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RESUMO
RNAI para o controle de Tuta absoluta em tomateiro

Desde seu descobrimento, o fendmeno de silenciamento génico por RNA (RNAI)
rapidamente se tornou uma técnica amplamente estudada e utilizada nos mais diversos
aspectos da biologia molecular. Uma destas possibilidades € sua aplicagdo no campo da
entomologia agricola, mais especificamente para o controle de insetos-praga como uma
alternativa de alta eficiéncia, especificidade e com impacto ambiental reduzido. Por meio da
geracdo de plantas transgénicas expressando RNAI para genes essenciais de insetos-praga
especificos, a ingestdo destas moléculas de RNAIi pelo inseto mediante herbivoria pode
resultar no silenciamento do respectivo gene, resultando em fenétipos que podem variar entre
perda de apetite, infertilidade ou até a morte. Neste contexto, o presente trabalho teve como
objetivo provar a viabilidade de aplicacdo desta técnica para a interacdo Tomateiro X Tuta
absoluta, cultura de grande expressdo econémica e social no mercado nacional e internacional
e que é amplamente atacada por esta praga, com prejuizos que podem alcancar a ordem dos
100% da producdo. Por meio da clonagem de genes ortdlogos essenciais descritos na
literatura e de genes altamente expressos nos primeiros estadios larvais, apds a caracterizacéo
transcriptdbmica em escala do inseto, foram realizados ensaios de alimentagdo contendo
moléculas de dsRNAs que possuiam estes genes como alvo. Também, foi realizado a
transformagao genética de tomateiro cultivar “Micro-Tom” com dois destes genes (V-ATPase
A e Arginina kinase) para a realizacdo de ensaios de herbivoria. Com o0s resultados obtidos
nestes experimentos, foram mostradas sélidas evidéncias da viabilidade da técnica de RNAI
para o controle de Tuta absoluta, evidenciado pelo silenciamento génico especifico observado
no inseto e consequentemente os efeitos nocivos deste silenciamento.

Palavras-chave: RNAI; Tomateiro; Tuta absoluta; Transformacdo genética; Silenciamento
génico
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ABSTRACT

RNAI for the control of Tuta absoluta in tomato plants

Since their discovery, the phenomenon of gene silencing by RNA ( RNAI ) has rapidly
become a widely studied and used technique in the molecular biological field. One of these
possible applications is in the entomology field, more specifically for the control of insect
pests, as a high efficiency, specificity and with reduced environmental impact alternative.
Through the generation of transgenic plants expressing dsRNA targeting essential insect
genes, their ingestion by the insect and consequently the uptake of the silencing RNA, may
result in specific gene silencing, resulting in a variety of phenotypes that can range from loss
of appetite, infertility to death. In this context, this study aimed to prove the feasibility of this
technique to control tomato leaf miner (Tuta absoluta) in tomatoes plant, a major crop
worldwide and seriously attacked by this pest, with losses that can reach 100%. For the
present work, orthologous genes from successfully cases of insect gene silence described in
the literature, was selected together with highly expressed genes in the early larval stages of T.
absoluta, chosen after the insect molecular characterization and used in feeding assays with
dsRNAs molecules to targeted these genes. Also, genetic transformation of the “Micro-Tom”
tomato cultivar with two of these genes (V-ATPase and Arginine kinase) was conducted for
testing in an herbivore assay. With these two approaches was possible to get solid evidences
of the feasibility of the RNAI technique to control this insect, evidenced by specific gene
silencing observed and its consequent effect on pest phenotype.

Keywords: RNAI; Tuta absoluta; Tomato; Gene silencing; Transgenic plants
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1 INTRODUCAO

As moléculas de acidos ribonucleicos de fita dupla (dsRNAs, do inglés “double strand
ribonucleic acid”) provavelmente sdo tdo antigas quanto a vida na Terra; porém a
identificacéo cientifica desta forma de RNA s ocorreu a partir de meados da década de 1950.
O mesmo tipo de pareamento de bases que mantém cadeias de DNA unidas (WATSON;
CRICK, 1953) foi reconhecido em moléculas de RNA apenas alguns anos apés a elucidacéao
da dupla fita de DNA (RICH; DAVIES, 1956). Quando duas fitas de RNA possuem regides
complementares extensas, estas podem se associar em uma estrutura de natureza similar a
dupla hélice observada em uma molécula de DNA (SPENCER et al., 1962).

No inicio dos anos 1960, diversos estudos revelaram a existéncia de dsRNA em
sistemas biolégicos (BALTIMORE; BECKER; DARNELL, 1964; MONTAGNIER,;
SANDERS, 1963), e curiosamente, todos estes sistemas inicialmente descobertos envolviam
infeccdes virais, levando a uma teoria de que os virus (de RNA) replicavam seu material
genético por meio de um dsRNA intermediario. Tal observacdo contrariava completamente a
teoria sobre o fluxo da informacdo celular que se estabelecia naquela época, onde a
informagdo era “armazenada” em uma dupla fita de DNA ¢ “transmitida” em RNA de fita
simples, chamado de Dogma Central da Biologia Molecular, mas ao mesmo tempo
apresentava um papel chave para o dsRNA na replicacdo viral (WEISSMANN et al., 1963;
BALTIMORE; BECKER; DARNELL, 1964). Mas foi somente na década de 1990 que
diversos grupos de pesquisadores comecaram a desvendar a mais extraordinaria funcéo que
estas moléculas de RNA exerciam na maquinaria celular, o que alguns anos mais tarde veio a
ser chamado de silenciamento génico por RNA ou RNA de interferéncia (RNAI, do inglés
“RNA interference”; FIRE et al., 1998).

Em organismos derivados, o silenciamento génico por RNA se ramificou em diversos
mecanismos bioldgicos (de impossivel predicdo de toda sua extensao), que vao desde a defesa
contra patdgenos e elementos de transposi¢do, atuando na regulacdo da expressdo génica, ao
controle da estrutura do DNA celular e sua cromatina associada (MELLO; CONTE JUNIOR,
2004). A descoberta do silenciamento por RNA modificou completamente a visdo que se
tinha sobre esta molécula, tornando-a elemento central na regulacdo das células eucarioticas
(BALCOUMBE, 2004).

Logo ap0s as primeiras descobertas que moléculas de dsRNA poderiam ser usadas
para silenciar determinados genes, diversos métodos baseados em RNAI foram desenvolvidos

e revolucionaram o campo da gendmica funcional, devido a facilidade de obtencdo de
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fendtipos de perda de funcdo (knock-out e knock down) pela técnica de RNAI, quando
comparada aos métodos tradicionais de obtencdo de mutantes (PERRIMOM; NI; PERKINS,
2010). Inicialmente utilizada para silenciar genes individualmente, esta técnica ja foi
explorada em escala global com a producdo de bibliotecas de RNAI para o silenciamento de
quase todas as sequéncias transcritas do genoma de uma variedade de organismos, desde 0s
considerados modelos classicos como o nematdide Caenorhabditis elegans e a Drosophila até
células humanas (BOUTROS; AHRINGER, 2008), revolucionando assim a biologia
experimental de diversos organismos (HANNON, 2002).

Uma possibilidade promissora de aplicacdo da técnica de RNAI estd no campo da
entomologia, mas especificamente no controle de insetos considerados pragas agricolas. A
partir da manipulacdo genética de plantas hospedeiras para expressarem moléculas de RNAI
de genes essenciais ao inseto, a simples ingestdo desta planta e consequentemente das
moléculas de RNAI, poderia causar efeitos nocivos ao inseto como o retardo no
desenvolvimento ou até a morte e portanto conferir resisténcia a planta (GORDON;
WATERHOUSE, 2007). O marco desta possibilidade ocorreu quando dois artigos foram
publicados simultaneamente por dois grupos de pesquisadores que conseguiram demostrar a
aplicabilidade da técnica de RNAIi para o controle de duas espécies de Diabrotica
(Coleoptera) (BAUM et al., 2007) e de Helicoverpa armigera (Lepidoptera) (MAO et al.,
2007). Desde entdo, 0 uso da tecnologia se expandiu significantemente, atingindo diversas
espécies de insetos (HUVENNE; SMAGHE, 2010).

