foi demonstrado por Yang et al. (2010; 2011),
que utilizaram esta ferramenta para analise funcional de enzimas digestivas associadas a

resisténcia a proteina CrylAb do Bacillus thuringiensis em milho.

Com foco diferente, considerando a importancia econdmica da cana de agucar para o
Brasil e visando a obtengdo de uma nova estratégia aplicavel no futuro para o controle da
broca da cana-de-acucar atraves da técnica de RNA de interferéncia, o objetivo do presente
trabalho foi buscar alvos para o silenciamento génico com potencial para impedir o normal
desenvolvimento da praga e estabelecer uma forma de entrega do dsRNA eficiente para o

teste de genes, visando assim validar o uso da técnica para a D. saccharalis.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Descrigéo do género Diatraea

No mundo existem mais de 1.500 espécies de insetos que se alimentam da cana-de-
acUcar, e deste total, larvas de mais de 50 espécies de lepidopteros sdo reconhecidas como
praga para a cultura (LONG; HENSLEY, 1972). No Velho Mundo, predominam os géneros
Chilo e Sesamia; ja nas Américas, se destacam as espécies do género Diatraea. A D.
saccharalis, descrita por Fabricius em 1794, é a mais importante espécie encontrada no
hemisfério ocidental (LONG; HENSLEY, 1972). Existem cerca de 21 espécies do género
Diatraea ocorrendo em cana-de-aglcar no continente americano, porém nem todas as
espécies causam danos a cultura, deste total, duas espécies sdo importante como inseto-praga:
D. saccharalis, com ocorréncia em todo o pais e Diatraea flavipennella Box, encontrada no
Rio de Janeiro, Minas Gerais e nos estados nordestinos, onde apresenta maior importancia
(MENDONCGCA, 1996). A broca da cana-de-aglcar D. saccharalis tem sua distribuicdo
geogréfica entre 30° de latitude Norte e 30° Sul, estando presente em todos os estados onde se
cultiva cana-de-acucar. Além da cana-de-acucar, a D. saccharalis ataca diversas gramineas,

como sorgo, milho, arroz e algumas ciperdceas (MENDONCA, 1996).

2.2. Biologia de Diatraea saccharalis

A broca da cana é um inseto de desenvolvimento holometabdlico, isto é passam pelas
fases de ovo, larva, pupa e adulto (DINARDO-MIRANDA, 2008). O adulto da broca da cana
é uma mariposa com cerca de 25 mm de envergadura, com as asas anteriores apresentando
coloragdo amarelo-palha, com alguns desenhos pardacentos e as asas posteriores sdo
esbranquicadas (GALLO et al., 2002). Segundo Perez e Long (1964), as fémeas da broca da
cana-de-aglcar comecam a emitir feromonio sexual logo apds sua emergéncia, sendo mais
atrativas durante os trés primeiros dias da fase adulta, e interrompendo a atragdo dos machos
apds serem copuladas, chegando a depositar certa de 300 ovos no total. Walker (1965)
estudou o comportamento de copula de D. saccharalis e verificou que a fémea inicia a atracdo
sexual ap6s o pdr do sol, podendo tanto o0 macho como a fémea acasalar mais de uma vez
durante a vida, mas geralmente apenas uma por noite. O horério de maior atividade de copula

ocorre & noite e a postura é feita antes do amanhecer.
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As fémeas ovipositam tanto na face inferior como na superior do limbo foliar e,
ocasionalmente, na bainha das folhas. A postura é feita em massa, com disposi¢do imbricada,
onde um ovo de formato oval e achatado cobre 2/3 ou a metade do que vem logo a seguir
(LIMA FILHO, LIMA, 2001). A duracéo da fase de ovo varia, principalmente, em fungéo da
temperatura, sendo nas condigdes brasileiras por volta de nove dias (BOTELHO, MACEDO,
2002). A coloracdo inicial dos ovos é amarelo-palida, e com o desenvolvimento embrionério,
adquirem tonalidade rosea até chegar ao marrom-escuro, quando € possivel visualizar as
cépsulas cefalicas.

Apos a eclosdo, a lagarta se dirige para a regido do cartucho da planta & procura de
abrigo e alimenta-se através da raspagem das folhas ou da casca do entren6 em formagéo,
permanecendo ali por uma a duas semanas, sofrendo uma ou duas ecdises, quando inicia a
perfuracdo do colmo (BOTELHO, MACEDO, 2002). O orificio de entrada da broca
geralmente localiza-se proximo & base do entrend, na por¢do mais mole, perfurando uma
galeria no sentido ascendente na regido do palmito da planta. Ocasionalmente, as lagartas
podem construir galerias circulares, no sentido transversal, enfraguecendo o colmo e
tornando-o muito mais suscetivel a quebra ou ao acamamento (BOTELHO, MACEDO,
2002).

Durante o periodo larval, o inseto sofre de cinco a seis ecdises. Ao atingirem o
completo desenvolvimento larval, em média aos 40 dias, medem de 22 a 25 mm de
comprimento, com coloracdo amarelo-pélida e cabeca marrom. Possuem trés pares de pernas
toracicas, quatro pares de falsas pernas abdominais e um par de falsas pernas anais (GALLO
et al., 2002). Antes de se transformarem em pupas, as lagartas abrem um orificio para o
exterior do colmo da cana, fechando-o com fios de seda e serragem. As pupas medem cerca
de 17 mm de comprimento e 4 mm de largura. Inicialmente, possuem coloragdo marrom clara,
mas com o desenvolvimento vdo adquirindo coloracdo mais escura; esse estagio dura de 9 a
14 dias. O adulto emerge pelo orificio anteriormente feito pela lagarta. O ciclo bioldgico
completo leva de 53 a 60 dias (GALLO et al., 2002). Uma das grandes adversidades
enfrentadas pela cultura de cana-de-aglcar é que o dano causado por essa praga ocorre

praticamente durante todo o periodo de desenvolvimento do inseto.



17

2.3. Métodos de controle da broca da cana-de-agtcar

Embora vérias medidas de controle possam ser adotadas, 0 manejo da broca da cana
D. saccharalis, estd baseado na liberagdo de parasitdides, sendo esse um dos exemplos
mundiais de eficiéncia de controle biolégico (DINARDO-MIRANDA, 2008). No Brasil,
desde a década de 1970, quando se iniciaram trabalhos de pesquisa e liberacdo de
parasitoides, tanto pelo antigo Planalsucar como pela antiga Copersucar, 0 manejo das
populacdes de D. saccharalis tem sido feito por métodos bioldgicos, visando a fase larval da
praga (MACEDO; BOTELHO, 1988). Inicialmente, os parasitdides produzidos e liberados
eram moscas nativas Lydella minense (Towns.) e Paratheresia claripalpis (Wulp.) (Diptera:
Tachinidae), e a vespa introduzida Cotesia flavipes (Cameron) (Hymenoptera: Braconidae).
Com o tempo, C. flavipes mostrou-se mais eficiente e passou a ser praticamente a Unica
espécie produzida e liberada em larga escala para o controle de D. saccharalis
(COPERSUCAR, 1992). Porém, em determinadas situacdes, a C. flavipes pode ndo ser téo
eficiente, particularmente quando a predacdo de ovos é baixa ou em locais onde este
parasitoide larval ndo se adapta (regibes mais secas) (PARRA; ZUCCHI, 2004), havendo
necessidade de se utilizarem outros métodos para combaté-la (PINTO, 1999). Atualmente,
alguns produtores incrementam o controle bioldgico de D. saccharalis liberando também
Trichogramma galloi (Hymenoptera: Trichogrammatidae), um parasitoide de ovos, que em
associacdo com a C. flavipes, garantem maior sucesso na diminuicdo da presséo da praga e,
consequentemente, seus prejuizos (BOTELHO et al., 1999).

O controle quimico é utilizado em certas regides onde as populacdes de D. saccharalis
aumentaram muito nos Gltimos anos em decorréncia de varios fatores, como o aumento das
areas de plantio, uso de cultivares mais susceptiveis e, principalmente, pela ndo adocdo do
controle bioldgico (DINARDO-MIRANDA, 2008). Contudo, a adogdo de inseticidas é
bastante polémica, pois esses produtos podem afetar os inimigos naturais, que Sdo importantes
reguladores das populacdes de D. saccharalis. Desta forma, os inseticidas utilizados para o
controle da broca da cana sdo fisiolégicos, com menor impacto ambiental e séo restritos a
areas que apresentam intensidades de infestacdo finais muito altos e indices de parasitismo
baixos (DINARDO-MIRANDA, 2008).

Também pode ser adotado o controle cultural por manejo que é baseado no uso de
variedades tolerantes ao ataque da praga, optando, por exemplo, por uma variedade mais

fibrosa que impede a lagarta de penetrar no colmo, na eliminagéo de plantas hospedeiras nas



18

proximidades do canavial, como milho e milheto, no corte da cana sem desponte e, na
moagem rapida apds o corte (GALLO et al, 2002).

Nos ultimos anos, 0 manejo da D. saccharalis tem se tornado mais dificil devido a
adocdo da colheita mecanizada em S&do Paulo. A queimada da cana-de-agucar contribui
indiretamente para o controle da broca, eliminando a praga remanescente do canavial
(EMBRAPA, 2009). Na auséncia da queima da cana-de-acucar, os indices de infestacdo da
broca e de outros predadores aumentaram significativamente (ALAN et al., 1980, MACEDO;
ARAUJO, 2000).

Outra opcéo para o controle de D. saccharalis que vem sendo estudada pelo Centro de
Tecnologia Canavieira (CTC) é o uso de cana transgénica, modificada geneticamente com a
inclusdo do gene “Cry” que codifica proteinas Bt, que sdo entero-toxicas espécie-especifica,
capaz de dar a planta resisténcia as lagartas, que morrem por inani¢do. Este cultivar tem
previsdo de lancamento para o inicio de 2017, porém o dossié com os estudos da variedade
ainda ndo foi submetido & Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranca (CTNBio)
(REVISTA CANAVIEIROS, 2015).

O emprego da abordagem de RNA de interferéncia (RNAI), que decorre do
fornecimento de RNA dupla fita (dASRNA) com sequéncia homéloga a um gene-alvo do inseto
causando o silenciamento génico, surgiu como grande potencial de controle de pragas
agricolas. A producdo de plantas transgénicas exibindo resisténcia a insetos-praga demonstrou
esse conceito (BAUM et al., 2007; MAO et al., 2007), e tem sido explorado para diversos

sistemas.

2.4. Silenciamento génico por RNAI

O mecanismo de silenciamento génico baseia-se na introducdo de moléculas dupla fita
de RNA homologas a genes enddgenos. Em todos os organismos, as moléculas de RNA estéo
presentes na forma de fita simples. Porém, alguns virus possuem o seu codigo genético na
forma de RNA fita dupla, e sua infeccdo é dada pela introducdo deste RNA fita dupla
(dsRNA, do inglés double stranded RNA) nos organismos. Portanto, a ocorréncia de dsRNA
nas células dos organismos infectados representa na maioria das vezes a presenca de um
agente prejudicial a sua sobrevivéncia. Com isso, a evolugdo da maquinaria celular dos
organismos infectados acabou selecionando um processo de defesa contra o ataque de virus,
que se baseia na degradacdo especifica do dsRNA presente em suas celulas (HANNON,
2002).
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Uma vez detectada a presenca de dsSRNA no citoplasma, a enzima Dicer, uma RNAse
do tipo Ill, se liga ao dsRNA e digere a fita dupla do RNA em fragmentos de cerca de 20
pares de base (Figura 1). Estas moléculas, denominadas de siRNA (small interfring RNA) séo
entdo associadas a um complexo ribonucléico denominado RISC (do inglés, RNA-induced
silencing complex). Neste complexo, uma das fitas do siRNA é eliminada e a outra é mantida
e utilizada como guia para o reconhecimento de sequéncias complementares a ela presentes na
célula. O complexo RISC ir4 utilizar o molde do dsRNA exo6geno introduzido nas células
hospedeiras, agora na forma de fita simples, para reconhecer e degradar todas as moléculas de
RNA presentes na célula complementares a ele (PRICE, GATEHOUSE, 2008; KOLA et al.,
2015) (Figura 1). Portanto, a expressdo enddgena de qualquer gene, na maioria dos
organismos vivos, pode potencialmente ser silenciada por meio da introducdo de dsRNA
complementar a este gene (GORDON et al., 2007; PRICE, GATEHOUSE, 2008). Sem a
presenca de moléculas intactas de mRNA, a producédo da proteina ndo ocorrera e a expresséo
do gene enddgeno ¢ inativada (FIRE et al. 1998).
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Figura 1 — llustracdo do mecanismo de silenciamento de genes por RNAI no interior de células de insetos
(KOLA et al., 2015).

O principal desafio é encontrar métodos eficientes e confiaveis de entrega de dsSRNA
as celulas alvo do inseto (YU et al., 2013). As estratégias que tem sido aplicadas em trabalhos

com RNAI com insetos se subdividem em trés principais: microinjecéo, sendo o método mais
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utilizado para a entrega do dsRNA em larvas de insetos (GARBUTT; REYNOLDS, 2012,
YANG; HAN, 2014a); ingestdo de dsRNA, seja por alimentacdo por gota, misturado
diretamente em dieta ou por plantas transgénicas que expressam o dsRNA (ZHU et al., 2010;
TIAN et al., 2009; BAUM et al., 2007); e por imerséo do organismos em solugédo de dsRNA,
aplicavel em alguns casos, principalmente em cultura de células (ARONSTEIN et al., 2006).

O mecanismo de interferéncia por RNA pode ser autbnomos ou ndo autbnomo, e
ambos sdo necessarios para a persisténcia do efeito de silenciamento. Para RNAIi autbnomo, o
processo de silenciamento esté limitado & célula na qual o dsRNA é introduzido ou expresso
e, 0 processo de RNAI atinge apenas celulas individuais (ZHANG et al., 2013). O efeito de
interferéncia ndo autbnomo pode ocorrer em diversos tecidos e células a partir do local de
aplicagdo ou producdo de dsRNA. Existem dois tipos de interferéncia ndo autdbnoma: de
carater ambiental e sistémico. Interferéncia de carater ambiental descreve todos 0s processos
em que o RNA é captado por uma célula a partir do ambiente, enquanto a interferéncia de
carater sisttmico refere-se a todos os processos em que o sinal de silenciamento é
transportado a partir da célula em que o dsRNA € aplicado ou expresso para outras células e
tecidos, onde o silenciamento ter4 efeito (ZHANG et al., 2013).

Embora RNAI seja um mecanismo conservado, a ordem de insetos apresentam
diferengas nos mecanismos e modo de agéo. Trés genes, Sid-1, Sid-2, e Sid-3 (Systemic RNA-
Inteference Defective) foram identificados em Caenorhabditis elegans, necessarios para o
efeito sisttmico de RNAi (WINSTON et al., 2002). A proteina SID-1 foi caracterizada como
uma proteina transmembranar, que funciona como um poro ou canal que transporta
siRNA/dsRNA para dentro ou fora das células (KOLA et al., 2015). Sid-1 ou outro homdlogo
ndo foi identificado em Drosophila melanogaster, que até entdo ndo foram apresentados
efeitos de RNAI sistémico (KOLA et al., 2015). A sinalizacdo do RNAIi em insetos foi
demonstrada em algumas espécies, como em Hyalophora cecropia e Bombyx mori, onde a
injecdo de dsRNA em pupas resultaram em efeitos fenotipicos no desenvolvimento
embrionario da geracdo seguinte, indicando a captagdo do dsRNA no desenvolvimento dos

6rgdos germinativos da pupa (WANG et al., 2011).