Neste contexto, uma praga de origem sulamericana, a Tuta absoluta (Lepidoptera),
altamente prejudicial ao tomateiro (Solanum lycopersicum), apresenta potencial de ser
empregada como prova de conceito para o0 uso de RNAi em culturas tropicais. Esta pequena
mariposa, que se alimenta majoritariamente de plantas do género Solanum, ganhou destaque
mundial a partir de 2007, ao ser introduzida e se espalhar por toda a Europa, promovendo
inUmeras perdas para 0s produtores de tomate. Além de provocar perdas imensuraveis para 0s
produtores de tomate, a T. absoluta € um inseto pouco caracterizado molecularmente,
dispondo sequéncias nucleotidicas apenas para 5 genes em bancos de dados mundiais
publicos (Genbank do NCBI, Outubro 2013).

Diante deste cenario, o0 presente trabalho teve como objetivos testar a viabilidade da
técnica de RNAI como prova de conceito para o controle da “traga do tomateiro” por meio de
experimentos de alimentacdo e da transformacgdo genética do tomateiro da cultivar ‘Micro-
tom’, bem como caracterizar o transcritoma do inseto praga por meio do sequenciamento

massivo de transcritos (RNA-seq), com o intuito de fornecer informacdes para busca de
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potenciais genes-alvo de silenciamento, e gerar um banco de dados de sequéncias expressas

desta espécie.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 RNAI

O termo “mundo RNA” foi primeiramente cunhado em alusdo a um estagio de
evolucdo da vida na Terra, cerca de 4 bilhdes de anos atras, quando se presume que 0 RNA
era 0 material genético que catalisou o surgimento da vida (GILBERT, 1986). Atualmente ha
um processo vivo e em pleno desenvolvimento dentro da maquinaria celular ao qual podemos
chamar de “mundo RNA”, o processo de RNAi (MELLO; CONTE JUNIOR, 2004).

Em uma tentativa de intensificar a cor pdrpura de flores de petunias, dois grupos de
pesquisadores inseriram cOpias extras de genes responsaveis pela pigmentacdo. Como
resultado, ao invés de conseguirem flores de coloracdo mais intensa, obtiveram flores
variegadas ou até completamente brancas (NAPOLI; LEMIEUX; JORGENSEN, 1990;
KROLL et al., 1990). Estas observacdes, provavelmente as primeiras manifestacbes de
silencimento por RNA, foram chamadas na época de ‘co-supressdao’, pois tanto as copias
extras quanto os genes endogenos foram silenciados. Cerca de 8 anos depois, estudando o
nematdide Caenorhabditis elegans, um grupo de pesquisadores descobriu que o responsavel
pelo desencadeamento do processo de silenciamento era um dsRNA, e o termo RNAI foi
proposto (FIRE et al., 1998). Tal descoberta rendeu em 2006, o premio Nobel de Fisiologia a
Andrew Z. Fire e Craig C. Mello, dois destes pesquisadores (nobelprize.org).

O fendmeno de silenciamento génico baseia-se na presenca de moléculas de pequenos
RNAs nédo codantes (nCRNA, do inglés “non-coding RNA”), geralmente produto da clivagem
de moléculas maiores de dsRNA, com sequéncias homologas a genes enddgenos de um
organismo. Esta presente em fungos, quando é chamado de quelling; em plantas, chamado de
PTGS (do inglés “post transcriptional gene silence”) e em animais, chamado de RNAi
(FAGARD et al., 2000); porém, todos compartilham um mecanismo determinante comum que
indica uma origem remota em um ancestral comum de fungos, plantas e animais (FAGARD et
al., 2000)

O que define um pequeno RNA silenciador é o seu tamanho, de 20 a 30 pares de bases
e sua associacdo com uma das proteinas da familia Argonauta; porém distintas classes de
pequenos RNAs séo responsaveis por um diverso e complexo esquema de regulacdo génica
(GHILDIYAL; ZAMORE, 2009). Embora diversas classes de pequenos RNAs tenham sido
descobertas, varios aspectos de suas origens, estruturas, proteinas efetoras associadas e

funcBes biologicas levaram ao reconhecimento de trés classes principais: SiRNA (do inglés
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“short interfering RNA”), miRNA (“micro RNA”) e piRNA (“piwi interacting RNA”)
(CARTHEW; SONTHEIMER, 2009).

Inicialmente, os siRNAs foram caracterizados como derivados de moléculas
precursoras de dsRNA longo, linear, perfeitamente complementar, introduzido diretamente no
citoplasma das células ou absorvidos do ambiente (MELLO; CONTE JUNIOR, 2004). Esses
dsRNA sdo processados em SiRNAs que dirigem o silenciamento (MEISTER; TULSCH,
2004). Como dsRNAs foram originalmente observados no silenciamento induzido por virus
ou por transformacdo genética, foi-lhe atribuido um papel natural de defesa (MELLO;
CONTE JUNIOR, 2004). Alguns anos depois, centrdbmeros, transposons e outras sequéncias
repetitivas foram reconhecidas como fontes de sSiRNAs (LIPPMAN; MARTIENSSEN, 2004),
e pouco depois, estudos funcionais em plantas levaram ao descobrimento de ta-siRNAs (trans
acting siRNAs) que séo produzidos pelo corte de transcritos especificos e regulam um grupo
restrito de genes (VASQUEZ et al., 2004). Recentemente, outras fontes de siRNA enddgenos
(endo-siRNA) foram identificados como RNA mensageiros convergentes, fontes naturais de
moléculas senso e antisenso, tais como pseudogenes e 0 MRNA de seu gene relativo, e RNAs
do tipo hairpin (hpRNA) (GOLDEN: GERBASI; SONTHEIMER, 2008), evidenciando que
as fontes de siRNAs ndo sdo somente exogenas (exo-siRNA).

Os miRNAs pertencem a uma classe de SRNA enddgenos, com 20-24 nucleotideos,
altamente abundantes em plantas e animais (BARTEL, 2004). Sua biossintese € iniciada pela
transcricdo dos genes MIR por meio da RNA polimerase Il. Este transcrito primario, também
chamado de precursor (ou pri-miRNA) ¢ um RNA fita simples (ssSRNA), longo e
poliadenilado, que, por meio do pareamento de bases de regides complementares, forma uma
estrutura secundaria de dsRNA do tipo “hairpin” ou grampo (BARTEL, 2004). Esta molécula
de pri-miRNA ¢é processada no nucleo através da a¢do de uma enzima do tipo RNAse classe
I1l, chamada de Dicer (DCL1) em plantas e Drosha nos animais, que a corta em uma
molécula de dsRNA de cerca de 60-70 pares de bases, chamado de pre-miRNA, que entdo é
exportado para o citoplasma através da proteina HASTY em plantas, ortologa da proteina
‘Exportina 5> (BARTEL, 2004).