Além disso, a natureza sisttmica de RNAi também é determinada pela presenca ou
auséncia de uma agente amplificador de siRNA, a enzima RNA polimerase dependente de
RNA (RdRP, do inglés RNA dependent RNA polymerase), que auxilia na amplificagdo do
sinal de silenciamento (KOLA et al., 2015). Os dominios caracteristicos da RARP ndo foram

identificados no genoma de insetos disponiveis; no entanto, Tribolium castaneum, um
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escaravelho vermelho da farinha, mostra uma forte resposta sistémica e permanente de
silenciamento. Curiosamente, Tribolium apresenta amplificacdo de RNA através de um
mecanismo possivelmente distinto do que a observada em C.elegans (TOMOYASU et al.,
2008).

Atualmente, a técnica de RNAI tem sido amplamente utilizada no campo da biologia
do desenvolvimento, genética funcional e da entomologia agricola. Apesar de variacdes
quanto a presenca ou funcionalidade de determinados componentes deste mecanismo, 0
principio de silenciamento é muito semelhante em todos os casos estudados. De um modo
geral, os trabalhos utilizam esta abordagem para a caracteriza¢cdo dos mecanismos de agdo do
RNAI e principalmente para o estudo da funcéo e regulacéo génica em organismos modelos,
como a mosca-da-fruta D. melanogaster (ROIGNANT et al.., 2003; BISCHOFF et al., 2006;
MILLER et al., 2008), 0 besouro T. castaneum (TOMOYASU, DENELL, 2004; SAVARD et
al., 2006; MARQUES-SOUZA et al., 2008) e do bicho da seda B. mori (QUAN et al., 2002;
OHNISHI et al., 2006). Por proporcionar uma acdo eficiente e gene espécie especifica,
estudos sugerem que dsRNA poderia ser aplicado como agente inseticida feito sob medida
(WHYARD et al., 2009). A probabilidade de o inseto adquiri resisténcia pode ser contornada
pela construcéo de dsRNA de uma regido diferente do mesmo gene ou de um outro gene (YU
et al., 2013).

2.5. Aplicagdes na agricultura

Os primeiros estudos usaram microinjecdo para entregar dSRNA em insetos, mas a
demonstracdo de que a absorcéo através da ingestdo de dsRNA era suficiente para silenciar
genes alvos, abriu a possibilidade de aplicar esta abordagem em uma maior escala (KOCH,
KOGEL, 2014). O potencial de aplicacdo de RNAI para controle de insetos pragas agricolas
tornou-se logo evidente (GORDON et al., 2007). Aplicagdo de dsRNA por pulverizagédo se
assemelha ao atual método de dispersao de inseticida numa cultura, mas os custos de
producdo de RNA e estabilidade no nivel tecnoldgico atual ainda limitam sua eficacia
(KATOCH et al., 2013). No entanto, com a demonstragdo de que as plantas transgénicas
modificadas para expressar dsSRNA de insetos podem proteger as culturas e controlar a praga
alvo com sucesso (BAUM et al., 2007; MAO et al., 2007) surgiu a possibilidade de

desenvolver uma técnica de protecédo de plantas mediada por RNA..
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Baum et al. (2007) primeiro testaram a sensibilidade das larvas do coledptero
Diabrotica virgifera virgiferaa ingestdo de dsRNAs relativo a diversos genes, tais como
ATPase vacuolar, subunidades A, D e E, assim como alfa-tubulina em diversas concentragcfes
em um ensaio de alimentagdo por 12 dias com dieta artificial, com o objetivo de selecionar
um vasto repertdrio de genes essenciais ao inseto. Dos 290 dsRNA testados, a ingestdo de 125
deles resultaram em retardo significativo no desenvolvimento ou morte das larvas. Este
silenciamento génico especifico para os genes em questdo foi confirmado por meio de
amplificacdo quantitativa de transcritos reversos (RT-qPCR). Posteriormente, uma regido do
gene que codifica a subunidade A da ATPase vacuolar numa verséo que expressa a regido em
forma de grampo (hairpin) de modo a gerar o dsRNA foi utilizado para a transformagéo de
plantas de milho e submetidas a infestagéo por D. v. virgifera. Uma vez transformadas, tais
plantas apresentaram niveis considerdveis de protecdo quando comparadas com a planta
controle, mostrando a viabilidade da técnica. Em outro ensaio, também realizado por Baum et
al. (2007), os mesmos dsRNA utilizados em D. v. virgifera foram testados em duas outras
espécies de insetos, com a mortalidade decrescendo significantemente conforme a diminuicéo
da similaridade das sequéncias génicas ortdlogas, mostrando que o silenciamento pode ser
especifico para o inseto-praga.

J& Mao et al. (2007) seguiram uma abordagem distinta, demonstrando que a toleréncia
das larvas de Helicoverpa armigera ao gossipol (terpendide presente no algodoeiro) é devido
a atividade de um citocromo P450 monooxigenase, que possui a capacidade de detoxificar
xantotoxinas, como o gossipol. Ao alimentar as larvas com dieta artificial de plantas de tabaco
e de Arabidopsis expressando o dsRNA do gene citocromo P450 monooxigenase, foi
observado uma reducdo significativa na expressdo deste gene. Quando essas larvas eram
alimentadas em dieta contendo gossipol, foi observado um significativo retardo do
crescimento. Em outro trabalho deste mesmo grupo, foram geradas plantas transgénicas de
algoddo expressando o dsRNA do gene de P450 monooxigenase, tendo estas plantas
apresentado uma maior resisténcia a H. armigera, comprovando novamente a eficiéncia da
técnica (MAO et al., 2010).

O uso de RNA de interferéncia em D. saccharalis visou o estudo funcional de enzimas
digestivas associadas a resisténcia ao Bt (YANG et al., 2010; 2011). Com este foco,
alimentando lagartas de diferentes instars com dsRNA para os genes alvos, foi avaliada a
variacdo de expressdo génica em cepas resistentes e suscetiveis & proteina CrylAb presentes

no milho Bt.
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A abordagem de interferéncia por RNA para silenciar genes com o objetivo de
controlar pragas tém utilizado dois métodos de introducéo do dsRNA: a microinjegdo no trato
digestdrio, como por exemplo, em Spodoptera exigua para o gene de Quitina Sintase A
(CHEN et al., 2008) e em Phyllotreta striolata para o gene do receptor olfativo (ZHAO et al.,
2011). Alternativamente, o dSRNA tem sido introduzido por meio de ensaios de ingestdo em
dieta artificial, como por exemplo, para S. exigua para o gene de Quitina Sintase A (TIAN et
al., 2009); Nilaparvata lugens para o gene de trealose fosfato sintase (CHEN et al., 2010),
Bactrocera dorsalis (LI et al., 2011); em Leptinotarsa decemlineata (ZHU et al., 2010), em
Phyllotreta striolata para o gene arginina quinase (ZHAO et al., 2008) e em Bemisia tabaci
nos genes ADT/ATP translocase, alfa-tubulina, proteina ribossomal L9, V-ATPase,
subunidade A e para um ort6logo da actina (UPADHYAY et al., 2011). Ainda Rosa et al.
(2010) utilizaram RNA. para silenciar o gene de Actina em cultura de células de Homalodisca

vitripennis via transfecgéo.

2.6.Selegéo dos genes alvo do silenciamento

Existem varios fatores que influenciam no sucesso e eficiéncia da técnica de RNAI,
dentre eles estdo a escolha do gene, o tamanho e a regido da sequéncia do dsRNA, a
concentracgdo fornecida, entre outros (PEREIRA, 2013). Dentre estes, se destaca a escolha dos
genes alvos, que devem ser selecionados cuidadosamente seguindo alguns critérios, como:

1.Essencialidade: O efeito do silenciamento génico dever4d impor-se ao
desenvolvimento normal do inseto alvo de forma eficaz. Com isso, 0s genes selecionados
deverdo desempenhar fungdes essenciais durante este processo (HUVENNE et al, 2010;
MAO et al., 2007).

2. Especificidade: O efeito do silenciamento génico devera ser especifico para o inseto
praga buscando a utilizacdo de genes que, apesar de serem essenciais para 0 inseto,
apresentem uma variagdo significativa em sua sequéncia de nucleotideos quando comparado a
ortélogos em outras espécies de insetos ndo alvos. Entretanto, a similaridade na sequéncia
protéica entre diferentes espécies pode ser total, uma vez que a especificidade do
silenciamento génico depende somente da sequéncia de nucleotideos (BAUM et al., 2007).

3. Redundancia génica: Deverd ser evitada a utilizagdo de genes que apresentem
pardlogos na espécie alvo, uma vez que a funcdo protéica do gene alvo pode ser substituida

por outro que possua variacdo suficiente em sua sequéncia de nucleotideos para ndo ser
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afetado pelo silenciamento génico. Esta restri¢do inclui familias génicas e formas alternativas
de splicing (PRICE, GATEHOUSE, 2008; PEREIRA, 2013)

Apesar da grande importancia agricola da D. saccharalis, existe um nimero limitado
de sequéncias génicas disponiveis no banco NCBI (National Center for Biotechnology
Information), sendo apenas 353 sequéncias depositadas até o momento (setembro de 2015).
Entre elas, representantes de genes como: citocromo, beta-glucanase, caderina, genes de
alcalina fosfatase, citocromo oxidase, NADH dehidrogenase, aminopeptidase, alfa-amilase,
tripsina, polipeptidase viral, proteinas ndo estruturais, genes de RNA ribossomal e sequéncias
de marcadores tipo microssatélites.

Com isso, duas abordagens podem ser seguidas e serdo abordadas no presente
trabalho. Primeiro, o estudo poder utilizar a informacéo das sequéncias de genes candidatos
reveladas em espécies filogeneticamente relacionadas para tentar clonar a sequéncia
homologas deste gene na espécie praga, no nosso caso D. saccharalis. Apesar de ser uma
abordagem de aplicacdo imediata, ela depende da clonagem do gene por primers (iniciadores
da PCR - reacdo em cadeia da polimerase) degenerados. Esta técnica é limitada pela
necessidade de se haver um alto nivel de conservagdo entre os aminoacidos das sequéncias
homologas para que a clonagem seja bem sucedida.

A segunda abordagem seria a identificacdo das sequéncias génicas diretamente na
espécie praga por meio da analise de sequéncias transcritas (transcritoma). As novas
plataformas de sequenciamento massivo (Next Generation Sequencing- NGS) representam um
dos principais métodos de identificacdo do transcritoma de um organismo ou em um tecido
especifico. Isso possibilita a andlise de milhdes de sequéncias em paralelo com alta
sensibilidade (DESCHAMPS; CAMPBELL, 2010). Quando comparado a tecnologia
tradicional para geracdo de ESTSs, as atuais tecnologias de sequenciamento Roche 454,
Illumina e Solid, fornecem importantes vantagens (DESCHAMPS; CAMPBELL, 2010).
Dentre elas estdo & maior amostragem do genoma e a auséncia do desenvolvimento de
bibliotecas de cDNA (MOROZOVA; MARRA, 2008). Além disso, possibilitam que
amostragens de diversos tecidos possam ser analisadas simultaneamente (NOVAES et al.,
2008; MOROZOVA; MARRA, 2008). Essa tecnologia tem o custo do sequenciamento
reduzido na ordem de 100 vezes devido a anélise de um genoma completo ser realizada em
sua totalidade em poucas corridas (MARDIS, 2008; NORDBORG; WEIGEL, 2008).

No caso de genomas de espécies ndo modelo contendo um ndmero reduzido de
sequéncias disponiveis em bancos de dados para comparagdo, como é o caso da D.

saccharalis, a tecnologia Illumina pode gerar centenas de milhares de sequéncias de alta
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qualidade e de forma representativa de todas as regifes do transcrito independente do seu
tamanho e nivel de expressdo (NORDBORG; WEIGEL, 2008).



26

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Criacgéo de Diatraea saccharalis

A colbnia de criacdo de D. saccharalis est4 estabelecida no laboratério Biologia de
Insetos do Prof. José Roberto Postali Parra, Departamento de Entomologia e Acarologia da
ESALQ, crescida sob temperatura de 25 + 2 °C, umidade em torno de 60% UR e fotofase de
14 h. As lagartas recém eclodidas sdo crescidas por cerca de 35 dias individualmente em
tubos de vidro contendo 10 mL de dieta artificial (Tabela 1) (PAULILLO, 2012), tampadas

com algodao hidrdfilo.

Tabela 1 — Composic¢éo da dieta artificial usada para Diatraea saccharalis para o preparo de 1 L de dieta.

Componente Quantidade por Litro
Acucar 52,5¢
Farelo de soja 549
Germe de trigo 15¢
1Sais de Wesson 7,59
Acido ascorbico 1,99
Cloreto de colina 0,49
%Solucdo vitaminica 11,3mL
Vita Gold® (Fabiani Saude Animal) 0,4mL
Nipagin 39
Tetraciclina 0,13g
Formaldeido (40%) 0,75mL
Agar 129
Agua destilada 900 mL

1- Os Sais de Wesson contém os seguintes ingredientes: carbonato de célcio (10,5 g); sulfato de cobre (5H,0)
(0,019 g); sulfato de magnésio (4,5 g); sulfato de potéassio e aluminio (0,005 g); iodeto de potassio (0,003 g);
cloreto de sodio (5,25 g); fosfato tricalcico (7,45 g); fosfato férrico (0,725 g); sulfato de manganés (0,01 g);
cloreto de potéassio (6 g); monofosfato de potassio (15,5 g); fluoreto de sdio (0,028 g) e agua destilada para
100 mL.

2- Segundo informacBes fornecidas pelo Laboratério de Entomologia da ESALQ/USP, a solucdovitaminica
contém os seguintes componentes: biotina (0,02 mg); acido félico (0,25 mg); piridoxina (0,25 mg); tiamina
(0,25 mg); riboflavina (0,5 mg); pantotenato de célcio (1 mg); niacinamida (1 mg); vitamina By, (0,002 mg) e
inositol 20 mg. Todos os componentes do complexo vitaminico podem ser adquiridos no mercado nacional e
sdo formulados em via imida (vitamina By,) ou via seca (os demais). Para obter a solugdo vitaminica devem-
se misturar as duas vias em um litro de &gua destilada e apds sua utilizagdo, conserva-la em ambiente

refrigerado.
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Ap0s a pupagem, os insetos tém seu género identificado e sdo transferidos em casais
para gaiolas de postura montadas com tubos de PVC forrado com papel sulfite, onde os
adultos emergem, cruzam e ovipositam nas paredes do tubo. Na parte central da gaiola, se
localiza o recipiente contendo alimentagdo para adultos de lepiddpteros, composta de uma
solucdo 10% mel (sacarose). Os ovos sdo retirados apos a postura e armazenados no proprio

papel sulfite recortado da parede da gaiola, em placa de Petri até a eclosdo das lagartas.

3.2. Clonagem de genes candidatos

3.2.1. Escolha de genes candidatos e desenho de primers

Inicialmente, dois genes-alvo, V-ATPase subunidade A (V-ATPase) e Arginina Kinase
(AK), foram escolhidos baseado em casos de sucesso do uso da técnica de RNAI para o
controle de pragas nos coledpteros D. virgifera virgifera e Phyllotreta striolata,
respectivamente (BAUM et al., 2007; ZHAO et al., 2008). O gene codificador para o receptor
de Ecdisona (EcR) foi escolhido baseado no seu papel fundamental durante o processo de
ecdise em H. armigera, onde larvas alimentadas com tabaco transformado para expressar
dsRNA do gene EcR apresentaram ecdise defeituosa e mortalidade (ZHU et al., 2012).

Estes trés genes foram previamente selecionados pelo Dr. Roberto Camargo, membro
do Laboratério de Melhoramento de Planta do Centro de Energia Nuclear na Agricultura
(CENA-USP), em paralelo com seu estudo envolvendo a Tuta absoluta (CAMARGO, 2014).
As clonagens dos genes V-ATPase e EcR foram realizadas pelo Dr. Roberto Camargo,
enquanto que o gene AK ndo havia sido clonado até o inicio deste trabalho, apenas o0s primers
a serem utilizados em sua clonagem.

Para o desenho dos iniciadores genes especificos, sequéncias de aminoécidos dos
genes-alvo (V-ATPase, EcR e AK) de outras espécies de insetos, incluindo T. castaneum, D.
melanogaster, Aedes aegypti, B. mori, M. sexta e Leptinotarsa decemlineata, presentes no
banco de dados NCBI foram alinhados utilizando-se o programa CLUSTALW?2 (LARKIN et
al., 2007) para a identificagdo das regibes conservadas. Estas regides conservadas foram
analisadas visualmente quanto a degeneracéo de codons codificadores dos amino4cidos para o
desenho de primers. Enquanto que os aminoacidos Metionina e Triptofano apresentam apenas
uma opgdo de codon, que significa uma degeneracidade igual a 1, Leucina e Arginina
possuem 6 combinagdes de nucleotideos codificadores para cada um dos amino&cidos, o que

resulta em uma degeneracidade igual a 6. As regides com degeneracidade total menor que
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1024 foram selecionadas para o desenho dos primers (Tabela 2). Para avaliar a especificidade
dos candidatos, foi efetuado em paralelo, o alinhamento das sequéncias de nucleotideos

correspondentes as sequéncias de aminoacidos alinhados.

Tabela 2- Descri¢do dos primers degenerados utilizados nas clonagens dos respectivos genes candidatos V-
ATPase subunidade A (V-ATPase), Receptor de Ecdisona (EcR) e Arginina Kinase (AK) em Diatraea
saccharalis e tamanho dos fragmentos amplificados esperados. Os nimeros que precedem os primers

significam a ordem em que foram usados nas reagdes de amplificagdo.

Tamanho

Genes Forward Reverse Esperado
(pb)
1- GTRGGNGTYATGGCNCANATHCA 1- TGNTCRAARTCNGCYTTDATYTT 1635
V-ATPase 2- ATGGCNACNATHCARGTNTAYGA 2- TTNACNGGRTCYTTRCCYTTCAT 1590
3- ACNTGYTTRTARAANGGRCARAA 1431
1- TGYGTRGGNTGYAARGGNTTYTT 1- ACRTCCCADATYTCYKCNARRAA 1023
EcR 2- TGYGTRATNGAYATGTAYATGMG 2- CARAARTGNARNARRTCYTCDAT 642
3- GTCATYACNGTDATYTGNCKRAA 399
1- GGNTTYAARAARACNGAYAARCA  1- CCRTCRTDCATYTCYTTNACNGC 762
AK 2- GARDVNCARTAYAARGARATGGA  2- CCNCCYTCNGCYTCNGTRTGYTC 540
3- ARRTGRTCYTCYTCRTTRCACCA 261

R = purinas; Y = pirimidinas; M = A/C; K =G/T; H=A/C/T; B=C/GIT; V = AIC/G; D = A/GI/T; N = todas as bases.

3.2.2. Extracdo de RNA de Diatraea saccharalis

Para a clonagem dos genes candidatos, amostras de cada instar de D. saccharalis
foram congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas em ultrafreezer (-80°C) até a extragdo
de RNA total. Cada amostra foi extraida separadamente a partir de cerca de 100 mg de
material, utilizando o reagente TRIzol (Life Technologies, Carlshad, CA, EUA), seguindo as
recomendagOes do fabricante. Todas as solucdes utilizadas para a extragdo de RNA foram
preparadas com &gua 0,01% dietilpirocarbonato (DEPC) inativa (autoclavada). Para a
determinagdo da concentracdo do RNA total extraido, uma aliquota de 2 pL foi submetida a
leitura em NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, Wilmington, DE, EUA) e sua integridade foi
examinada por eletroforese em gel de 1% agarose desnaturante em tampédo 1X SB (10mM
NaOH pH 8,5; ajustado com &cido bérico) (BRODY; KERN, 2004) a 3 V cm™, aplicando-se
uma aliquota de 2 uL do RNA total de cada amostra.
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3.2.3. Sintese de cDNA

A partir do RNA total extraido, 2 pg foram tratados com DNAse | (Fermentas;
Waltham, MA, EUA) para eliminar contaminagdo com DNA gendmico. Para tal, foram
misturados tampédo de reagdo, 2 U de DNAse | e 40 U de inibidor de RNAse Ribolock
(Fermentas). A mistura foi incubada a 37°C por 30 min em termociclador Veriti (Applied
Biosystems; Foster City, CA, EUA), e apds este periodo, foi adicionado 1 pL de EDTA (50
mM) e a solugdo passou 10 min a 65°C para inativacdo da enzima. A seguir, a sintese de
cDNA foi realizada utilizando o kit de transcricdo Revertaid (Fermentas). Para isso, 1 pug do
RNA tratado, 250 pM de cada dNTP e 2 pM de Oligo dT foram submetidos a uma
temperatura de 65°C por 5 min e resfriadas em gelo. Logo apds, foram adicionados 4 pL de
tampéo 5X RT Buffer (Fermentas), 20 U de Ribolock RNAse Inhibitor (Fermentas) e 200 U da
enzima RevertAid Premium Reverse Transcriptase (Fermentas) em um volume final de 20
pL. A reacdo foi incubada por 30 min a 50°C e 85°C por 5 min para inativacdo da enzima. As
amostras de cDNA de cada instar foram entdo diluidas & 10" e um mix de cDNA foi feito

com partes iguais de cada instar para a solugdo de trabalho.

3.2.4. Amplificacdo dos genes alvos e inser¢do em vetor de clonagem

Os genes foram amplificados a partir do mix de cDNA total das lagartas empregando a
técnica de Nested PCR, na qual o produto da primeira reacdo é utilizado como molde na
segunda reagéo utilizando-se pares de primers internos a regido de anelamento dos primers da
primeira reacéo (Tabela 2). As reacdes de amplificagdo continham cerca de 100 ng de cDNA,
3 mM de MgCl,, 100 puM de cada dNTP, 2 U de Taq DNA polimerase High Fidelity (Kapa
Biosystems, Wilmington, MA, EUA), em tampéo adequado, e 1 uM de cada primer, em um
volume final de 20 pL. A segunda reagdo (nested) foi realizada sob as mesmas condigdes,
exceto por empregar 1 pL do produto da primeira reagdo no lugar do cDNA e substituir os
primers pelos internos a eles. A amplificacdo foi feita em termociclador Veriti (Applied
Biosystems) empregando as seguintes condi¢des: 94°C por 5 min, seguido de 35 ciclos de
94°C por 40 s, 45°C por 1 min e 72°C de acordo com o tamanho do produto de amplificacéo
(1 min/Kb), finalizando a 72°C por 10 min. Em seguida, as amplificagdes foram analisadas
por eletroforese em gel de 1% agarose. Os fragmentos de interesse apds a segunda reacéo
foram entéo recortados do gel com o auxilio de uma I&mina estéril e purificados utilizando-se

0 QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN) de acordo com as especificagdes do fabricante. Os
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fragmento purificados foram clonados em vetor pGEM-T Easy (Promega, Madison, WI,
EUA), para sequenciamento e elaboragdo do RNA dupla fita.

Para a clonagem dos fragmentos, cerca de 150 ng de DNA amplificado, purificado e
quantificado em DyNA Quant 200 fluorometer (Hoefer; Holliston, MA, EUA), foram
aliqguotados em microtubo juntamente com tampé&o de ligagéo, 50 ng de vetor pGEM-T Easy
(Promega; Madison, WI, EUA) e 5 U de T4 DNA ligase e incubados a 4°C por 16 h em
reagOes de 10 pL. Em seguida, 2 pL da reacdo foi utilizado para a transformagéo de E. coli,
eletrocompetente cepa TOP10 via eletroporacdo pelo MicroPulser Eletroporator Apparatus
(Bio-Rad, Hercules, CA, EUA). Apos a transformagdo, as bactérias foram plaqueadas em
meio LB (Meio Luria-Bertani - 10 g L™ Triptona; 5 g L™ Extrato de Levedura; 10 g L"*NaCl).
As bactérias foram crescidas em meio LB contendo 100 mg L™ ampicilina, mais 40 ug mL™
X-Gal e 0,1 mM IPTG, para selecdo das bactérias transformantes.

As bactérias positivas para a transformagdo foram inoculadas em meio LB liquido
contendo 100 mg L™ de ampicilina e a presenca do inserto foi confirmada pela extragdo do
DNA plasmidial por lise alcalina, seguida de analise por digestdo com EcoRlI para liberagdo
do inserto. Cerca de 400 ng de plasmideo contendo o inserto foram digeridos em reacdes de
10 pL contendo tampéo da enzima e 10 U de EcoRI por 4 h a 37°C, e a presenga do inserto
foi confirmada pela amplificacéo do fragmento via PCR. Para confirmagéo de identidade do
gene de interesse, os plasmideos foram sequenciados empregando o kit DYEnamic ET
Terminator Cycle Sequencing (GE Health Sciences, Champaign, IL, EUA). As reacdes de
sequenciamento continham oligo T7 ou SP6, e foram conduzidas sob as seguintes condigdes
de reacéo: 30 ciclos de 95°C por 20 s, 50°C por 60 s. Foram sequenciados trés clones de cada

transformac&o em aparelho ABI PRISM 3130 (Applied Biosystems).

3.3. Caracterizagéo do transcritoma de Diatraea saccharalis

3.3.1. Extracdo de RNA de Diatraea saccharalis para sequenciamento massivo

O RNA total de D. saccharalis para o sequenciamento massal foi extraido utilizando o
reagente TRIzol. Cerca de 10 pg de RNA total de cada fase de desenvolvimento: ovos, 1°, 2°,
3°, 4°, 5° e 6° instar larval foram enviados para a empresa Macrogen, Seul, Coréia do Sul,
para sequenciamento em equipamento HiSeq 2000 (Illumina, San Diego, CA, EUA).
Primeiramente, foram conduzidas analises das amostras de RNA total para qualidade e

integridade por Bioanalyzer (Agilent Tachnologies). Apds aprovadas nestes testes, foram
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construidas quatro bibliotecas, sendo uma com amostras de ovos, e as outras unificando 2
instars cada, primeiro e segundo instars; terceiro e quarto instars; e quinto e sexto instars
utilizando-se o kit TruSeq RNASample Prep (lllumina), e estas foram sequenciadas a partir de

cada extremidade (paired-end read).

3.3.2. Montagem do transcritoma de referéncia a partir dos dados de sequenciamento
RNA-seq

Devido a indisponibilidade de genoma de referéncia para analisar os dados de RNA-
seq de D. saccharalis, foi utilizada a estratégia de montagem de novo do transcritoma pelo Dr.
Roberto Camargo. Primeiramente, os dados gerados pelo sequenciamento foram analisados
utilizando-se o software CLC Genomics Workbench (CLC Bio; Aarhus, Dinamarca). Os
arquivos FASTQ oriundos do sequenciamento foram limpos (trimmed) para a extragdo das
sequéncias dos adaptadores e para excluséo de sequéncias com baixa qualidade. A seguir, 0s
quatro arquivos, referente a cada biblioteca, foram submetidos a alinhamento (de novo
assembly) para geracdo do transcritoma do inseto. Apds a montagem do transcritoma e
obtencéo da lista de contigs, foi conduzida a anotagdo dos contigs por anélise de ontologia
génica (GO) empregando-se o programa Blast2Go (CONESA et al., 2005).

3.4. Novos genes alvos para silenciamento de Diatraea saccharalis

3.4.1. Escolha dos novos alvos

Apbs a montagem do transcritoma, dois genes da via do horménio juvenil (JH) e de
ecdisteroides foram identificados e escolhidos: o Juvenile Hormone Epoxide Hydrolases
(JHEH), que embora pouco estudado em trabalhos com o objetivo silenciamento génico,
alguns autores o apontam como sendo o gene biologicamente mais relevante no catabolismo
do Horménio Juvenil (LAWRENCE et al., 2005), e o Neverland, que se encontra no inicio da
via de sintese do horménio Ecdisona, responsavel pela ecdise da lagarta, e codifica a enzima
que converte colesterol em 7-dehidrocolesterol (LAWRENCE et al., 2005).

O gene Quitina Sintase (QS) foi escolhido por sua fun¢do na formagéo da quitina,
principal proteina constituinte do exoesqueleto dos artropodes. Esta enzima atua no
desenvolvimento da cuticula, traquéia, e intestino (TIAN et al., 2009). Desde que a Quitina

Sintase é encontrada em artrdpodes e fungos e ndo em vertebrados e plantas, acredita-se que
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esta enzima seja o alvo regulador de crescimento ideal para atingir o inseto (TIAN et al.,
2009).

3.4.2. Clonagem dos novos genes candidatos

Os novos alvos identificados a partir do transcritoma de D. saccharalis foram
amplificados utilizando-se pares de primers especificos (Tabela 3), desenhados empregando o
programa Primer3 a partir da sequéncia dos contigs obtidos na anélise do transcritoma. As
reagOes de amplificagOes continham cerca de 5 ng do mix de cDNA de lagartas de todos 0s
instars, 400 uM de cada dNTP, 1,5 mM MgCl,, 0,2 uM de cada primer, 1,5 U de Tag DNA
polimerase (Fermentas) em tampé&o (NH4),SO4, num volume final de 25 pL. A amplificagéo
foi conduzida nas seguintes condigdes: 95° por 2 min, 35 ciclos de 95°C por 30 s, 55°C por
30 s e 72°C por 40 s, finalizando a 72°C por 2 min. As etapas subsequentes da clonagem,
analise em gel, purificacdo da banda do gel, clonagem em vetor pPGEM-T Easy, transformacéo
de bactéria e confirmacdo do inserto, foram realizadas como no item 3.2, com excecdo do

sequenciamento, feito em sequenciador 3500 Genetic Analyser (Applied Biosystems).

Tabela 3- Descricdo dos primers para amplificacdo dos genes Juvenile Hormone Epoxide Hydrolase, Neverland
e Quitina Sintase. Estdo listadas as respectivas identificacbes, as sequéncias de nucleotideos dos

primers e o tamanho do amplicon gerado em pares de bases (pb)

Genes Sequéncia (5°- 3°) Amplicon (pb)
Juvenile hormone epoxide F- TGCACCCAAGAAAAGCTACG 248
hydrolase (JHEH) R- CACCGCTGAATCTGTTAAAGC

Neverland (NVD) F: CGCTAAAATACCGCCTCCAT 241

R: CCCCAATGTTTCAGTTCAGG

Quitina Sintase (QS) F-ATTTTCGGAAAGTTCGCTTG 410

R: TCTGCGAGATCCTCAGTTTTT

3.5. Selecd@o de método para entrega de dsRNA para o inseto

Primeiramente, foi necessario estabelecer um método eficiente no qual a solucéo
contendo dsRNA seria entregue a lagarta. Alguns ensaios preliminares foram realizados a fim
de analisar a viabilidade de cada abordagem antes dos experimentos envolvendo a solugéo
com dsRNA.
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Inicialmente, foi testado o depdsito de solugdo na superficie da dieta artificial, e para
tal, foram utilizadas placas contendo 24 pocos de 3,4 mL de volume com 16 mm de diametro.
Cem pL de solucéo de 4gua com 10% corante alimenticio (Arcolor Azul) foram depositados
sobre 1 mL de dieta solidificada e deixada descansar por 24 h & temperatura ambiente com a
placa fechada, de modo que a solugdo pudesse penetrar na dieta. Posteriormente, em torno de
50 lagartas neonatas foram postas a se alimentar neste ambiente. A placa foi fechada com
papel adesivo transparente (Contact) com pequenos furos para aeragdo e para evitar que as
lagartas escapassem. Amostras foram tomadas em triplicatas ap6s 24, 48 e 72 h de exposicdo

ao tratamento.