Ja os piRNAs pertencem a uma classe de moléculas de RNAI mais recentemente
descobertas, e sua funcdo mais bem elucidada esta em assegurar a estabilidade de células
germinativas ao atuar no silenciamento de tranposons (GHILDIYAL; ZAMORE, 2009).
Primeiramente observado em Drosophila, atuando no silenciamento de sequéncias repetitivas,
(ARAVIN et al., 2001), esta classe de pequenos RNAs foi inicialmente chamada de siRNAs
associados a sequéncias repetitivas (ra-siRNA, do inglés “repeat associated siRNA”). Mais



21

tarde, com a descoberta de uma classe destes sSRNAs ndo associados com sequéncias
repetitivas, foi renomeada para piRNA (GHILDIYAL; ZAMORE, 2009). Os piRNAs,
diferentemente dos siRNAs e miRNAs, possuem um RNA fita simples como precursor e ndo
requerem a acao da proteina Dicer para sua biossintese; eles podem ser um pouco mais longos
atingindo até 30 pares de base, e se associam com uma subfamilia dentro das Argonautas
chamada de Piwi (VAGIN et al., 2006).

O processamento das moléculas de RNAI no citoplasma é um processo gradual
catalisado por uma endonuclease do tipo RNase Il especifica para dsSRNA, denominada Dicer
(com excecdo dos piRNA), que é uma enzima que apresenta como caracteristica principal a
presenca de dois dominios, um com atividade catalitica (RNaselll) e outro dominio de ligacéo
ao dsRNA (dsRBD). Tal enzima se associa ao dsSRNA no citoplasma e é responsavel pelo
processamento do dsRNA em fragmentos de cerca de 21-24 pares de base (MEISTER,;
TULSCH, 2004). Estas moléculas menores sdo entdo associadas a um complexo
ribonucleoproteico com atividade nuclease denominado RISC (do inglés, RNA-induced
silencing complex); todo complexo RISC possui um membro da familia de proteinas chamada
Argonauta, que possui como caracteristicas marcantes um dominio de ligagdo ao RNA e um
dominio de atividade nuclease (CARMELL et al., 2002). Neste complexo, uma das fitas do
dsRNA é eliminada e a fita remanescente guia o reconhecimento para degradacdo (ou
inibicdo) sequéncia especifica do RNA mensageiro complementar (MARTINEZ et al., 2002)
(Figura 1).
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Figure 1 - Esquema ilustrativo das vias de silenciamento por RNAi. DCR proteinas Dicer, AGO proteinas
Argonauta, RISC ‘RNA induced silencing complex’, Piwi proteinas piwi, RARP RNA polimerase
RNA dependente

Uma das caracteristicas mais marcantes do RNAI é sua poténcia, pois apenas poucas
moléculas de dsRNA por célula pode induzir uma resposta robusta (MELLO; CONTE
JUNIOR, 2004). Em alguns organismos, como plantas e C. elegans, as primeiras moléculas
de dsRNA (primarias) podem induzir a sintese de moléculas de siRNAs secundarias através
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de uma enzima ‘RNA polimerase RNA-dependente’ (RARP, do inglés “RNA-dependent RNA
polymerase”) (SIJEN et al., 2001) (Figura 1). O “pool” de siRNA secundario ¢ capaz de
aumentar e manter ou até mesmo disseminar o sinal de silenciamento atraves do organismo
em um mecanismo chamado de amplificacdo (SIJEN et al., 2001).

As observacdes iniciais em C. elegans eram consistentes com um dsRNA induzindo
silenciamento génico pos transcricional (PTGS, do inglés “post transcriptional gene silence”),
e este modelo de silenciamento também fora observado em experimentos com plantas
expostas a dsSDNA (CARVALHO et al., 1992), e com experimentos com virus de RNA
infectando plantas em que seus transcritos eram alvos de dsRNA, sem um efeito aparente na
taxa de transcricdo (JONES; RATCLIFF; BAULCOME, 2001). Esses estudos levaram a
hipétese de que RNAI induziria a degradacdio do mMRNA homdlogo, confirmado
posteriormente por analises bioguimicas (HANNON, 2002). Porém a maquinaria de
interferéncia por RNA opera em diversos niveis afetando a expressdo génica de outras
maneiras. Em plantas, a exposicdo a um dsDNA pode induzir a metilagdo de sequéncias
homologas no genoma (WASSENEGGER et al., 1994), e se esta regido for um promotor, o
gene em questdo pode ser transcricionalmente silenciado (METTE et al., 2000). Outros
estudos ainda sugerem que maquinaria de RNAI afeta a expressdo génica no nivel de estrutura
de cromatina em Drosophila, C. elegans e em fungos (PAL-BHADRA; BHADRA,
BIRCHLER, 2002; TABARA et al., 1999; DUDLEY; LABBE; GOLDSTEIN, 2002).
Também em C. elegans, esta maquinaria parece agir no nivel de sintese de proteinas
(WIGHTMAN; HA; RUVKUN, 1993).

Logo apds a descoberta do fendbmeno de silenciamento génico por RNAI, Varios
métodos baseados em RNAI foram desenvolvidos, inicialmente utilizados para silenciar genes
de interesse individualmente. A utilizacdo deste método em larga escala revolucionou o
campo da genémica funcional, devido a sua relativa facilidade, e, mais significativamente,
porque RNAI, diferentemente dos métodos tradicionais de screening genetico, fornece uma
poderosa abordagem de genética reversa, especialmente para os organismos de dificil
manipulacdo genética, como os mamiferos. Com a conclusdo do sequenciamento de diversos
genomas, 0s métodos de analises baseados em RNAI se tornaram mais poderosos, com a
utilizacdo de bibliotecas de RNAI para silenciar a maior parte dos genes em seus genomas; foi
possivel a utilizacdo desta técnica em escala global no genoma de organismos modelos, como
C. elegans e Drosophila, cultura de células humanas e até em organismos 0s quais as técnicas
genéticas eram pouco desenvolvidas como a planaria e mosquitos (PERRIMOM; NI,
PERKINS, 2010; BOUTROS; AHRINGER, 2008).
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Basicamente, o silenciamento por RNA pode ser obtido in vivo por meio da introducao
do dsRNA no organismo por meio da microinjecfes em ovos, ou em regides especificas do
organismo, ou por intermédio da alimentacdo, pela adicdo de dsRNA as dietas ou pela
ingestdo de bactérias que expressem as sequéncias de dsSRNA (PERRIMOM; NI; PERKINS,
2010). Em alguns organismos, o mecanismo de silenciamento génico possui um carater
sisttmico, podendo ser induzido em uma determinada célula e transmitido para células
vizinhas, como por exemplo em C. elegans através de proteinas transmembranas chamadas de
SID-1 e SID-2 (do inglés “systemic RNAI defective”; WINSTON; MOLODOWITCH,;
HUNTER, 2002; WINSTON et al., 2007). Também em C. elegans, um potente sinal de
silenciamento pode ser passado através de células germinativas e transmitido para diversas
geracoes (FIRE et al., 1998; GRISHOK; TABARA; MELLO, 2000).

Nos ultimos 15 anos, poucas areas da biologia foram transformadas tdo drasticamente
quanto a biologia molecular do RNA, com o descobrimento dos pequenos RNAs néo
codificantes que estdo envolvidos na regulacdo de genes e genomas, que pode ocorrer nos
mais importantes niveis de suas funcgdes, tais como estrutura da cromatina, segregacdo do
cromossomo, transcricdao, traducdo, processamento e estabilidade do RNA (CARTHEW;
SONTHEIMER, 2009). A histéria dos pequenos RNAs silenciadores torna qualquer predicdo
obscura, ja que a descri¢cdo de novas classes e funcdes para estas moléculas ocorrem em um
ritmo alucinante forcando a reavaliagdo dos modelos e fatos previamente estabelecidos
(GHILDIYAL; ZAMORE, 2009).