Em uma segunda abordagem, plantulas enraizadas in vitro da variedade ‘IAC87-
3396°, gentilmente cedidas pela Dra. Silvana Creste, pesquisadora do “Centro de Cana” do
Instituto Agrondmico de Campinas, foram aclimatizadas por duas semanas em caixas de 5 L
contendo 1/4 da concentracdo de sais da solucdo nutritiva de Hoagland e Arnon (1950) até
que atingissem aproximadamente 20 cm de altura. Estas plantulas tiveram suas raizes
retiradas e foram imersas em 200 pL de solucéo de &gua destilada e 10% corante alimenticio
(Arcolor Azul) para que pudesse ser analisada a capacidade e o tempo de absorgéo da solugéo,
juntamente com o fluxo da solugdo no interior da planta. Posteriormente, 10 lagartas neonatas
foram postas a se alimentar destas plantas, isoladas por uma gaiola feita a partir de garrafas
plasticas PET de 500 mL e “voil” (Figura 2). Apds 24 h, 48 h e 96 h, amostras destas lagartas

foram tiradas.

O mesmo tipo de ensaio foi conduzido com plantas provenientes de toletes de cana-de-
aclcar, onde minitoletes oriundos de plantas da colecdo de germoplasma do CENA/USP
foram limpos e colocados para germinar em caixas vazadas contendo vermiculita (Terra
Mater) umida, mantidos em cAmaras a 32°C com fotoperiodo 14/10h até que atingissem cerca
de 30 cm de tamanho. As brotagdes foram removidas dos minitoletes e 10 lagartas neonatas
foram postas para se alimentar destas brotagBes em gaiolas feitas de garrafas plasticas e
“voil”. Amostras destas lagartas foram coletadas ap6s 24 h, 48 h e 96 h do inicio da

alimentagdo.
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Figura 2- Montagem de ensaio com pléntulas de cana-de-agUcar para avaliar a dispersdo a capacidade e o tempo
de absorcdo das plantulas e o tempo de permanéncia das lagartas nestas condicfes. (A) Plantulas sem
raizes em microtubos para a absorcéo da solugdo imposta. (B) Gaiolas feitas a partir de garrafas PET de
500 mL prontas para ensaio com lagartas neonatas em plantulas de cana-de-agUcar.

O método de ingestdo por gota, usada por Yang et al. (2010) em D. saccharalis,
também foi testado no presente trabalho, onde uma solugdo contendo corante alimenticio
(Arcolor Azul) e 2% sacarose como fagoatrativo, foi servida a lagartas recém mudadas para o
4° instar por meio de micropipeta. Estas lagartas foram previamente submetidas & 16 h sem
alimentacdo de modo a estimular a entrega da solugdo ap6s o periodo de jejum (Figura 3).
Depois da ingestdo da solugdo, as lagartas foram reintroduzidas em dieta artificial e mantidas
em camara a 26°C * 2°C e fotoperiodo 14/10h. As amostras de larvas foram retiradas em 24
h, 72 h e 96 h ap06s a imposi¢do do tratamento.

Em uma variacao deste método, quatro gotas de 3 pL cada da mesma solugdo anterior
foram aplicadas sobre parafilme (Parafilm M; American National Can, Menasha, WI, EUA) e
foram dispostas em placas de Petri plasticas contendo papel-filtro umedecido. Lagartas
neonatas (com menos de 24 h da eclosdo) foram colocadas em placas de modo que a
alimentacdo esteve disponivel por 24 h. As placas foram fechadas com fita adesiva e

conservadas em camara a 26°C, no escuro. Transcorrido o tempo, as lagartas
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preferencialmente de coloracéo azul foram coletadas para analise (Figura 4). A coloragdo azul
na lagarta nos indica que apesar de ndao ser possivel quantificar, a lagarta ingeriu a solucao

disponivel.

Figura 3 - Lagartas de quinto instar de Diatraea saccharalis ap6s alimentacdo por gota com auxilio de pipeta.
Solucéo contendo 2% sacarose e corante alimenticio.

Figura 4 — (A) Esquema de montagem de placa para experimento de oferecimento de gotas para neonatas.
Pode-se observar o parafilme suportando as gotas de solugdo de alimento e aproximadamente 120
lagartas postas para se alimentar na placa; (B) Em aproximacéo, lagartas neonatas adquirindo
coloragdo azul ap6s o inicio da ingestdo da solugdo disponivel.

Os métodos testados para 0s ensaios com dupla fita abordam dois tipos de entrega de
RNA. Quando ele é absorvido pela planta antes de atingir a lagarta, o0 dsSRNA entra na
maquinaria de RNAI e é processado em siRNA pela endoribonuclease Dicer da prdpria
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planta. Nos métodos por gota ou deposito em dieta, a lagarta ingere diretamente 0 dsSRNA,

que sera processado integralmente no interior da lagarta.

3.6. Ensaio de RNAi em Diatraea saccharalis

3.6.1. Sintese de dsRNA a partir dos genes clonados

A partir dos clones com os fragmentos de regibes dos sete genes alvos de D.
saccharalis inseridos no vetor pGEM-T Easy , foi realizada a sintese do dsRNA por
transcricdo in vitro com a enzima T7 RNA polimerase (MegaScript T7, Ambion, Thermo
Fischer), segundo as recomendacdes do fabricante. O vetor pPGEM-T Easy contém a regido de
insercdo do gene flanqueado pelos sitios T7 e SP6, e as sequéncias alvo foram amplificadas
utilizando-se primer T7 (5’TAATACGACTCACTATAGGG), juntamente com um primer
em que a sequéncia SP6 é seguida pela sequéncia do primerT7 (5’
TAATACGACTCACTATAGGGATTTAGGTGACACTATAG). Desta forma, obtém-se por

amplificacdo as sequéncias dos genes de interesse flanqueadas por sitios de anelamento da

polimerase T7. Esta reacdo de amplificacdo para a adi¢do dos sitios T7 as sequéncias alvo
molde foi realizada contendo 25 ng de DNA plasmidial, 2,5 mM de MgCl,, 100 uM de dNTP,
0,1 uM de cada primer e 2 U de Taq polimerase em tampdo de (NH,),SO4 e volume final de
25 pL. As condigOes do termociclador foram 95°C por 2 min, 35 ciclos de 95°C por 30 s,
55°C por 30 s, 72°C por 1 min, com 72°C por 2 mim de extensdo final. As reagdes foram
submetidas a eletroforese em gel de 1% agarose em tampéo TAE e os fragmentos de interesse
extraidos do gel e purificados com o QlAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN) de acordo com
a orientacédo do fabricante. A sequéncia molde foi entdo quantificada em fluorémetro DyNA
Quant 200 e utilizada em reagdo de transcri¢éo in vitro contendo cerca de 500 ng de DNA
molde, tampdo da enzima, 7,5 mM de cada ribonucleotideo, 200 U de RNA polimerase
MegaScript T7 em volume de 20 pL. A reacdo foi incubada a 37°C por cerca de 8 h. A etapa
seguinte consistiu da purificagdo do dsRNA por precipitagdo com LiCl, de acordo com a
orientacdo do fabricante. A quantificacdo do dsRNA foi realizada através do aparelho Qubit
2.0 Fluorometer (Invitrogen), no modo ssSRNA High Sensitivity, sequindo a orientacdo do
fabricante.

Em todos os ensaios de entrega de dsSRNA, o controle negativo de dSRNA empregado
foi uma regido do gene GFP (Green Fluorescent Protein). Para isso, a sequéncia do gene

GFP foi obtida a partir do vetor pPCAMBIA 1303 com a sequéncia amplificada utilizando-se
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os primers GFP-F (5’ TAATACGACTCACTATAGGGCAGTGGAGAGGGTGAA) e GFP-R
(5 TAATACGACTCACTATAGGGTTGACGAGGGTGTCTC) contendo segmentos gene-

especificos seguidos pela sequéncia do primer T7 forward e reverse (nucleotideos

sublinhados), amplificando 316 pares de base. As reagdes de amplificacdo de GFP foram
realizadas em um volume final de 25 pL contendo 25 ng de DNA plasmidial, 1,5 mM de
MgCl,, 200 uM de dNTP, 0,2 uM de cada primer e 1,5 U de Taq polimerase (Fermentas) em
tampéo de (NH,4),SO,. As condicdes de reagdo foram 95°C por 2 min, 35 ciclos de 95°C por
30 s, 60°C por 30 s, 72°C por 30 s, terminando com ciclo a 72°C por 2 mim. Para a

transcricdo in vitro foram utilizadas as mesmas condigdes descritas para 0s genes-alvo.

3.6.2. Ensaio de fornecimento de dsRNA a Diatraea saccharalis

3.6.2.1. Entrega via gota para lagartas de 4° instar

Para avaliar o efeito do silenciamento génico para os genes alvo selecionados, foi
realizado um ensaio de alimentagdo por gota, utilizando lagartas que sofreram ecdise do
terceiro para o quarto instar e apds passarem 16 h em periodo de jejum, foram alimentadas,
uma Unica vez, com 2,5 pL de solucdo de dsRNA acrescida com 2% sacarose como
fagoatrativo. A concentragdo de dsRNA fornecida variou de 1 a 3,3 pg por lagarta. Como
controle negativo, lagartas de mesmo instar foram alimentadas com dsRNA de GFP nas
mesmas condi¢Oes. Apds a ingestdo da solugdo, as lagartas foram recolocadas em alimentagéo
artificial em placas devidamente identificadas. Este ensaio foi realizado uma vez com cada
gene e com triplicatas bioldgicas, e as larvas foram coletadas 6 h, 24 h e 72 h apés a ingestéo
do dsRNA, sendo mantidas em camara a 26°C + 2°C e fotoperiodo de 14/10h. Apds a coleta,
as lagartas foram imersas em nitrogénio liquido para a preservacdo do RNA e armazenadas

em ultrafreezer -80°C até o momento de extracdo de RNA.

3.6.2.2. Dose resposta via gota em neonatas

Para otimizar a concentracdo de dsRNA utilizado para experimentos de gota em
neonatas, experimentos de dose resposta envolvendo 3 concentragdes de dSRNA com o gene
V-ATPase foram realizados. As concentragdes foram estipuladas com base no experimento
anterior de modo a encontrar a menor concentracdo com eficiéncia para o propdsito. Deste

modo, foram testadas as concentrages de 1,7 pg uL™, 2,5 ug L, e 3,3 pg uL™* de dsRNA.
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Para obter a concentracdo requerida, as quantidades de dsRNA foram submetidas & secagem
por centrifugacdo a vicuo pelo Concentrator 5301 (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha) a 30°C
até completamente seco. Os pellets de dsSRNA foram suspensos em solucéo contendo 2%
sacarose e 5% corante alimenticio (Arcolor Azul). A integridade das amostras apds os
tratamentos de secagem foi certificada em gel de 1,2% agarose em tampdo 1% SB (10mM
NaOH pH 8,5; ajustado com &cido bdrico) (BRODY; KERN, 2004).

Aproximadamente 120 lagartas neonatas foram dispostas em placas de Petri pléstica
contendo 4 gotas de 3 pL cada da solugédo de dsRNA de V-ATPase nas concentragdes 1,7, 2,5
ou 3,3 pg UL de dsRNA suportadas por Parafilm M em papel filtro umedecido. As placas
foram fechadas com fita adesiva e mantidas a 26°C por 24 h no escuro. A amostragem foi
feita coletando 3 replicagdes contendo 30 lagartas cada, preferencialmente azuis, para cada
extracdo de RNA e andlise. Estes ensaios foram conduzidos em triplicatas independentes com
dois controles negativos, o gene GFP nas mesmas concentragBes que V-ATPase, e também

com a solugdo sem conter o0 RNA dupla fita.

3.6.2.3. Via gota para neonatas com todos os genes

Depois de estabelecida a concentragdo de resposta, ensaios nas mesmas condi¢bes do
anterior (3.6.2.2.) foram realizados para os seis genes alvos selecionados. Da mesma forma, o
experimento foi repetido trés vezes de forma independente, e amostras foram tiradas em

triplicata.

3.6.3. Extracdo de RNA e sintese de cDNA de Diatraea saccharalis para analise de

expressao génica

RNA total das lagartas de D. saccharalis utilizadas em ensaio de alimentacdo foi
extraido utilizando o reagente TRIzol e quantificado em NanoDrop. O tratamento com

DNAse | e sintese de cDNA foram realizados como descritos nos itens 3.2.2. e 3.2.3.
3.6.4. Analise quantitativa de amplificacdo de transcritos reversos (RT-qPCR)
As reacOes de amplificagdo foram realizadas com 5 ng de cDNA, 5 pL de SYBR Green

Platinum (Invitrogen), 0,2 uM de cada primer (Tabela 4) num volume final de 10 pyL de

reacdo. O perfil de reagéo foi estabelecido com duas temperaturas iniciais: 50°C por 10 min e
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95°C por 2 min, seguidos de 40 ciclos de trés passos: 95°C por 15 s, 60°C por 25 s e 72°C por
30 s realizadas no RotorGene-6000 (Qiagen; Hilden, Alemanha). Apds a amplificacdo,
determinou-se a curva de dissocia¢do (melting curve) entre 72°C e 95°C. As andlises de RT-
gPCR dos genes alvo para o silenciamento nos experimento foram realizadas em duplicata
técnica com controle negativo, sem cDNA. Todos os primers foram testados para eficiéncia
de reacdo (E) por meio de curva padrdo obtida com os valores de expressdo de quatro
diluices (10, 102 1073, 10™) de um mix de cDNA proveniente dos 6 instars larvais. Foram
utilizadas como controle negativo lagartas que receberam o dsRNA referente ao gene GFP
para os ensaios com lagartas de 4° instar, e lagartas que receberam a solugéo branco para os
ensaios com neonatas. Como genes de referéncia (normalizador endégeno) foram desenhados
e testados primers para 0s genes proteina ribossomal S19(RPS19), proteina ribossomal S10
(RPS10) e dois conjuntos de primers para Actina 1 (Tabela 4).

A estabilidade da expressdo de cada gene referéncia foi calculada pelo software
NormFinder (versdo 0.953) (http://moma.dk/normfinder-software). Este programa calcula a
variagdo da expressédo intra e inter grupos, onde os grupos sdo definidos como as diferentes
condi¢cbes do experimento. Determinando assim, o gene referéncia mais estdvel em um
conjunto de genes testados, calculando os valores de estabilidade para os candidatos
organizando em escala decrescente 0s mais estdveis (ANDERSEN; JENSEN; ORNTOFT,
2004).