2.2 RNAI para o controle de pragas

A técnica de RNAIi tem sido amplamente utilizada no campo da biologia do
desenvolvimento e da entomologia. Apesar de variacGes quanto a presenca ou funcionalidade
de determinados componentes deste mecanismo, o principio de silenciamento € muito
semelhante em todos os casos estudados. De um modo geral, os trabalhos utilizam esta
técnica, principalmente em insetos modelos, tais como Drosophila melanogaster, Tribolium
castaneum e Bombyx mori, para a caracterizacdo dos mecanismos de a¢do do RNAi, como por
exemplo a elucidacdo da funcédo da proteina Dicer (HAMMOND et al., 2000) e do complexo
RISC (LIU et al., 2003) ambos em Drosophila; a identificagdo de um silenciamento sistémico
e duradouro apos injecdo de dsRNA em larvas de Tribolium (TOMOYASU; DENELL, 2004),
e também para o estudo da funcéo e regulacdo génica, como por exemplo a analise global dos
genes envolvidos na morfologia celular em Drosophila (KIGER et al., 2003); a elucidagéo do

papel de um importante gene envolvido no desenvolvimento no besouro Tribolium castaneum
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(MARQUES-SOUZA et al., 2008); e a analise da via de biossintese de feroménio na
mariposa Bombyx mori (OHNISHI; HULL; MATSUMOTO, 2006).

Por proporcionar uma acao eficiente e gene-espécie especifica, a aplicacdo da técnica
de silenciamento génico por RNAI para o controle de pragas, tem se tornado uma grande
promessa de um controle com alta eficiéncia com um impacto ambiental muito inferior as
técnicas antecessoras (PRICE; GATEHOUSE, 2008).

Em insetos, uma maneira adequada de fornecimento de dsRNA pode influenciar
consideravelmente a aplicabilidade da técnica, pois o processo de silenciamento génico
necessita da acdo da molécula efetora dentro das células do organismo alvo. Portanto, o fator
limitante para o sucesso da aplicacdo esta vinculado a absorcéo deste RNA nas células-alvo e
sua disseminacdo pelo organismo (HUVENNE; SMAGHE, 2010). Sendo assim, pode-se
distinguir dois tipos de RNAi: ‘RNAi celular autonomo’, quando o dsRNA ¢ inserido ou
produzido pela célula e exerce o silenciamento somente naquela célula; e ‘RNAI celular ndo
autobnomo’, quando este sinal de silenciamento é transmitido para as células adjacentes
(WHANGBO; HUNTER, 2008; HUVENNE; SMAGHE, 2010). No caso do RNAI celular
ndo autbnomo, a primeira etapa envolve um RNAI ambiental, onde as células que estdo em
contato com o dsRNA precisam absorver estas moleculas do ambiente (por exemplo, as
células epiteliais do aparelho digestivo apds ingestdo), e depois pode ou ndo ocorrer um RNAI
sistémico, onde o sinal se espalha para o resto do organismo (WHANGBO; HUNTER, 2008).
Neste caso, dois mecanismos potenciais para a absorcdo e transporte de dsRNA foram
elucidados, sendo eles os canais de proteinas transmenbranas chamados de SID (WINSTON;
MOLODOWITCH; HUNTER, 2002) e a absorc¢édo por endocitose (ULVILLA et al., 2006).

As primeiras aplicagdes do silenciamento génico por RNAI no controle de pragas
foram publicadas simultaneamente por Baum et al. (2007) e Mao et al. (2007). Baum et al.
(2007) testaram primeiro a sensibilidade das larvas do coledptero Diabrotica virgifera
virgifera, importante praga do milho, a ingestdo de dsRNAs relativo a diversos genes e em
distintas concentracfes, em um ensaio de alimentacdo de 12 dias com dieta artificial com o
objetivo de selecionar um vasto repertdrio de genes essenciais ao inseto. De todos 0s genes
testados (295), a ingestdo de dsRNA para 125 genes resultou em um significativo retardo do
crescimento ou mortalidade das larvas. Este silenciamento génico especifico para 0s genes em
questdo foi confirmado por meio de RT-PCR quantitativo. Dentre eles, 0 gene que codifica a
subunidade A da ATPase vacuolar foi escolhido para a transformacdo de plantas de milho
expressando dsRNA homdlogos ao gene e submetidas ao ataque de Diabrotica virgifera

virgifera (BAUM et al., 2007). Uma vez transformadas e expressando o dsSRNA da ATPase,
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as plantas apresentaram niveis consideraveis de protecdo quando comparadas com a planta
controle, mostrando a viabilidade da técnica. Em um outro ensaio, 0s mesmos dsRNAs
utilizados no experimento anterior, ou seja homologos a genes de Diabrotica virgifera
virgifera, foram testados em duas outras espécies, e o resultado foi uma queda significativa na
taxa de mortalidade proporcional a diminuicdo na homologia das sequéncias génicas
ortélogas, mostrando que o silenciamento pode ser altamente espécie-especifico (BAUM et
al., 2007).

No trabalho de Mao et al. (2007) o alvo do RNAI ndo foi um gene necessario para a
homeostase do inseto, mas sim uma proteina que confere resisténcia a um terpendide presente
no algodoeiro chamado de gossipol. Neste trabalho, os autores demonstraram que a tolerancia
das larvas de Helicoverpa armigera ao gossipol é devida a atividade de um gene que codifica
uma proteina P450 monooxigenase. Ao alimentar as larvas com dieta artificial de plantas de
tabaco e de Arabidopsis expressando o dsRNA do gene em questdo, foi observado uma
reducdo significativa na expresséo deste gene. Quando essas larvas foram alimentadas em
dieta contendo gossipol, foi observado um significativo retardamento do crescimento. Em
outro trabalho deste mesmo grupo (MAO et al., 2011) foram geradas plantas transgénicas de
algod&o expressando o dsRNA do gene de P450 monooxigenase, e estas plantas apresentaram
uma maior resisténcia a Helicoverpa armigera, provando novamente a eficiéncia da técnica.

De uma maneira geral, trabalhos sobre o uso da técnica de silenciamento génico para
controlar pragas utilizam dois métodos de introducdo do dsRNA: a microinjecdo no trato
digestério, como por exemplo, em Spodoptera exigua para 0 gene de quitina sintase A
(CHEN et al., 2008) e em Phyllotreta striolata para o gene do receptor olfativo (ZHAO et al.,
2011), ou por meio de ensaios de alimentacdo, como por exemplo, em Spodoptera exigua para
0 gene de quitina sintase A (TIAN et al., 2009); em Nilaparvata lugens para o gene de
trealose fosfato sintase (CHEN et al., 2010); em Bactrocera dorsalis para os genes ATPase
vacuolar subunidade D, proteina ribossomal Rpl19, elongase Noa e GTPase Rabll(LlI;
ZHANG; ZHANG, 2011); em Leptinotarsa decemlineata para os genes de actina, proteina
Sec23, ATPase vacuolar subunidades E e B e para proteina COPB (ZHU et al., 2010); em
Phyllotreta striolata para o gene de Arginina kinase (ZHAO et al., 2008); e em Bemisia
tabaci para os genes de actina, o-tubulina, ADP/ATP translocase, ATPase vacuolar
subunidade A e proteina ribossomal L9 (UPADHYAY et al., 2011). Ainda Rosa et al. (2010)
utilizaram RNAI para silenciar o gene de actina em cultura de células de Homalodisaca

vitripennis via transfecgéo.
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2.3 Tomateiro e Tuta absoluta

O tomateiro (Solanum lycopersicum, Linnaeus, 1753) foi escolhido como planta
modelo para este trabalho, pois aléem de ser uma das mais importantes solanaceas do mundo, é
amplamente atacada pela traca-do-tomateiro (Tuta absoluta Meyrick) (Lepidoptera:
Gelechiidae), e dispde de uma cultivar miniatura, denominada “Micro-Tom” que constitui
numa excelente ferramenta para manipulacdo genética.