Para isso, o0 NormFinder necessita que os valores de Cgs Sejam transformados em
quantidades relativas (Q). Pela formula Delta Cq, a amostra com maior nivel de expresséo, ou
seja, menor Cgq, recebe o valor 1 e o0s demais valores sdo subtraidos desta

(VANDERSOMPELE et al., 2002).
E(Delta Cq)

Q: E(Cq min-Cq amostra)

Q= quantidade relativa;
E= eficiéncia da amplificagéo (2 = 100%);
Cqg min = menor valor de Cq = Co da amostra com maior expressao.

Para as analises de expressédo génica, em todos 0s experimentos, os valores de Cq
(cycle quantification) foram utilizados para determinar a diferenca do nimero de transcritos
de acordo com o método “Delta Delta” (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001): razdo = 29,
sendo ACq = Cqgene alvo) — Co(gene referéncia) € 0 A = ACqtratamento) —ACq(controle). AS analises

estatisticas foram realizadas utilizando o Teste Tukey, com 5% de significancia.
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Tabela 4- Descricdo dos primers para analise de expressdo dos genes alvos de silenciamento e de referéncia.
Estdo listadas as respectivas siglas, as sequéncias de nucleotideos dos primers, o tamanho do

amplicon em pares de bases (pb), o valor da eficiéncia do primer e do coeficiente de determinacéo.

) Amplicon )
Genes Sequéncia (5’- 3’) E R
(pb)
V-ATPase F- CGAGCGAGGTAACGAGATGT
126 1,87 0,998
subunidade A R- ACTGGCATGTTGGAGGTGTT
Receptor de Ecdisona .
F: TACAACGCAACACAATCGCT 145 199 0,995
(EcR) R: CTTCTCGCCCTGATGACATT

- . F: AAGACAACATACGCCTCAGC
Arginina Kinase (AK) 133 1,93 0,994

R: TCCTTCGGCTCAACACTCT

Juvenile

hormoneepoxide F: TGATACCATTGGTGTGGCTTT 111 184 0,090

hydrolase (JHEH) R: CCACCATGTGGAGTGTTGAG

Neverland (NVD) F:GAAGACGCTCCTGAACTGAAAC 146 175 0998

R:CCCAATGTGGATAGTAAAGATGG

Quitina Sintase (QS) F: TCCGACCACCGAAGAAATAC 111 2,02 0,992

R: TGTGACGAATCTTTGCCTTG

F- AAAACTCTATGGGGTCTTCTCG
RPS19 102 1,98 0,992
R- TGGTGACTTGTATGAATGATTGG

F- TGATCGCTTCAGTGTTGCTG
RPS10 139 1,99 0,997
R- TCTCAAATCCAGGGGTTACG

F- AGCCTTCCTTCTTGGGTATG
Actina 1 (1) 97 1,94 0,996
R- GCGTACAAGTCCTTACGGATG

F- CCATCGGTAAAGAGAGGTTCC
Actina 1 (2) 72 1,908 0,999
R- CGCAAGATTCCATACCCAAG

R?% Coeficiente de determinacdo; E: Eficiéncia de amplificacao.
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4.RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Genes alvos iniciais para o silenciamento de Diatraea saccharalis: escolha e
clonagem

Inicialmente, foram escolhidos como alvo para silenciamento os genes codificantes da
subunidade A da ATPase vacuolar (V-ATPase), da enzima Arginina Kinase (AK) e do
Receptor de Ecdisona (EcR). A bomba H*ATPase do tipo vacuolar é uma das enzimas mais
fundamentais da natureza, estando presente em quase todas as células eucariotas e é
responsavel por gerar gradientes de energia numa grande variedade de organelas e membranas
(NELSON et al., 2000). A subunidade A de seu dominio é o setor catalitico da proteina
responsavel pela hidrolise do ATP, e com isso espera-se que a supressao deste gene seja fatal
para o inseto (THAKUR, 2014). J& a enzima Arginina Kinase (AK) pertence a familia de
proteinas chamadas transferases, que catalisam a transferéncia de grupos fosforil de alta
energia de uma molécula de ATP para uma molécula de L-arginina, formando fosfoarginina,
que é usada como um acumulador de energia (BRAGG et al., 2012).

A selegé@o destes genes como alvos para este estudo foi devido a resultados obtidos
acerca de RNAI previamente descritos para diversas ordens e espécies de insetos, porém
pouco relatados para Lepidoptera. Em coledpteros, larvas de D. v. virgifera, quando
alimentadas com dsRNA de V-ATPase-A, apresentaram maior mortalidade, enquanto que
plantas de milho transgénicas expressando versdes em grampo (hairpin) de regiGes desse gene
como dsRNA apresentaram redugéo de dano sofrido pelo ataque da praga ao sistema radicular
(BAUM et al.,, 2007). Da mesma forma, dsRNA de V-ATPase-A também induziu a
mortalidade de larvas dos coledtperos D. undecimpunctata howardii e Leptinotarsa
decemlineata (BAUM et al., 2007). Em Hemiptera, o silenciamento de V-ATpase-A por meio
de alimentacdo de Bemisia tabaci com dieta artificial, foi o mais eficiente entre cinco outros
genes testados, levando a maior mortalidade, de até 97,5% (UPADHYAY et al., 2011).
Plantas transgénicas de tabaco expressando uma versdo em grampo (hairpin) de V-ATPase-A
causaram de 34 a 83% de mortalidade de B. tabaci, com reducéo de 62% dos transcritos do
gene alvo apds 8 dias de alimentacdo (THAKURet al., 2014).

O silenciamento do gene Arginina Kinase de invertebrados por ingestéo foi efetivo em
afetar o desenvolvimento larval do coledptero Phyllotreta striolata, aumentando a
mortalidade e reduzindo a fertilidade e fecundidade (ZHAO et al., 2008). Resultados do nosso

grupo com a Lepidoptera T. absoluta indicaram que o fornecimento de dsSRNA de V-ATPase



42

A e AK para larvas levaram a cerca de 40% de reducdo no acimulo de transcrito de ambos os
genes em comparagdo ao controle, com uma mortalidade de cerca de 50% para o tratamento
com V-ATPasee entre 40-60% para AK (CAMARGO, 2014).

Os receptores de Ecdisona (EcR) pertencem a superfamilia de proteinas de receptores
de horménios esterdides, importante familia de reguladores da transcri¢do envolvidos em
diversos processos fisiol6gicos como controle do desenvolvimento embrionario, diferenciacdo
celular e homeostase (SCHWABE; TEICHMANN, 2004). Em Drosophila, o hormonio
esteroide ecdisona desencadeia a metamorfose de larvas para adultos, e em resposta a este
hormanio, o receptor emite sinais regulando a expresséo de diversos genes (KOELLE et al.,
1991). O gene EcR foi selecionado como candidato alvo de silenciamento baseado em seu
papel decisivo durante o processo de ecdise em Drosophila, onde larvas nocauteadas para
EcR cessam o desenvolvimento durante os trés primeiros estagios larvais (LI; BENDER,
2000). Lagartas de H. armigera postas a se alimentar de plantas de tabaco transgénicas
expressando dsRNA do gene EcR apresentaram reducgdo de até 82% no nimero de transcritos
deste genes ap6s 48 h (ZHU et al., 2012).

Devido & auséncia da disponibilidade destas sequéncias génicas para D. saccharalis,
primers degenerados foram desenhados para os trés genes (Tabela 2), baseados em genes
ortélogos obtidas de outros insetos de forma a permitir a amplificacdo e clonagem dos
homologos de D. saccharalis. De cada amplificagdo proveniente de Nested PCR foram
obtidos de 1 a 4 fragmentos, mas com predominancia em intensidade de uma banda para cada
um dos genes alvos. Baseando em estimativa visual, o fragmento do gene V-ATPase
apresentou tamanho de aproximadamente 600 pares de base (pb); AK de aproximadamente
550 pb, e ECR com cerca de 450 pb. Os fragmento foram purificados, clonados em vetor
pGEM-T Easy e submetidos a digestdo com EcoRI para a confirmacéo do inserto (Figura 5).

Dois a trés clones positivos de cada gene foram sequenciados.
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Figura 5- Digestdo de plasmideos pGEM-T Easy recombinantes para o gene Arginina Kinase pela enzima
EcoRIl. Nas duas primeiras canaletas, marcadores moleculares de 1 kb e 100 pb (Fermentas)
respectivamente, canaletas de 1 a 8, amostras de plasmideos provenientes de colbnias de E. coli, sendo

as amostras 2, 3 e 8, apresentando fragmento positivo, com aproximadamente 550 pb.

Com o resultado do sequenciamento, obteve-se que o fragmento clonado do gene V-
ATPase apresentava 0 tamanho de 636 pb, transcrevendo uma proteina total de 212
aminoacidos (Figura 6). Para o gene EcR, foram obtidos insertos de 468 pb, transcrevendo
uma proteina com 154 aminoacidos. O gene AK apresentou um tamanho de 539 pb e sua
proteina transcrita 173 aminodcidos. As sequéncias foram traduzidas e alinhadas com
sequéncias ortélogas de outras espécies de insetos, como B. mori, M. sexta, Plutella
xylostella, Spodoptera frugiperda, Omphisa anastomosalis, Danaus plexippus, Papillio
ulysses, H. armigera, utilizando 0 programa MultiAlign
(http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/) para confirmagéo de identidade (Figura 6).
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Figura 6 - Alinhamento das sequéncias de aminoacidos sequenciados dos fragmentos génicos clonados em
pGEM-T Easy dos genes V-ATPase A, Receptor de Ecdisona (EcR) e Arginina Kinase (AK) de

Diatraea saccharalis com sequéncias protéicas de outras espécies de insetos para confirmacdo de

Subunidade A da ATPase Vacuolar
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identidade.

Pode-se observar na Figura 6 que o fragmento sequenciado do gene V-ATPase
apresenta disparidade no final de sua sequéncia. Ao realizar um Blastp nesta sequéncia, nota-

se que o fragmento parece ser composto de dois fragmentos distintos do mesmo gene. Ao

comparar

fragmentos possivelmente constituem uma molécula quimérica (Figura 7). Isto pode ter
acontecido no momento do anelamento dos primers degenerados a sequéncia de cDNA.
Embora este ocorrido ndo seja ideal, optou-se por dar continuidade no trabalho pelo fato de

serem partes do mesmo gene alvo e os resultados ndo seriam comprometidos, pois 0 dSRNA

estes fragmentos com a sequéncia protéica de Bombyx, observa-se que os

deste fragmento sera processado em siRNAs pela lagarta.
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Figura 7 - Alinhamento do fragmento resultante do sequenciamento do gene V-ATPase sub A de Diatraea
saccharalis traduzido e dividido em dois fragmentos com a proteina completa do mesmo gene em

Bombyx mori.

As sequéncias protéicas resultantes da clonagem foram comparadas com sequéncias
depositadas no banco de dados do NCBI de B. mori pelo Blastx. Desta forma, a sequéncia
presumivel de proteina dos dois fragmentos do gene V-ATPase apresentou identidade de 91 e
83% para os respectivos fragmentos, e similaridade de 94 e 87%, respectivamente. Para a
proteina presumivel de EcR, esta identidade foi de 81% e 89% de similaridade. O fragmento
clonado de AK apresentou 95% de identidade de aminoacidos com B. mori e uma similaridade
de 98%.

4.2. Caracterizagédo do transcritoma de Diatraea saccharalis

Apesar de terem sequenciadas quatro bibliotecas de D. saccharalis durante este
trabalho, foram utilizadas apenas a verséo unificada destes dados, numa montagem global de
novo do transcritoma, que foi usado como referéncia. As analises realizadas empregando o
CLC Genomics Workbench (de novo assembly) permitiram a formagéo de um total de cerca
de 126 mil contigs, com o maior contig medindo 6497 pb, o menor 201 pb, e uma média de
464 pb (Tabela 5). Este nimero de contigs é superior ao que seria esperado de um total de
genes predito para esta espécie, comparando com outros insetos que tiveram seu genoma
sequenciado, como B. mori, também da ordem Lepidoptera, que possui 18.501 genes (XIA et
al., 2004), ou D. melanogaster (Diptera), que possui 13.379 genes (ADAMS et al., 2000) ou
T. castaneum (Coleoptera), que possui 16.404 genes (RICHARDS et al., 2008). Isso pode ter

ocorrido devido & montagem do transcritoma completo ter sido realizada por meio de reads,
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ou seja, sem um genoma de referéncia, resultando em significante desafio computacional
(HASS, ZODY et al., 2010). Além disso, o software CLC ndo foi desenhado especificamente
para a tarefa de montagem sem um genoma de referéncia, como outros softwares disponiveis,
tais como Trinity (GRABHEER et al., 2011) e Oases (SCHULTZ et al., 2012). Apesar disso,
com o alinhamento realizado e anotagéo realizados, pode-se chegar a contigs que representam

potenciais genes alvos para D. saccharalis.

Tabela 5- Sumario de dados do transcritoma da broca da cana-de-agUcar.

NUmero total de contigs 126.039
NUmero de contigs > 1 kb 8.219 (6,5%)
Tamanho médio de contigs (pb) 464
Tamanho total dos contigs (pb) 58.467.446
Contig mais longo (pb) 6.497

Contig mais curto (pb) 201
Porcentagem de GC (%) 36,82%

Apbs a montagem do transcritoma e a obtencéo da lista de contigs, foi feita uma
analise de ontologia génica com o software Blast2GO através de buscas realizadas pelo Blastx
contra 0 banco de proteinas ndo redundantes do NCBI. Os resultados desta analise indicam
que dos 126.039 contigs montados, por volta de 18,3 mil contigs (14,5%) apresentaram
ontologia génica (GO), aproximadamente 12,5 mil contigs apresentaram hits positivos de
BLAST (10%). Enquanto que 6,5 mil (5,15%) tiveram suas sequéncias associadas a via
metabolica através do Kyoto Encyclopedia of Genes Genomes (KEGG), Cerca de 63 mil
contigs ndo apresentaram similaridade (BLAST hits) ou ndo apresentaram nenhum resultado
com alguma sequéncia disponivel nas bases de dados consultadas durante o processo de

anotacao.

As analises mostraram ainda que insetos foram os organismos predominantes como
origem nas buscas por similaridade (Figura 8), sendo as espécies B. mori e D. plexippus,
ambos da ordem Lepidoptera, apresentando maior similaridade com o transcritoma gerado.
Este resultado mostra que a montagem realizada, apesar de apresentar um elevado nimero de
contigs e baixo numero de anotagdo por Blast2GO, possui um sentido bioldgico, pois além de
apresentarem muitos contigs similares com sequéncias descritas, 0s insetos sdo 0s organismos

predominantes nesta semelhanca.
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Figura 8 — Principais espécies representadas entre os contigs Diatraea saccharalis que apresentaram similaridade
a sequencias conhecidas por Blast2Go. O maior namero de alinhamentos de genes do inseto se deu

com Bombyx mori e Danaus plexippus.

A anotagédo do transcritoma da D. saccharalis pelo Blast2GO revelou as principais
categorias de ontologia génica (GO) entre “Processos Biologicos”, “Fungdo Molecular” e
“Componente Celular” (Figura 9). Dentre estes, 0 maior nimero de contigs na categoria de
‘Processos Bioldgicos’ estdo classificados como processo celular com 8.990 contigs (26,8%)
e processo metabdlico apresentando 8.460 contigs (25,3%). J& em ‘Funcdo Molecular’,
ligacdo e atividade catalitica se destacam com 9.873 e 8.680 contigs (43,5% e 38,2%),
respectivamente. Em ‘Componente Celular’, a categoria célula apresenta 0 maior nimero de
sequéncias identificadas, 4.616 contigs (33,3%), seguida por membrana, com 3.341 contigs
(24,1%). Estes resultados corroboram aqueles obtidos por Camargo et al. (2015), ao
analisarem o transcritoma da traca do tomateiro T. absoluta, a fim de buscar genes alvos para
0 uso da técnica de interferéncia por RNA na praga. Com 0 mesmo intuito, ao analisar o
transcritoma da lagarta do cartucho S. exigua, outro lepiddptero, também foi verificado

resultados similares (L1 et al., 2013).
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Figura 9 — Classificacdo da ontologia génica (GO) do transcritoma de Diatraea saccharalis. A andlise dos
126.039 contigs foi conduzida por Blast2Go utilizando Blastx para recuperar anotages com
homologia significativa do NCBI. Todos os termos “Processos Bioldgicos”, “Funcdo Molecular" e

"Componente Celular” no nivel 2 sdo representados como nimero total de sequéncias.