A cultura do tomateiro é de grande expressdo econdmica e social no mercado nacional
e internacional, sendo a segunda hortalica mais produzida no mundo, atrds somente da batata
(FAO, 2013). De origem andina, seu cultivo esté difundido por todas as regides do mundo. O
Brasil possui posicdo de destaque em termos de producdo e produtividade, sendo o oitavo
maior produtor mundial (FAO, 2013) com uma area de cerca de 69.300 ha cultivados e uma
producdo de cerca de 4.425.000 toneladas em 2011 (FNP), e o terceiro em produtividade, com
cerca 64 t/ha. Na América do Sul, o Brasil é considerado o maior produtor de tomate “in
natura” e para processamento industrial, suprindo diversas agroindustrias.

O tomateiro pertence a familia Solanaceae, importante familia entre as plantas
economicamente relevantes, e seus membros incluem culturas como a batata (Solanum
tuberosum), berinjela (S. melongena), jil6 (S. gilo) e a pimenta (Capsicum) e plantas
medicinais como as do géneros Atropa, Datura, Hyoscyamus e Withania, bem como plantas
ornamentais como Petunia e Nicotiana (GUPTA et al., 2009). Embora as plantas dentro da
familia das solanaceas apresentem diversos habitos e habitats, seus membros apresentam um
alto grau de conservacdo de sequéncias génicas, bem como de ordem génica (TANKSLEY et
al., 1992).

A cultivar ‘Micro-tom’ difere dos outros cultivares para apenas dois locos, o dwarf (d)
uma mutacao relacionada com o horménio brassinoesterdide que confere o tamanho reduzido
(BISHOP et al., 1999) e o alelo self-pruning (sp), que confere um crescimento determinado
(PNUELLI et al., 1998). Esta cultivar tem sido utilizado extensivamente em diversos estudos
sobre desenvolvimento de frutos (SERRANI et al., 2007), interacbes hormonais (CAMPOS et
al., 2009), resposta a estresses bi6ticos e abi6ticos (GRATAO et al., 2008; HASE et al.,
2008), colonizagdo por micorrizas (ZSOGON et al., 2008) e para crescimento em
microgravidade (ZRACHYA et al., 2007). Diversas ferramentas genéticas e fisiologicas estdo
disponiveis para este cultivar: protocolo de transformacéo (PINO et al., 2010), colecdes de
mutantes (CAMPOS et al., 2010), banco de ESTs, SNPs
(www.kazusa.or.jp/jsol/microtom/index.html) e cole¢des de “anotacdes metabodlicas” (1IJIMA
et al., 2008).



28

O tomateiro é uma das culturas mais sujeitas a ocorréncia de pragas e doencgas entre
todas as espécies cultivadas (PICANCO et al., 1998). De toda a produgdo de tomate, estima-
se que cerca de 25% é perdida pela incidéncia de agentes etiologicos (GCC, 2002), sejam eles
insetos, fungos, virus ou bactérias. A perda somente pelo ataque de insetos-praga representa
10% deste total de danos ao cultivo do tomateiro (JANSSEN et al., 1999), sendo que 0s
principais insetos causadores destes danos sdo da ordem Lepidoptera.

Atualmente, a traca-do-tomateiro (Tuta absoluta Meyrick) representa um dos insetos-
praga mais danoso a essa cultura, podendo alcancar a ordem de 80-100% de perda na
producdo (DESNEUX et al., 2010). As lagartas minam as nervuras das folhas, broqueiam as
hastes e perfuram os brotos terminais, provocando a morte das gemas apicais (FILGUEIRA,
2003) (Figura 2). As lagartas ainda atacam os frutos verdes, principalmente no ponto de
insercdo do célice, abrindo galerias no interior e provocando apodrecimento. Além do ataque
direto, a traca do tomateiro abre portas para a infeccdo de patégenos secundarios
(FILGUEIRA, 2003).
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Figura 2 — Prancha de fotos mostrando os danos causado pela traga-do-tomateiro as plantas de tomate bem como
0 potencial reprodutivo em uma gaiola de criag¢do. Fotos: arquivo pessoal e galeria EPPO (“European
Plant Protection Organization’)

Os primeiros relatos do ataque de Tuta absoluta foram descritos na década de 1980 na
Argentina, Bolivia, Peru, Chile, Colémbia, Equador, Paraguai, Uruguai e Brasil (DESNEUX
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et al., 2010). Em 2007, foi detectada a ocorréncia de T. absoluta na Espanha, infestando
rapidamente toda a costa do Mediterraneo. Nos anos subsequentes, o dano causado pela T.
absoluta foi reportado em plantacGes de tomateiro na Italia, sul da Franca, Grécia, Portugal,
Marrocos e Tunisia (POTTING, 2009).

Parte desta ampla dispersdo de T. absoluta é devido ao alto potencial reprodutivo.
Com um ciclo de vida que dura cerca de 28 a 40 dias, uma fémea adulta coloca cerca de 50
ovos por dia, possibilitando a geracao de quase 300 ovos durante seu tempo de vida (SOUZA;
REIS; SALGADO, 1992). Os ovos séo colocados nas folhas, hastes, flores e frutos, sendo
elipticos, de cor branca, e se tornam amarelados ou marrons (SOUZA; REIS; SALGADO,
1992). De trés a cinco dias ap6s a postura, as larvas eclodem e penetram imediatamente no
parénquima foliar, nos frutos ou nos apices das hastes, onde permanecem se alimentado por
oito a dez dias, quando se transformam em pupas (SOUZA; REIS; SALGADO, 1992). As
lagartas possuem de 1 mm (1° instar) a 7 mm (4° instar) de comprimento, inicialmente
apresentam coloracdo amarelada passando para verde escura com uma placa marrom no dorso
do primeiro segmento toracico. A fase de pupa dura de sete a dez dias, e as crisalidas séo
verdes escuras e ficam abrigadas nas folhas presas em finas teias, em casulos dentro do solo
e/ou em lesdes. Os adultos sdo pequenas mariposas cinza-prateadas com asas franjadas de 3
mm de comprimento e 10 mm de envergadura e podem viver até uma semana. Acasalam-se
imediatamente ap6s a emergéncia, voam e ovipositam predominantemente ao amanhecer e ao
entardecer, ficando ocultados na face inferior das folhas durante o dia (SOUZA; REIS;
SALGADO, 1992).

Devido & extrema importancia da cultura do tomate no mundo, a intensidade dos
ataques e a excepcional capacidade de dispersdo da T. absoluta pela Europa, esta praga tem
sido considerada como devastadora, e inumeros esforcos tém sido feito visando seu controle
de forma eficiente e sustentavel (DESNEUX et al., 2010).

De modo geral, os atuais métodos de controle de T. absoluta possuem eficiéncia
variada. O modo de controle mais utilizado no Brasil e nos paises da América do Sul é o
controle quimico com a aplicacdo de inseticidas, entre eles os organofosforados, piretroides e
o tiocarbamato (FRANCA et al., 2000; LIETTI; BOTTO; ALZOGARAY, 2005). No entanto,
0 controle quimico efetivo contra T. absoluta é dificil de obter devido ao comportamento
minador das larvas, a falta de um limiar de agdo, a deficiéncias nas tecnologias de spray
(LIETTI; BOTTO; ALZOGARAY, 2005), e a ineficacia de alguns inseticidas contra esta
praga (CASTELO BRANCO et al., 2001). Diversos estudos relataram que a aplicacdo

constante de inseticidas promoveu sua perda de eficicia, além do desenvolvimento de
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resisténcia da praga a esses inseticidas (SALAZAR; ARAYA, 1997; SIQUEIRA; GUEDES;
PICANCO, 2000; LIETTI; BOTTO; ALZOGARAY, 2005; SOUZA et al., 1992). A aplicagdo
de inseticidas também causa a alteracio do comportamento de inimigos naturais
(DELPUECH et al., 1999; CASTELO BRANCO et al., 2003) e problemas ambientais.
Resisténcia parcial a T. absoluta foi encontrada em espécies selvagens de Solanum (MALUF
et al., 2010), em especial S. habrochaites e S. pennelli devido a presenca de aleloquimicos,
tais como do sesquiterpeno zengibereno e de acil-agUcares. Entretanto, a presenca desses
compostos restringem a infestacdo ainda em niveis que ndo impedem dano, e novas fontes de
resisténcia sdo necessarias. Neste contexto, a adocéo de novas tecnologias para o controle de
T. absoluta se torna imprescindiveis.