Os dados do transcritoma D. saccharalis foi consultado para o conjunto bésico de
genes da maquinaria de RNAI usando genes homdélogos de B. mori, D. melanogaster e C.
elegans. Os principais passos funcionais de siRNA e do processamento de microRNA
investigados para homologos, incluiram a absorcéo de dsRNA por Sid-1 e Sid-2, clivagem de
dsRNA em siRNA por Dicer, montagem do RNA-induced silencing complex (complexo
RISC), incluindo helicases presumiveis (Armitage, SpindleE, Rm62) e de ligacdo do dsRNA
(R2D2 e loquacius), alvo de degradacdo pela atividade endonuclease (familia Argonauta,
Aubergine) e amplificacdo do sinal por RNA polimerase dependente de RNA (RdRP). A lista
dos genes associados ao mecanismo basico de siRNA e microRNA encontrados no
transcritoma de D. saccharalis com respectivos nimeros de contigs com similaridade a um E-

value<e™ s&o apresentados na Tabela 6.

Nesta analise, foramidentificados contigs homélogos para Sid-1 (7 contigs), Sid-2 (3
contigs) e Sid-3 (2 contigs), que juntos representaram 12 contigs distintos. Também foram
buscados ortdlogos dos trés genes de C. elegans (rsd-2, rsd-3, e rsd-6) envolvidos na linha
germinal relacionados com RNAI de resposta sistémica (MIYATA et al., 2014), mas néo foi
identificado nenhum homélogo no transcritoma de D. saccharalis. Dois contigs de homologos
foram encontrados para Dcr-1, cinco para Dcr-2, e dois para Drosha. A busca por fatores de

ligacdo dsRNA revelou homdlogos presumiveis para loquacius (2 contigs), R2D2 (1 contigs)
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e Pasha (1 contig), enquanto na busca por homélogos de endonucleases, foram identificados
Argonauta-1 (6 contigs), Argonauta-2 (4 contigs), Argonauta-3 (4 contigs), Piwi (5 contigs) e
Aubergine (3 contigs). N&o houve contigs com semelhanca significativa para RNA polimerase
dependente de RNA (RdRP). A auséncia de RARP em insetos prevé que quaisquer efeitos
silenciamento génico produzido por RNAI através da alimentagdo de insetos seja limitado e
requerem a entrada continua de dsRNA para que possa persistir (PRICE, GATEHOUSE,
2008).

Tabela 6 — Genes envolvidos no mecanismo de RNAI encontrados no transcritoma de Diatraea saccharalis, a

que familia eles pertencem (funcéo) e o nimero de contigs encontrados.

NUmero de Contigs
Funcéo Gene .
(Transcritos)
Sid-1 7

Absorcao de dsRNA Sid-2

Sid-3
Dicer-1
Corte de dsRNA Dicer-2

Drosha

Loquacious
Ligacdo de dsRNA R2D2
Pasha
Agol
Ago2
Ago3
Alg-2
Rde-1
Ergo-1

Atividade Endonuclease Piwi
Aub
Aubergine
Armitage
Asp (Spindle E)
Spindle E
Rm62
Tudor
Mut-7

P P N W W o, P, DN DR B O, P NN OO DN DN W

[EN
N

[EEN

Outros

N
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Baseado nos contigs encontrados, o mecanismo de RNAi em D. saccharalis apresenta
semelhanca com os de outros insetos, como T. absoluta (CAMARGO et al., 2015),
Anthonomus grandis (FIRMINO et al., 2013) e T. castaneum (RICHARDS et al., 2008), nos
quesitos de clivagem, ligacdo e atividades Argonautas, mas difere de dipteros, cujas proteinas
responsaveis pela captacdo do dsRNA ndo foram encontradas (KENNERDELL, CARTHEW,
2000). Nenhum gene envolvido na degradagdo do dsRNA foi encontrado (como por exemplo:
Snp, Eri-1 e Pint-1).

Os trés genes previamente selecionados também foram buscados no transcritoma
montado e comparados com sequéncias de B. mori depositadas em banco de dados. A
identificacdo do contig relativo ao gene V-ATPase sub A se da pelo cddigo ‘comp62097°, este
contig, que apresenta 1.299 pares de bases e codificando uma proteina de 406 aminoéacidos,
enquanto para 0 mesmo gene em B. mori apresenta 2.265 pb e sua proteina contem 617
aminoacidos. O gene EcR é identificado pelo contig ‘comp45486° que possui 1.320 pb e
codifica uma proteina de 319 aminoécidos, em B.mori a proteina possui 603 aminoécidos e
seu gene completo, 2.702 pb. Para o gene AK, o contig identificado foi 0 ‘comp63218°, com
1.022 pb e codificando 267 pb, ela também € menor que seu representante em B. mori, que
possui 1.495 pb e 385 aminodacidos codificados. A identificacdo destes transcritos nos dados
gerados demonstra a qualidade da montagem do transcritoma, porém, nenhum destes contigs

apresentou a sequéncia completa dos genes.

4.3. Novos genes alvos para o silenciamento de Diatraea saccharalis: escolha e clonagem

Com base nas analises do transcritoma da D. saccharalis, foram selecionados trés
novos genes alvos para o silenciamento por RNAi: o gene Juvenile Hormone Epoxide
Hydrolase (JHEH) e Neverland (NVD), que fazem parte da via de sintese e catabolismo dos
horménios juvenil e ecdisdnio, respectivamente e a Quitina Sintase (QS), que é um
importante componente do revestimento do exoesqueleto dos insetos.

A degradacdo do Horménio Juvenil (JH) ocorre principalmente através da acdo de
esterases dohormdnio juvenil (JHE) e/ou do hormdnio juvenil epéxido hidrolase (JHEH),
ambas as quais conduzem a um decréscimo na sinalizagdo (KLODEN, 2007). Esta
degradacédo ocorre na hemolinfa do inseto, e pode acontecer em momentos precisos em seu
ciclo de vida (XIA et al., 2013).

No caso de ecdisterdides, desde que artropodes ndo possuem a enzima esqualeno-

sintase, a sintese de ecdisterdides depende de uma fonte exégena de colesterol derivado da
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dieta, o que requer desalquilacdo e uma série de passos de hidroxilagdo do colesterol
(KLODEN, 2007), catalisada por enzimas citocromo P450 codificadas pelos genes Halloween
(phantom, disembodied, shadow e shade) (DE LOOF, 2008). O gene Neverland (NVD) atua
no inicio da via de sintese do ecdisdnio ou 20-hidroxiecdisdnio, convertendo o colesterol em
7-dehidrogenase, o qual é precursor dos genes Halloweens os quais mediam a biossintese do
ecdisdnio. E expresso na glandula protorécica, podendo indicar que este gene tem um papel
fundamental na biossintese do Ecddnio, j& que esta glandula € responsével por sua produgéo
(XIA et al., 2013).

As Quitinas Sintases sdo proteinas de membranas que catalizam a sintese de quitina
por meio de ligagdes covalentes entre mondmeros de N-acetilglucosamina (GIcNAc). A
quitina € o maior componente do exoesqueleto e membranas peritroficas dos insetos e,
portanto com papel importante durante o desenvolvimento do inseto (CHEN et al., 2008;
FIRMINO et al., 2013). A selecdo do gene QS para este estudo se baseou em resultados
prévios acerca de RNAIi. O gene QS foi silenciado em fémeas adultas (pré-copula) de
Anthonomus grandis (bicudo do algodoeiro) por microinjecéo, e foi possivel observar que os
ovos provenientes destas fémeas apresentavam baixo indice de eclosdo e aqueles que
conseguiam eclodir, ndo se desenvolviam (FIRMINO et al, 2013). Este trabalho expde um
mecanismo desconhecido de amplificagdo de sinal de RNAI diferente do de nematdides e
plantas, jA que o gene RARP ndo foi encontrado em genomas de insetos. O uso de RNAI
visando silenciar o gene QS também gerou deformidades fenotipicas por injegdo de larvas de
40 instar de S. exigua, (CHEN et al., 2008) ou por expressdo de dSRNA em bactérias E. coli
transformadas que foram ingeridas por larvas (TIAN et al.,2009).

A amplificacdo desses trés genes candidatos foi realizada a partir do mix de cDNA,
que inclui amostras de todos os instars e ovos da broca da cana com os primers especificos
(Tabela 3), desenhados com base nas sequéncias dos contigs obtidos no transcritoma. O gene
JHEH, identificado no transcritoma por ‘comp70679’ com 583 pb, codificando uma proteina
de 148 aminoacidos, NVD, ‘comp19977’, possuindo 580 pb, codificando 63 aminoécidos e o
gene QS, ‘comp25359°, com 1.437 pb, codificando uma proteina de 475 aminoéacidos. A
identidade destes genes foi confirmada pelo alinhamento dos contigs com sequéncias
referentes aos genes de outros organismos encontrados no banco de dados do NCBI (Figura
10). Estas sequéncias, obtidas pelo transcritoma da D. saccharalis, foram comparadas com as
sequéncias dos genes relativos de B. mori depositadas em banco de dados. O gene JHEH

possui 2.796 pb e 460 amino4cidos, para o NVD, séo 1.679 pb, codificando uma proteina de
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453 aminoacidos em B. mori. J& QS apresenta 4.869 pb e codifica 1.563 aminoacidos. Assim
COMO NOS genes iniciais, 0s contigs encontrados no transcritoma ndo apresentam o gene
completo, o que pode ser reflexo da montagem a partir de reads, sem base em um genoma
modelo. A clonagem foi confirmada pelo sequenciamento dos fragmentos e alinhamento com

0s transcritos referentes aos gene.

Ao se trabalhar com organismos que possuem poucas sequéncias disponiveis em
bancos de dados, h4 duas opcGes, ambas abordadas neste trabalho. O método de escolha de
genes pela literatura e pelo desenho de primers degenerados, com base em genes ortdlogos
depositadas no banco de dados, € relativamente simples, porém, ndo ha garantias de que o
gene selecionado sera funcional para o inseto em questdo. A montagem do transcritoma do
inseto demanda tempo e é laboriosa, porém, por ser uma tecnologia aberta, tem-se liberdade
na busca de novos genes alvos. A anotagdo destes genes possibilita o foco em determinada
funcdo ou via que se quer estudar.

Neste trabalho, utilizamos trés genes da via biossintética ou de catabolismo hormonal
dos insetos, o receptor de Ecdisona, 0 JHEH e o Neverland, sendo que os dois ultimos, até
entdo, ndo foram relatados em trabalhos de RNAI; porém, observando a fungdo que cada um
deles exerce no metabolismo hormonal, eles foram selecionados acreditando-se que seu
silenciamento geraria um comprometimento no desenvolvimento da D. saccharalis. Pela
montagem do transcritoma, podem-se analisar os genes diferentemente expressos nos diversos
estagios de desenvolvimento, sendo esta outra abordagem para a busca de genes alvos para o
silenciamento, buscando genes com maior ou menor expressao especificamente no estagio

que induz o maior dano, por exemplo.
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Figura 10 — Alinhamento das sequéncias de aminoacidos provenientes do transcritoma de Diatraea saccharalis

dos genes JHEH, Neverland e Quitina Sintase com sequéncias protéicas de outras espécies de

insetos para confirmacéo de identidade.
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4.4.Avaliacao de métodos de entrega do dsRNA para o inseto

A adicdo de dsRNA nas dietas artificiais oferecidos a larvas dos insetos é o método de
escolha para entrega, utilizado na avaliagdo de genes alvo (FIRMINO et al., 2013; MEISTER,;
TUSCHI, 2004). Devido a disponibilidade de dieta artificial para D. saccharalis, optou-se por
testar a entrega de dsSRNA por meio de incorporagdo da solugdo na dieta. Como essa
abordagem oferece alguns desafios devido a composi¢éo e temperatura da dieta, que poderiam
vir a afetar a estabilidade do dsRNA, optou-se pelo depésito da solucdo sob a dieta
solidificada. Logo, neste primeiro ensaio, foi avaliada a abordagem de deposicdo da solugéo
contendo apenas corante na superficie da dieta artificial. Essa forma de entrega havia sido
empregada para avaliar as quantidades de, 10, 20, 40, 60 e 80 pg de dsRNA dos genes
quimotripsina, que é uma enzima digestiva, ou de JHAMT, que participa da via biossintética
do horménio juvenil de H. armigera em 650 pL de dieta artificial (ASOKAN et al., 2013).
Larvas de D. v. virgifera tiveram o0s genes ebony e laccase 2 silenciados fornecidos pro
incorporagdo na dieta, apresentando diferencas fenotipicas por serem importantes genes
envolvidos na pigmentagdo de cuticula, em D. v. virgifera (MIYATA et al., 2014).

Notou-se que o poder de penetracdo da solucdo de dgua com 10% corante alimenticio
(Arcolor Azul) foi baixo, penetrando apenas por cerca de 2-3 mm sem dissipa¢do posterior.
Pelo habito alimentar, diferentemente da H. armigera e da D. v. virgiferaque se mantém na
superficie, quando posta a se alimentar em dieta artificial, a lagarta da D. saccharalis tende a
penetrar na dieta beirando a parede do tubo e dirigindo-se ao fundo formando uma galeria.
Dessa forma, esse habito da larva tende a desviar da por¢do da dieta contendo a solucéo de
interesse. Diante dessa observagéo, ndo haveria como se certificar que cada lagarta ingeriu de
dieta com dsRNA, dificultando o uso desta abordagem.

Para os ensaios com plantulas de cana-de-aclcar e brotagcbes em minitoletes, a
intengdo foi adaptar a metodologia usada por Camargo (2014) e Luan et al. (2013), que,
destacando foliolos de tomateiro e os colocando para absorver uma solugéo aquosa contendo
dsRNA, pode-se constatar silenciamento de genes dos insetos. Foi verificado que a
distribuicdo da solucdo pela planta ocorreu uniformemente. Como a lagarta se alimenta
apenas do colmo, parte considerdvel do dsRNA absorvido ndo seria aproveitado, pois as
folhas ndo sdo consumidas. Esta técnica demandaria uma quantidade bastante significativa de
dsRNA para sua execugdo, e como o rendimento da reacdo de transcri¢do in vitro ndo atinge
grandes proporg¢des, a montagem de um experimento completo apresentou-se invidvel. Para a

realizagéo de ensaios consumindo grandes quantidades de dsRNA, a opg&o seria a transformar
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bactérias para que estas expressem e acumulem o dupla fita, como vem sendo feito em
diversos trabalhos da area (TIAN et al., 2009; ZHU et al., 2011; YANG ; HAN, 2014ab).
Estas metodologias de prévia absorcdo de dsRNA pela planta também foram
questionadas sobre a forma de entrega do RNA a lagarta, pois poderia haver o processamento
do dRNA pela planta, que poderia gerar produtos distintos do processamento pela lagarta.
Estudo comparando plantas de tabaco transformadas de dois modos (nuclear e plastidial) para
expressar dsRNA do gene codificador da actina do escaravelho da batata, Leptinotarsa
decemlineata, mostraram que o proprio sistema para a producdo de SiRNAs evita a
acumulacdo de quantidades elevadas de dsRNA (ZHANG et al., 2015). No trabalho em
questdo, foi realizada tanto transformacéo no nucleo da planta quanto no cloroplasto, um
compartimento celular que ndo apresenta maquinaria de RNAI, e deste modo, o dsRNA
sintetizado pela planta é acumulado e permanece “encapsulado” nos plastidios, até ser
ingerido pela lagarta. Quando expressado pelo genoma nuclear, o dsSRNA é processado em
siRNA pela eficiente acdo das endoribonucleases Dicer prdpria da planta, gerando
mondmeros distintos daqueles gerados pela lagarta (ZHANG et al., 2015). Esse fator pode ser
responsavel pela menor eficiéncia na protecdo completa das plantas contra pragas de insetos.
Estes resultados também ressaltam a importancia de produzir grandes quantidades de dsSRNAs

longos para alcangar uma defesa eficiente (ZHANG et al., 2015).