Novas abordagens para o desenvolvimento de novas técnicas de controle de pragas
baseiam-se na manipulacdo genética da praga, como por exemplo, a introducdo de machos
estéreis, ou da cultura-alvo por meio do melhoramento genético ou ainda pela introducédo de
cultivares transgénicos, expressando genes de resisténcia.

Como uma valiosa alternativa, podemos destacar o uso da técnica de RNAIi em
combinacdo com a transgenia como uma abordagem promissora no combate a pragas
(GORDON; WATERHOUSE, 2007). O silenciamento por RNA para atingir pragas
especificas soa como um perfeito modo para 0 manejo de pragas (ZHANG et al., 2012).
Embora represente uma técnica promissora, dificilmente os métodos baseados em RNAI serdo
adotados como estratégia para o controle de pragas em um futuro préximo, pois muitos
estudos basicos e aplicados ainda precisam ser conduzidos (ZHANG et al., 2012) e muitos
avangos necessitam ser feitos para que este tipo de controle seja eficiente, sendo que
experimentos de alimentacdo juntamente com técnicas de gendmica podem ser importantes
ferramentas para conseguir estes objetivos (HUVENNE; SMAGHE, 2010).

Sendo assim o presente trabalho teve como hipotese, que a técnica de RNAI pode ser
usada para o controle de uma importante praga do tomateiro e de outras solanaceas, e que
experimentos de alimentacdo, a caracterizacdo molecular do inseto alvo e a transformacéo
genética da planta hospedeira sdo ferramentas valiosas para provar o conceito de

aplicabilidade desta técnica para esta praga.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Criagéo de Tuta absoluta

A criacdo do laboratério de Melhoramento de Plantas do CENA/USP foi iniciada a
partir de ovos obtidos do laboratorio de Biologia de Insetos do departamento de Entomologia
e Acarologia da ESALQ/USP, Piracicaba, SP. Para aumentar a variabilidade génetica da
populagéo, pupas gentilmente cedidas pela empresa Bayer (Sdo Paulo, SP, Brasil) foram
misturadas a criacdo ja estabelecida.

A criacdo foi mantida em laboratério sob temperatura de 25 + 2° C, umidade relativa
de 60 = 10 % e fotofase de 14 h, segundo metodologia adaptada de Pratissoli (1995). Adultos
foram mantidos em gaiolas de postura contendo plantas ou folhas de tomate. Folhas contendo
lagartas tiveram seus peciolos imersos em agua em frascos plasticos a fim de manter sua
turgescéncia. Tais frascos foram mantidos em bandejas plasticas de criacdo. Diariamente,
substituiram-se as folhas, juntamente com os frascos, na medida em que estas se tornavam
inadequadas a alimentacdo (desidratadas ou danificadas). As folhas danificadas contendo
pupas foram mantidas em bandeja plastica por um ou dois dias, e depois foram colocadas em

gaiolas teladas para emergéncia dos adultos.

3.2 Material vegetal
Foram utilizadas plantas de tomateiro das cultivares ‘Micro-tom’ para ensaio de
transformagao genética, e as cultivares ‘Santa Clara’ e ‘Cereja’ para manutenciao da coldnia

de Tuta absoluta e nos ensaios de fornecimento de dsRNA.

3.3 Clonagem de genes candidatos
3.3.1 Escolha de genes candidatos e desenho de primers

Dois dos genes-alvo, V-ATPase subunidade A e Arginina Kinase, foram escolhidos
baseado em casos de sucesso do uso da técnica de RNAI para o controle de pragas (BAUM et
al., 2007; ZHAO et al., 2008). O gene codificador para um receptor de Ecdisona (EcR) foi
escolhido baseado no seu papel fundamental durante o processo de ecdise em Drosophila.
Larvas nocauteadas para ECR cessam o desenvolvimento durante os trés primeiros estadios
larvais (LI; BENDER, 2000). Sequéncias de aminoacidos dos genes-alvo (ATPase, Arginina
Kinase e receptor de ecdisona- EcR) de diversas espécies de insetos, incluindo Tribolium

castaneum, Drosophila melanogaster, Aedes aegypti, Bombyx mori, Manduca sexta e
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Leptinotarsa decemlineata, presentes no banco NCBI foram alinhados utilizando-se o
programa CLUSTALW2 (LARKIN et al, 2007) para a identificagéo das regides conservadas.
As regibes conservadas foram analisadas visualmente quanto a degeneracdo de codons
codificadores dos aminoacidos para o desenho de iniciadores. Enquanto que residuos de
Metionina e Triptofano apresentam apenas uma opg¢do de codon, que significa uma
degeneracidade igual a 1, os residuos Leucina e Arginina possuem degeneracidade igual a seis
combinacdes de nucleotideos codificadores para cada um dos residuos, o que resulta em uma
degeneracidade igual a 6. As regides com degeneracidade total menor que 1024 foram
selecionadas para o desenho dos iniciadores (Tabela 1). Para avaliar a especificidade dos
candidatos, foi efetuado em paralelo, o alinhamento das sequéncias de nucleotideos

correspondentes as sequéncias de aminoacidos alinhadas.
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Tabela 1 — Descricéo dos iniciadores degenerados utilizados nas clonagens dos respectivos genes candidatos em
T. absoluta e tamanho dos fragmentos esperados em cada reagdo. Os nimeros que precedem 0s
primers significam a ordem em que foram usados nas rea¢cdes de amplificacéo

Genes Forward Reverse Tamanho

Esperado

V- ATPase 1. GTRGGNGTYATGGCNCANATHCA 1. TGNTCRAARTCNGCYTTDATYTT 1.635 pb
subunidade A
2. ATGGCNACNATHCARGTNTAYGA 2. TTNACNGGRTCYTTRCCYTTCAT 1.590 pb

3. ACNTGYTTRTARAANGGRCARAA 1.431 pb

Receptor 1. TGYGTRGGNTGYAARGGNTTYTT 1. ACRTCCCADATYTCYKCNARRAA 1.023 pb

Ecdisona
(ECR) 2. TGYGTRATNGAYATGTAYATGMG 2. CARAARTGNARNARRTCYTCDAT 642 pb
3. GTCATYACNGTDATYTGNCKRAA 399 pb
Arginina 1. GGNTTYAARAARACNGAYAARCA 1. CCRTCRTDCATYTCYTTNACNGC 762 pb
Kinase
2. GARDVNCARTAYAARGARATGGA 2. CCNCCYTCNGCYTCNGTRTGYTC 540 pb
3. ARRTGRTCYTCYTCRTTRCACCA 261 pb

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

3.3.2 Extracdo de RNA de Tuta absoluta

Para a clonagem dos genes candidatos, RNA total de T. absoluta dos primeiros
estadios larvais foi extraido a partir de cerca de 100 mg de amostra utilizando o reagente
TRIzol seguindo recomendacdes do fabricante (Invitrogen). Apds o isolamento, o RNA total
foi quantificado em espectrofotdmetro e sua integridade foi examinada por eletroforese em
gel de 1% agarose desnaturante contendo 6,6% de formaldeido em tampdo MOPS. As
amostras de RNA receberam tampdo de carregamento (62,5% formamida;, 1,14 M
formaldeido, 1,25X tampdo MOPS-EDTA-acetado de sodio; 200 pg mL™ de azul de
bromofenol) e foram desnaturadas a 65° C por 5 min, resfriadas no gelo por 2 min e
carregadas no gel, que apds a corrida foi visualizado sob luz UV.

3.3.3 Tratamento com DNAse |
Cerca de 1 pug de RNA total extraido foi tratado com DNase | (Fermentas) para

eliminar contaminagdo com DNA gendmico, para tal foram misturados, tampdao de reacéo, 1
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U de DNAse | e 20 U de inibidor de RNAse. A mistura foi incubada a 37 ° C por 30 min, ap6s
este periodo foi adicionado 1uL EDTA (50mM) a e a solucdo aquecida a 65° C por 10 min

para inativacao da enzima.

3.3.4 Sintese de cDNA

As amostras de cDNA foram sintetizadas utilizando-se o kit de transcri¢cdo reversa
SuperScript Il (Invitrogen). Para tal, foi acrescentado a 1 pug de RNA total tratado com
DNAse I, 500 uM de cada dNTP, 2,5 uM oligo dT em volume final de 13 uL, e a solugéo foi
exposta a 65° C por 5 min e resfriadas em gelo por 2 min. A seguir foram adicionados 4 pL
de tampéo 5X, 5 mM DTT, 2 U de inibidor de RNase e 200 U de transcriptase reversa
SuperScript 11l em volume final de 20 pl. A reacgdo foi submetida a 50° C por 60 min, e a

enzima foi depois inativada a 70° C por 15 min.

3.3.5 Amplificagéo dos genes alvos e inser¢do em vetor de clonagem

Os genes alvos foram amplificados empregando a técnica de Nested PCR, na qual o
produto da primeira reacdo € utilizado como molde na segunda reacdo utilizando-se pares de
primers mais internos a regido de anelamento dos primers da 12 reacdo (Tabela 1). As reacoes
de amplificagdo continham cerca de 100 ng de cDNA, 3 mM MgCl,; 100 uM de cada dNTP,
2 U de Taq DNA polimerase High Fidelity em tampéo adequado, e 1 uM de cada primer
(Tabela 1), num volume de final de 20 pL. A segunda reacdo (nested) foi realizada sob as
mesmas condicdes, exceto por empregar 1 puL do produto da primeira reacdo. A amplificacéo
foi feita em termociclador Veriti (Applied Biosystems; Foster City, CA, EUA) empregando as
seguintes condigBes térmicas: 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 amplificacdo (1 min/kb),
finalizando a 72° C por 10 min. Em seguida as amplificacdes foram analisadas por
eletroforese em gel de 1% agarose. Os fragmentos de interesse foram entéo recortados do gel
com auxilio de uma lamina descartavel e purificados utilizando-se o kit PureLink™ Quick Gel
Extraction Kit (Invitrogen) de acordo com especificacbes fornecidas pelo fabricante. A
seguir, os fragmentos purificados foram clonados em vetor pPGEM-T Easy (Promega), para
sequenciamento e elaboracdo do RNA dupla fita. Para a clonagem dos fragmentos, cerca de
150 ng de DNA amplificado purificado foram aliquotados em microtubo juntamente com
Tampao de Ligacgéo, 50 ng de vetor pPGEM-T Easy e 5 U de T4 DNA ligase e incubados a 4°
C por 16 h em reacOes de 10 uL. Em seguida, cerca de 3 pL da reacdo foi utilizado para a

transformacéo de Escherichia coli cepa TOP10 via eletroporacéo.
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A presenca do inserto foi confirmada pela extragdo do DNA plasmidial por lise
alcalina, seguida de anélise de digestdo com EcoRI. Cerca de 400 ng de plasmideo contendo
inserto foram digeridos em reagdes de 10 uL contendo tampéo da enzima e 10 U de EcoRlI
por 1 h a 37° C, seguido de inativagdo da enzima a 65°C por 20 min. A presenca do inserto
também foi confirmada por amplificacéo do fragmento.

Para confirmagdo de identidade do gene de interesse, os plasmideos foram
sequenciados empregando o kit DYEnamic ET Terminator Cycle Sequencing Kit (GE). As
reacOes de sequenciamento continham oligos T7 ou SP6, e foram conduzidas sob as seguintes
condicOes de reagdo: 30 ciclos de 95°C por 20 s, 50°C por 15 s e 60°C por 60 s. Foram
sequenciados trés clones de cada transformagdo em aparelno ABI PRISM 3130 (Applied

Biosystems).

3.4 Ensaios de RNAI
3.4.1 Sintese de dsRNA a partir dos genes alvos clonados

A partir dos clones de cDNA dos fragmentos dos genes ATPase, Arginina Kinase e
Receptor de Ecdisona (ECR) de T. absoluta inseridos no vetor pGEM-T (Promega), foi
realizada a sintese do RNA de dupla fita (dSRNA) por reacdo de transcri¢do in vitro com a
enzima T7 RNA polimerase (MegaScript T7, Ambion), segundo recomendacdes do
fabricante. O vetor pGEM-T Easy contém o gene clonado flanqueado pelos sitio T7 e SP6, e
as sequéncias alvo foram amplificadas utilizando-se primer T7
(5’TAATACGACTCACTATAGGG), juntamente com um primer em que a sequéncia do
primer SP6 é seguida pela sequéncia do primer T7
(5TAATACGACTCACTATAGGGATTTAGGTGACACTATAG). Desta forma, obtém-se

as sequéncias dos genes de interesse flanqueadas por sitios de anelamento da polimerase T7.

Esta reacdo de amplificacdo para adicdo dos sitios T7 as sequéncias alvo molde foi realizada
em volume de 20 pL contendo 10 ng de DNA plasmidial, 1,5 mM de MgCl,, 200 uM de
dNTP, 1 U de Taq polimerase e 0,5 UM de cada primer. As condi¢Ges de reagdo foram 95° C
por 2 min, 35 ciclos de 95° C por 15 s, 60° C por 20 s, 72° C por 30 s, terminando com ciclo a
72° C por 5 min. As reacgGes foram entdo submetidas a eletroforese em gel de 1% agarose e 0s
fragmentos de interesse extraidos do gel e purificados. Esta sequéncia molde foi entdo
quantificada em fluorémetro e utilizada em reacdo de transcricdo in vitro contendo cerca de
100 ng de DNA molde, tampédo de enzima, 7,5 mM de cada ribonucleotideo, 2 uL da RNA
polimerase MegaScript T7 (200 U) em volume de 20 pL. A reacédo foi incubada a 37° C por

16 h, sendo entdo adicionado 2 U de DNase e incubada a 37° C por mais 15 min para
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degradacdo de DNA. A proxima etapa consistiu da purificacdo do RNA de fita dupla
resultante, adicionando-se ao volume total de RNA extraido (20 pL), 30 pL de 4gua-DEPC, e
0 RNA foi precipitado pela adi¢do de 30 pL de solucdo 7,5 M cloreto de litio e incubacéo a -
20° C por 1 h. Apds esse periodo, a solucéo foi centrifugada a 12.000 g por 15 mina 4°C, e 0
pellet de RNA foi lavado com 70% etanol e ressuspenso em agua DEPC. Neste passo, cada
sequéncia de gene clonada encontrava-se presumidamente na configuracdo de moléculas de
RNA fita dupla.