Estudos anteriores de alimentagdo com dsRNA indicaram que dsRNA longos
ingeridos foram mais eficazes para o inicio da resposta de RNAIi do que os siRNAs (dsSRNA
sintetizados pelo genoma nuclear e processados pela Dicer em siRNA) ingeridos por insetos
(WHYARD, 2015). Preferencialmente, dsSRNA longos séo absorvidos seletivamente pelas as
células do intestino por larvas do besouroda raiz do milho, mas o mecanismo de absorcéo e a
sua curiosaseletividade para a longo dsRNA ao invés de curto (SiRNA), ndo foram
identificados (WYNANT et al., 2014).

Foi testada entdo a entrega por microgotas (2,5 pL) para lagartas de quarto instar, de
modo que a solugédo era imposta a lagarta, sabendo-se assim, a quantidade de dsSRNA que o
individuo havia ingerido. Esta abordagem ja foi utilizada em D. saccharalis (Figura 11) para
investigar a funcdo de uma aminopeptidase N na resisténcia a toxina Bt em larvas de quinto
instar (YANG et al., 2010) e, para silenciar o gene codificador do citocromo P450 em Plutella
xylostella (BAUTISTA et al., 2009). Para estes trabalhos, o método foi eficiente para validar

o silenciamento dos genes alvos em poucos dias.
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Figura 11 — Alimentac8o por gota em Diatraea saccharalis. Acima: exemplo de lagarta de terceiro instar 3 horas
apds ser alimentada com solugdo dsRNA com corante alimenticio azul. O intestino superior com

coloracdo evidente através da cuticula. Centro: O intestino larval dissecado. Em destaque, as

divisdes do intestino: superior (& esquerda), médio (ao centro), posterior (a direita). Abaixo: figura
representando o sistema de alimentacdo oral através de micropipeta (Yang et al., 2010).

Figura 12 — Esquema de montagem de experimento por gota com lagartas neonatas. Na foto, exemplo de
disponibilidade de alimento para as lagartas por 24 horas. Placas superiores: solugdo controle
branco; placas inferiores: solu¢do controle com dsRNA do gene GFP.
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Também foram conduzidos testes com o fornecimento em gotas de solucéo fornecidas
a disposicéo de lagartas neonatas para se alimentarem por 24 h. Mesmo ndo havendo como
quantificar o volume e por consequéncia a massa de dsRNA que foi ingerida, o fato das
lagartas apresentarem coloragdo azul nos indica que houve a ingestdo da solugéo disponivel.
A disponibilidade do alimento também é um indicativo de que a lagarta pode se alimentar a
vontade (Figura 12). Experimento similar foi realizado com H. armigera, onde lagartas
neonatas foram alimentadas com solugéo contendo 1 ug pL™ de dsRNA para o gene EcR e
corante azul, assim que a coloracdo era visualizada nas lagartas, elas eram retiradas do
tratamento, individualizadas e criadas normalmente em dieta artificial (YANG; HAN, 2014a).
Porém, a aplicacdo Unica do dsSRNA em neonatas ndo foi suficiente para observar alteragdes

fenotipicas no desenvolvimento da fase larval da H. armigera (YANG; HAN, 2014a).

4.5. Ensaios de RNAIi em Diatraea Saccharalis

Para a sintese do dsRNA, as sequéncias de dos genes alvos V-ATPase, EcR, AK, e
também para o controle negativo GFP moldes clonadas em pGEM-T foram amplificadas
flanqueadas por sitios T7 (Figura 13). Deve-se considerar que, além da sequéncia dos genes
alvos, os fragmentos amplificados possuem 180 pb a mais provenientes do vetor de clonagem
(regido até o local de anelamento dos primers T7 e SP6) e dos proprios primers que incluem
sequencias T7, apresentando assim, fragmentos a V-ATPase com 816 pb, ECR com 652 pb,
AK com 359 pb. O fragmento do gene GFP com 276 pb esperados possui apenas 40
nucleotideos a mais derivado da extensao T7 de seus primers, apresentando assim, uma banda
de peso molecular de 316 pb. Os outros genes clonados apresentaram fragmentos de 628 pb
para JHEH, 591 pb para NVD e 590 pb para QS (dados ndo mostrados).

Os fragmentos amplificados foram purificados e utilizados para a sintese de dsSRNA in
vitro. O rendimento de dsSRNA transcrito in vitro variou entre experimentos e genes, mas foi

possivel obter de 12 a 40 pg por reacéo.
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Figura 13 — Produto da amplificacdo dos genes clonados em plasmideos para a transcrigdo in vitrode dsRNA.
Nas duas primeiras canaletas, marcadores moleculares de 1 kb e 100 pb (Fermentas),
respectivamente, seguido de duas amostras do gene controle GFP, duas de cada gene alvo: V-
ATPase, EcR e AK em ordem.

Para as analises de expressao génica, o gene referéncia foi estabelecido empregando-se
o software NormFinder, que calculou o valor de estabilidade dentre os possiveis genes
testados. O gene com o melhor valor de estabilidade foi o da proteina ribossomal S19
(RPS19) com 0,12, seguidos pelo gene codificador da Actina 1 com 0,23 para 0 conjunto de
primers 2 e 0,27 para o primer 1. O gene menos estavel foi o da proteina ribossomal S10
(RPS10), que apresentou valor de estabilidade de 0,67 (Tabela 7). Com base nos resultados
obtidos, o gene de referéncia da proteina ribossomal S19 (RPS19) foi escolhido para realizar

as andlises de expressdo génica deste trabalho.

Tabela 7 — Valores de estabilidade para os diversos genes referéncia analisados em amostras de Diatraea

saccharalis obtido pelo programa NormFinder.

Sigla Valor de estabilidade
RPS19 0,119
Actinal (2) 0,227
Actinal (1) 0,270

RPS10 0,675
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4.5.1.Entrega de dsRNA via gota para lagartas de 4° instar

O ensaio de alimentacdo por gota com lagartas de quarto instar foi realizado apenas
uma vez para cada gene alvo. Esse experimento teve como objetivo validar os genes
selecionados de modo a demonstrar a ocorréncia de silenciamento por RNAI apds a ingestao
de dsRNA para genes que ndo sdo especificamente expressos no sistema digestivo da larva.
Previamente, a ocorréncia de silenciamento génico em D. saccharalis havia sido demonstrada
apenas para genes que codificam proteinases digestivas (YANG et al., 2010). Diversas
tentativas conduzidas ndo demonstravam a reducdo na expressao génicas de genes alvo em D.

saccharalis, 0 que sugeririam que essa espécie seria muito recalcitrante ao RNAI.

Para avaliar o efeito do silenciamento génico dos genes alvo selecionados, foi
fornecida uma Unica vez 2,5 pL de solucdo de dsRNA acrescida com 2% sacarose contendo
de 1 a 3,3 pug de dsRNA por lagartas recém mudadas para o quarto instar, ap6s passarem 16 h
sem dieta artificial. Apos a ingestdo da solucdo, as lagartas foram individualizadas em placas
contendo dieta artificial, onde permaneceram em camara a 26° C e amostradasa 6 h, 24 he 72

h apds a ingestdo do dsRNA (Figura 14).

Figura 14-Visédo da reintrodugéo das lagartas em dieta artificial apds imposicéo do tratamento. Na foto, lagartas
de 3° e 4° instar individualizadas em placa contendo 1 mL de dieta artificial por poco, apds
alimentacgdo por gota com solugéo de 2% sacarose e dSRNA.
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No tratamento com a regido do gene da subunidade A da ATPase Vacuolar, as lagartas
receberam o equivalente a 3,3 ug de dsRNA, ja que o rendimento da transcricdo in vitro havia
sido o suficiente. Os dados das analises da expressdo relativa por RT-qPCR do gene alvo
demonstram que houve uma reducdo de aproximadamente 76% da expressd@o do gene em
relacdo ao controle (GFP) 6 h apds o tratamento (Figura 15). Em 24 h, a expressdo havia
reduzido 53% e se manteve nesse nivel em 72 h. Os valores em porcentagem descritos sdo
referentes a média das amostras. Podemos observar que as amostras controle (lagartas
alimentadas com dsRNA para o gene GFP) apresentaram erro padrdo muito elevado, o que
limita a conclusdo sobre a significancia de reducdo na expressdao do gene alvo. Porém, as
médias de reducdo de expressdo sugerem uma inibi¢do em relacdo ao controle. A alta variacao
pode ser resultado do fato deste experimento ter sido realizado sem repeticdes, apenas com

triplicas bioldgicas, e com apenas trés individuos para cada tratamento.
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Figura 15 — Expressdo relativa em lagartas do 4° instar apds tratamento (V-ATPase) e controle (GFP) com gota
contendo 3,3 pg de dsRNA por individuo. O nivel de expressao foi quantificado por RT-gPCR com
0 erro padrdo mostrado pela barra de erro (n=3) e utilizando RP S19 como gene referéncia em trés

momentos 6 h, 24 h e 72 h ap6s tratamento.

No ensaio de RNAI do gene codificador do receptor de Ecdisona (EcR), cada lagarta
recebeu 2,6 pg de dsSRNA e as analises de expressdo relativas mostraram que em 6 h e 72 h,
houve uma reducdo de 18% e 26% na média da expresséo relativa, respectivamente, enquanto
que as amostras do tratamento em 24 h mostraram um aumento de 79% na expresséo deste

gene (Figura 16).
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Figura 16 — Expressdo relativa em lagartas do 4° instar apos tratamento (EcR) e controle (GFP) com gota

contendo 2,6 pg de dsRNA por individuo. O nivel de expressdo foi quantificado por RT-gPCR

com o erro padrdo mostrado pela barra de erro (n=3) e utilizando RPS19 como gene referéncia em

trés momentos, 6 h, 24 h e 72 h apds tratamento.

Para 0 gene Arginina Kinase foi testado 1,3 pug de dsRNA por lagarta, e houve uma

reducdo na média de expressao de 61% em 6 h, sendo que em 24 h e 72 h, houve redu¢édo no

acumulo de transcritos em 8% e 25%, respectivamente (Figura 17).
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Figura 17 — Expressdo relativa em lagarta de quarto instar apds tratamento (AK) e controle (GFP) com gota
contendo 1,3 pg de dsRNA por individuo. O nivel de expressdo foi quantificado por RT-gPCR
com o erro padrdo mostrado pela barra de erro (n=3) e utilizando RPS19 como gene referéncia em

trés momentos, 6 h, 24 h e 72 h apds tratamento.

No tratamento com o gene Juvenile Hormone Epoxide Hydrolase, foi fornecido 1 pg
de dsRNA por lagarta (Figura 18). A expressdo relativa média de JHEH em relagcdo ao
controle diminuiu 38% em 6 h, mas em 24 h houve um maior acimulo de transcritos (11%)
em relacdo ao controle, e com 72 h o gene alvo apresentou mais que o dobro da expressao do

controle.
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Figura 18 — Expressdo relativa em lagartas do 4° instar apds tratamento (JHEH) e controle (GFP) com gota
contendo 3,3 pg de dsRNA por individuo. O nivel de expressdo foi quantificado por RT-gPCR
com o erro padrdo mostrado pela barra de erro (n=3) e utilizando RPS19 como gene referéncia em

trés momentos, 6 h, 24 h e 72 h apds tratamento.

Nos ensaios para 0 gene Neverland, cada lagarta recebeu o equivalente a 1,5 pg de
dsRNA e a reducdo dos transcritos pdde apenas ser observada em 6 h apds tratamento, que
reduziu 57% em relagdo ao controle GFP. Para 24 h e 72 h, houve o aumento no acimulo de

transcritos de 125% e 186%, respectivamente (Figura 19).
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Figura 19 — Expressdo relativa em lagartas do 4° instar apos tratamento (NVD) e controle (GFP) com gota
contendo 1,5 pg de dsRNA por individuo. O nivel de expressdo foi quantificado por RT-gPCR
com o erro padrdo mostrado pela barra de erro (n=3) e utilizando RPS19 como gene referéncia em

trés momentos, 6 h, 24 h e 72 h apds tratamento.

Nas analises de expressdo relativa do gene Quitina Sintase, onde cada lagarta recebeu
1,6 ug de dsRNA, pbde-se observar a reducdo no acumulo de transcritos de apenas 24 h apos
tratamento de, onde houve um decréscimo médio de 44% em transcritos. Em 72 h, houve
aumento de 16% da expressdo relativa, e em 6 h o valor dobrou, atingindo um aumento de
119% (Figura 20).
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Figura 20 — Expressdo relativa em lagartas do 4° instar ap6s tratamento (QS) e controle (GFP) com gota
contendo 1,6 pg de dsRNA por individuo. O nivel de expressdo foi quantificado por RT-gPCR
com o erro padrdo mostrado pela barra de erro (n=3) e utilizando RPS19 como gene referéncia em

trés momentos tempos, 6 h, 24 h e 72 h ap6s tratamento.

Existe uma grande variacdo entre as espécies de lepidopteros em relacdo a sua
sensibilidade para RNAI, sendo que ja foram descritas respostas de nenhum até elevado
silenciamento sob concentragbes de dsRNA contrastantes (TERENIUS et al., 2011). Nos
ensaios realizados com as lagartas de quarto instar, podemos observar que apenas o
tratamento com o dsRNA referente ao gene V-ATPase apresentou uma tendéncia consistente
de silenciamento nas trés amostragens realizada. Tendo em vista que para este gene foi
utilizada a maior dosagem de dsRNA entre 0s genes, podemos sugerir que a D. saccharalis €
uma espécie com elevada recalcitrancia a aplicacdo de dsRNA, tendo sido eficiente para o
gene V-ATPase a dosagem de 3,3 pug de dsRNA por lagarta, apresentando uma silenciamento
de até 76% na expressdo do gene alvo.

Com excegdo do gene V-ATPase, a expressdo de transcritos variou muito entre os
tratamentos, o que limita as conclusdes sobre os tratamentos. No caso do gene AK, houve
também uma tendéncia de silenciamento, mas em menor escala do que a observada para V-
ATPaseA. Para os outros genes, houve redugdo no acimulo de transcritos em pelo menos um
dos momentos analisados (EcCR a 6 e 72 h; JHEH a 6 h; NVD a 6 h; QS a 24 h). Embora
diversos fatores possam ter interferido na grande variagdo no nivel de expressdo relativa nos
tratamentos, pode-se citar a quantidade de dsRNA entregue nos tratamentos que ndo foi
constante. A maior quantidade foi utilizada justamente no tratamento com V-ATPase, e talvez
por conta disso tenha apresentado um melhor resultado. A fim de diminuir o erro gerado no
experimento, poderia ter sido utilizado um ndmero maior de replicatas (lagartas por

experimento) e ter havido repeti¢cGes do experimento em momentos diferentes.
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Outro fator se refere ao uso do controle negativo empregando dsRNA de GFP.
Embora o gene GFP seja amplamente utilizado como controle negativo em ensaios de RNAI,
existe uma possibilidade que ele exerga um efeito sob a expressdo de certos genes do inseto.
Este efeito da ingestdo de dsRNA para o gene GFP foi demonstrado em abelhas (Apis
mellifera), onde realizou-se RNA-seq de amostras tratadas ou ndo com dsRNA referente a
GFP (NUNES et al., 2013). A expresséo significativamente diferencial foi confirmada para
1.461 genes, sendo 1.015 apresentando expressdo acima da amostra sem a aplicagdo de
dsRNA de GFP e 446 apresentando expressdo inferior (NUNES et al., 2013). Efeitos em
genes ndo-alvos podem ser amplos e podem alterar a expressdo de um grande nimero de
genes (KULKARNI et al., 2006). Estes efeitos provocados pelo dSRNA do GFP retratado em
abelhas, aparenta ser multifatorial. A partir de um tnico dsRNA, o efeito em genes ndo-alvos
sdo especificos para diferentes tipos de células ou estigio de desenvolvimento, porque o
conjunto de genes expressos (e desregulados) podem ser diferentes em cada contexto
bioldgico (NUNES et al., 2013). Considerando esse efeito de GFP, é legitimo considerar que
outros genes deveriam ser usados como controle negativo nos ensaios de RNAI.

Outros genes exdgenos foram cogitados para exercer esta funcéo, como por exemplo,
CRTISO, que faz parte da via de biossintese dos carotendides e o gene GUS, utilizado como
reporter por alguns plasmideos. O uso de solucdo sem dsRNA também é frequente em
trabalhos com RNAI em insetos, utilizando como controle negativo solugdes contendo apenas
agua ou o mesmo tampdo utilizado para a dissolucdo de dsRNA. Por isso, optou-se, entdo,
trabalhar com uma solugéo “branco”, ou seja, sem a presenca de qualquer fita dupla, contendo

apenas sacarose e corante.

4.5.2. Dose resposta por gota em lagartas neonatas

Para otimizar a concentragdo de dsRNA fornecido por gotas para lagartas neonatas (1°
instar), foi conduzido um experimento de dose-resposta com 3 concentragdes de dsRNA do
gene V-ATPase. Nos ensaios com lagartas de quarto instar uma massa especifica de dsRNA
foi fornecido as lagartas, mas neste modelo de ensaio a quantidade de dsRNA é varidvel
devido ao volume que cada lagarta ir4 ingerir da solucdo. Embora estes experimentos ndo
possam ser diretamente compardveis, as concentracdes utilizadas foram estipuladas com base
nos resultados obtidos, de modo a encontrar a menor concentragdo com eficiéncia para induzir
o efeito de RNAI. Deste modo, foram testadas as concentragdes de 1,7 ug uL™*, 2,5 ug uL™, e

3,3 pg uL* de dsRNA. Foram realizados trés ensaios independentes com trés repeticdes



65

bioldgicas cada, contendo aproximadamente 120 lagartas por placa, a fim de retirar 3
amostras de 30 lagartas para expres¢do de RNA. Foram incluidos o controle negativo dsRNA
do gene GFP nas mesmas concentragdes da V-ATPase e um controle negativo “branco”, com
solugdo sem conter dsRNA.

Para obter as concentracGes necessarias de dsRNA foi necessario concentrar as
amostras por centrifugacdo a vacuo. A integridade das amostras apés o tratamento foi
verificada, comparando uma aliquota contendo 500 ng de amostra sem secar com a mesma
quantidade de amostra seca de V-ATPAse sub A e GFP, em gel de eletroforese 1,2% agarose
(Figura 21). Néo foi detectada perda de qualidade nas amostras ap6s a secagem.

As lagartas recem eclodidas de D. saccharalis foram postas para se alimentar por 24 h
em placas de Petri com solucédo a disposi¢do, de modo que ndo faltasse alimento (Figura 22).
As lagartas foram entdo coletadas e utilizadas para extracdo de RNA e sintese de cDNA.
Pdde-se notar que nos ensaios, apenas o controle branco era completamente ingerido, com
necessidade de reposicdo na maioria dos casos. No entanto, embora uma parte da solugdo
disponivel ndo tenha sido consumido, podia-se identificar tracos de coloracdo azul nas
lagartas, indicando que as mesmas haviam ingerido a solucgéo de dsRNA.

(B~ ]
ek
e

Mioo pb 1

Figura 21 — Gel de 1,2% agarose para avaliacdo da integridade do dsRNA ap6s secagem por centrifugacdo a
vacuo. A primeira canaleta contem Marcador molecular de 100 pb ; Canaleta 1 e 2: amostras de
dsRNA de GFP, com 316 pb, sem secar (1) e apds secagem (2); Canaletas 3 e 4: dsRNA de V-

ATPase, apresentando 816 pb, , sem secar (3) e apos secagem (4).
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Figura 22 — Viséo do experimento de dose resposta fornecendo dsRNA de V-ATPase e GFP. Cada placa
continha aproximadamente 120 lagartas recém eclodidas (1° instar). Primeira linha: placas controle
negativo contendo solucdo branco; segunda linha: tratamento contendo dsRNA para o gene V-
ATPase nas concentracfes em ordem decrescente: 3,3; 2,5 e 1,7 ug.uL’Y; terceira linha: tratamento
controle com dsRNA para o gene GFP nas mesmas concentragdes do gene-alvo.

Devido aos resultados obtidos previamente, as anélises de expressdo por RT-qPCR
foram conduzidas relativas a expressdao do controle negativo branco, sem dsRNA. A analise
de expressdo dos trés experimentos unificados revelaram que houve apenas uma reducao
significativa no acimulo de transcritos do gene V-ATPase no tratamento utilizando a 2,5 ug
UL (Figura 23 B), que apresentou reducéo de 52% da expressio relativa ao controle sem
dsRNA, sendo que nas outras duas concentragdes, 1,7 ug pL™* e 3,3 ug pL™, nédo houve
diferenca estatistica entre os tratamentos de concentracdo de dsRNA (Figura 23 A e C), com
reducdo aparente de 18% na expressao relativa de cada uma delas.

Com base nos resultados obtidos nos ensaios de dose resposta para o gene V-ATPase,
a concentracéo de 2,5 pg.uL™ foi selecionada para dar continuidade nos experimentos por
gota e avaliar o comportamento dos outros genes alvos em lagartas neonatas de D.

saccharalis.
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Figura 23 — Andlise de expressdo dos experimentos de dose resposta por gota com o gene V-ATPase em lagartas

neonatas. O nivel de expressao foi quantificado por RT-gPCR com o erro padrdo mostrado pela

barra (n=9) e utilizando o gene RPS19 como referéncia. (A) expressdo para a concentragdo de 1,7 g

uL?, ndo apresentando diferenca significativa na expresséo do gene, (B) para 2,5 pg uL™ sendo o

tratamento branco diferente estatisticamente do GFP e do V-ATPase e, (C) para 3,3 ug pL?

também sem apresentar diferenca significante.

Em H. armigera a entrega de dsRNA foi otimizada para a ingestdo de dieta artificial

contendo bactérias expressando a dupla fita do gene quitinase e o fator que mais afetou a
eficiéncia do silenciamento foi a concentragdo de dsRNA fornecido (YANG; HAN, 2014b).

Observou-se que 0 aumento de silenciamento foi linear até a dosagem de 10,625 pg por dia,

porém, acima desta, o efeito foi estagnado, indicando um possivel nivel de saturacdo (YANG;

HAN, 2014b).

4.5.3. Via Gota em lagartas neonatas com todos os genes

Os ensaios por fornecimento de dsRNA por gota para lagartas neonatas de D.

saccharalis foram entdo conduzidos empregando a concentragdo padréo de 2,5 pg pL™ para

todos os seis genes alvo. O experimento foi realizado em triplicatas independentes, cada uma

com trés replicatas bioldgicas contendo 30 lagartas cada, adotando como controle negativo
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branco e também o dsRNA do gene GFP. Porém, a terceira repeticdo do experimento,
apresentou inconformidades e por isso foi excluido das analises estatisticas, sendo estas,
realizadas apenas com as duas repetigdes independentes.

A anélise de expressdo relativa do gene V-ATPase em lagartas de 1° instar apresentou
diferencas significativas, com reducgdo de 50% da expressao relativa ao controle branco, mas
sem diferencas significativas em relacdo ao controle GFP (Figura 24 A). Para o gene EcR, a
redugdo no acimulo de transcritos foi significativa em 52% em relagéo ao controle 4gua, mas
também ndo houve diferenga significativa com o tratamento dsRNA de GFP (Figura 24 B).
Estudos realizados com H. armigera obtiveram reducdo de 60 até 80% de expressao relativa
em tabaco transgénico expressando hairpin de uma regido do gene EcR (ZHU et al., 2012).
Para H. armigera alimentadas a partir do terceiro instar com dieta acrescida de bactérias
expressando o dsRNA de EcR, houve diferengas no fendtipo no decorrer do desenvolvimento,
apresentando defeito na ecdise do inseto e mortalidade em lagartas antes da pupagem
(YANG; HAN, 2014a). Houve reducéo significativa no acimulo de transcritos de AK de 37%
em relacdo ao controle branco, mas o tratamento com dsRNA de GFP nédo apresentou
diferencas significativa no acimulo de transcritos tanto para o tratamento com AK, quanto o
branco (Figura 24 C). Da mesma forma, a expresséo relativa de JHEH nas larvas apresentou
uma reducdo significativa de 19% no acUmulo de transcritos em relacdo ao controle
desprovido de dsRNA. J& o controle GFP ndo apresentou diferenca significante entre os
tratamentos (Figura 24 D). O gene NVD foi o Unico que ndo apresentou diferenca significativa
para acumulo de transcritos entre os tratamentos e controle branco desprovido de dsRNA
(Figura 24E). Porém, ndo se pode afirmar que este dSRNA ndo afeta a expressdo deste gene
em D. saccharalis, pois pode haver efeito da concentracdo de dsRNA neste estadio de
desenvolvimento (neonatas) e para este método de entrega néo foi eficiente. A otimizacgéo das
condi¢Bes de RNAI para cada gene especifico ainda é necessaria antes de se alcancar qualquer
resultado pratico (YANG, HAN, 2014b). Para o gene QS, houve uma redugdo de 55% da
expressdo relativa do gene alvo no inseto em relagdo ao controle, mas sem diferenca
significativa em relacdo ao tratamento com dsRNA de GFP, que se também distinguiu
significativamente do controle (Figura 24F).

A metodologia utilizada para a entrega de dSRNA parece ser eficiente, porém, o fator
limitante é a quantidade de dsSRNA necessaria para se atingir resultados em D. saccharalis.
Este fato demonstra a pouca sensibilidade do inseto em relacdo a indugdo de silenciamento

via RNAI. Esta recalcitrancia foi reportada em Lepidoptera, podendo ela variarentre as
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diferentes espécies, sendo que elevado ou nenhum silenciamento pode ocorrer em
concentracdes muito diferentes de dsSRNA (TERENIUS et al., 2011).

O proximo passo para este estudo seria realizar testes para avaliacdo de fenotipo,
possivelmente incorporando o dsRNA em dieta artificial durante todo seu desenvolvimento
larval, mas como o efeito de silenciamento é observado apenas sob alta dose de dsRNA,
necessita-se de uma forma eficiente e efetiva de producdo de dsRNA. Existe como
alternativas a producéo in vitro, que ainda possui um custo elevado, ou a producdo via
bactéria transformada expressando o dsRNA do gene alvo, viabilizando assim a producéo
necessaria para montagem de ensaios do género. Uma alternativa poderia ser o emprego de
dsRNA sintéticos, obtidos comercialmente. Como exemplo, a empresa AgroRNA da Coréia
do Sul oferecea produgdo em escala de dsRNA sintéticos a custos cada vez mais competitivos
para ensaios de avaliagéo e para ensaios de campo.

Para a producgdo de dsRNA por plantas transgénicas ser efetiva, € necessario ter uma
alta producéo de hairpin (que gera o dsRNA ap0és sua transcri¢do) e com isso um promotor
forte. Mas para ndo haver desvios metaboélicos na sintese de um gene e em alta quantidade,
seria recomendavel empregar promotor indutivel pela herbivoria do inseto, evitando assim,
gastos energéticos desnecessarios. H& também a opgldo de transformacdo protoplastica
(transformando o genoma dos plastideos), acumulando assim o dsRNA nos cloroplastos da
planta, conforme foi descrito para o controle do Leptinotarsa decemlineata em tabaco
(ZHANG et al., 2015). Por outro lado, D. saccharalis se alimenta de colmo da cana, onde
possivelmente ha baixo acimulo desta organela, necessitando assim, maiores estudos para

analisar a viabilidade desta técnica.
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Figura 24 — Andlise de expressao relativa dos genes alvos dos ensaios com neonatas por gota contendo dsRNA
na concentrago de 2,5 pg.pLde dsRNA em solugéo. O nivel de expressao foi quantificado por RT-
gPCR com o erro padrdo mostrado pela barra (n=6) e utilizando o gene RPS19 como referéncia.
Onde (A): Representa o valor de expresséo relativa para o gene V-ATPase que mostra o tratamento
branco diferente estatisticamente dos demais; (B): Valor de expressdo do gene EcR, tratamento
branco deferente dos demais; (C): Valor de expressdo do gene AK, onde o GFP nédo apresentou
diferenca estatistica com os outros tratamentos e o branco diferiu do gene alvo; (D): Valor de
expressdo do gene JHEH, o GFP também ndo apresentou diferenga estatistica com os outros
tratamentos e o branco diferiu do gene alvo; (E): Valor de expressdo do gene NVD, ndo apresentou
diferenca significante entre os tratamentos; (F): VValor de expressdo do gene QS, o branco diferiu dos
demais tratamentos.
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5. CONCLUSOES

A ingestdo da molécula de fita dupla correspondente a regibes de gene alvo é

funcional em D. saccharalis induzindo assim, o sistema de RNAI do inseto;

O fornecimento de dsRNA por meio de oferecimento de gotas para lagartas de 1°

instar permitiu o silenciamento de genes alvo do inseto;

A concentracdo de 2,5 pug pL™* de dsRNA de fragmento do gene ATPase Vacuolar,
subunidade A foi a que apresentou reducgdo significativa no nimero de transcritos do gene

alvo em lagartas de 1° instar;

Para os genes receptor de Ecdisona, Arginina Kinase, Juvenile Hormone Epoxide
Hydrolase e Quitina Sintase, a concentragdo 2,5 pg UL™ de dsRNA em ensaios por gota para

lagartas neonatas também apresentou reducdo significativa na quantidade de transcritos;

Né&o foi constatado o silenciamento significativo do gene Neverland em neonatas

alimentadas com solucéo contendo 2,5 pug uL™ de dsRNA;

O fragmento utilizado para controle negativo do gene GFP apresentou influéncia na
expressdo dos genes V-ATPase, ECR e QS em comparagdo com um controle negativo branco,

em estudos em lagartas neonatas de D. saccharalis.
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