Com o intuito de identificar potenciais efeitos adversos da introducdo de RNA fita
dupla no inseto, o dsRNA do gene GFP (green fluorescent protein) foi utilizado como
controle negativo para os ensaios de alimentacdo. A sequéncia do gene GFP foi obtida por
meio do vetor pPCAMBIA1302, que contém o GFP como gene reporter, que foi amplificado
utilizando-se 0S primers GFP-F (5’
TAATACGACTCACTATAGGGCAGTGGAGAGGGTGAA) e GFP-R (5
TAATACGACTCACTATAGGGTTGACGAGGGTGTCTC), que contém segmentos gene-

especificos seguidos pela sequéncia de primers T7 forward e reverse (nucleotideos

sublinhados). Dessa forma, o produto de amplificacdo foi flanqueado pela sequéncia do
promotor T7, empregada para realizar transcri¢do in vitro. As reagdes de amplificagdo do
molde (276 pb) e de transcricéo in vitro foram realizadas nas mesmas condigdes descritas para
0s genes alvos, obtendo fragmento.

3.4.2 Ensaios de fornecimento de RNAI a Tuta absoluta

O efeito do silenciamento génico foi testado por meio de ensaios de alimentacdo das
lagartas com folhas de tomateiro contendo moléculas de RNAI dos genes-alvo citados
anteriormente. Dois tipos de ensaios foram testados para a avaliacdo do silenciamento dos
genes alvos nas lagartas de Tuta, e a avaliacdo dos efeitos foi conduzida por andlise da
expressdao génica por RT-qPCR, por mortalidade, ou por avaliacdo de dano das folhas de
tomateiro.

No primeiro tipo de ensaio para avaliacdo da expressdo génica dos genes alvos nas
lagartas, folhas de ‘Micro-Tom” foram destacadas da planta e o peciolo foi imerso em 200 pL
de solucdo aquosa contendo cerca de 5 pg dos respectivos dsRNA dos genes alvos
independentemente em microtubos. Apos a absorcao da solucéo, lagartas recém-eclodidas de
T. absoluta foram colocadas para se alimentar nestas folhas, sendo coletadas aos 24, 48 e 72 h
apos o inicio da imposicao dos tratamentos. Como controle negativo do experimento, outro

grupo de lagartas foi alimentado com folhas que absorveram dsRNA para o gene GFP. Para
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cada tratamento foram realizados dois experimentos independentes com uma duplicata
bioldgica.

No segundo tipo de ensaio, foliolos de tomateiro ‘Santa Clara’ foram infiltrados com
solucdo contendo suspensdo de células de Agrobacterium tumefaciens transformada com os
vetores de silenciamento dos genes alvos ATPase ou Arginina Kinase (descritos no item
3.5.1), assim como vetor de silenciamento para o gene GFP (gentilmente cedido pelo Prof.
Eric Lam, Rutgers University) como controle, para um ensaio transiente. Para tal, células de
Agrobacterium contendo os trés tipos de construcdes foram inoculadas individualmente em
cerca de 3 mL de meio LB liquido contendo gentamicina (25 pg/mL) e spectinomicina (100
pg/mL), e foram cultivadas por cerca de 12 h. A seguir, cada cultura foi coletada em tubos
Falcon e centrifugada a 4.000 rpm por 5 min, e o pellet de bactérias foi ressuspenso em agua
milli-Q para uma absorbancia (600nm) de aproximadamente 0,5. As suspensdes foram entéo
infiltradas na face abaxial das folhas de tomateiro destacadas com o auxilio de microseringa, e
as areas infiltradas foram delimitadas com caneta marca-texto. Ap6s 24 h de infiltracdo,
lagartas recém-eclodidas foram colocadas para se alimentar nas areas foliares infiltradas,
sendo coletadas 24 h, 48 h e 72 h para andlise de expressdo dos genes alvos correspondentes
por RT-gPCR. Como controle positivo deste experimento, foi empregada a infiltragdo com
agrobactéria contendo o gene repérter GFP, de forma a tornar possivel a visualizacdo da
expressdo transiente do gene inserido. Nestes ensaios foram utilizados duas cepas de
Agrobacterium GV3101/pMP90 (cedidas pelo Prof. Eric Lam), sendo uma delas contendo
vetor que direciona a superexpressdo da proteina GFP para o nucléolo das células
transformadas, chamadas de enhanced GFP (eGFP), e outra que possui vetor para o
silenciamento do gene GFP (GFPi). Num primeiro ensaio, as bactérias eGFP foram infiltradas
em folhas de tomateiro. Num segundo ensaio, ambas a cepas de bactérias (eGFP e GFPi)
foram misturadas e infiltradas, sendo visualizadas em microscopio de fluorescéncia apds dois
dias de modo a verificar a expressdéo de GFP nos nucléolos das células. Os efeitos do
silenciamento génico tanto para os ensaios de infiltracdo de dsSRNA como para os ensaios de
transformacdo transiente por agrobactéria foram analisados por meio da quantificacdo da
expressdo dos genes-alvo por RT-gPCR (ver abaixo) nas lagartas expostas aos tratamentos e
seus respectivos controles.

Os efeitos do silenciamento dos genes candidatos também foram avaliados por meio
de ensaio de mortalidade, onde folhas de tomateiro ‘Santa Clara’ foram destacadas e o peciolo
imerso em 200 pL de solugdo contendo cerca de 20 pg de dsRNA dos genes alvos ou do

gene-controle GFP. A seguir, 20 lagartas de T. absoluta recém-eclodidas foram colocadas
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para se alimentar nestas folhas, e ap6s 11 dias, foram coletadas para analise de sobrevivéncia.
Outro ensaio foi conduzido empregando foliolos de tomateiro ‘Santa Clara’ destacados, com o
pecidlulo imerso em solugdo contendo doses crescentes de dsRNA (500, 1000 ou 5000 ng)
dos genes-alvo ou do gene controle GFP. Neste ultimo ensaio, cinco lagartas recém-eclodidas
foram colocadas para se alimentar em cada foliolo, que foram fotografados durante 11 dias
para avaliagcdo dos danos causados a folha.

3.4.3 Extracdo de RNA e sintese de cDNA de T. absoluta para analise de expressao
génica

RNA total de larvas de T. absoluta foi extraido a partir de cerca de 100 mg de amostra
utilizando o reagente TRIzol, seguindo recomendacdes do fabricante (Invitrogen). Apo6s o
isolamento, 0 RNA total extraido foi quantificado em espectrofotdmetro. Para sintese de
cDNA, cerca de 1 pg do RNA total foi tratado com 1 U de DNase | para eliminar
contaminagdo com DNA gendmico. A seguir, o cDNA foi sintetizado utilizando-se o kit de
transcricao reversa high capacity cDNA reverse transcriptase (Applied Biosystems). Para tal,
foi acrescentado para cada 1 pg de RNA total tratado com DNAse I, 2 pL de tampéo 10X, 4
mM de cada dNTP, 1X primers aleatorios (fornecidos no kit), e 50 U de transcriptase reversa
MultiScribe (Life Technologies) em volume final de 20 pL. A reacgdo foi submetida a 25° C
por 10 min, seguida de 37° C por 120 min, e a enzima foi depois inativada a 85° C por 5 min.

3.4.4 Analise de amplificacdo quantitativa de transcritos reversos (RT-gPCR)

As reagOes de amplificagdo continham cerca de 40 ng de cDNA de lagartas, 5 pL de
Fast SYBR Green Master (Invitrogen), 0,2 uM de cada iniciador (Tabela 2) num volume final
de reacdo de 10 puL. O perfil da reacdo foi designado com duas temperaturas iniciais: 50° C
por 10 min e 95° C por 2 min, seguidos de 40 ciclos de trés passos: 95° C por 15 s, 60/61° C
por 25 s e 72° C por 30 s realizadas no RotorGene-6000 (Qiagen). Apos a amplificacdo,
determinou-se a curva de dissociacdo (melting curve) entre 72° C e 95° C. As analises de RT-
gPCR dos genes alvo para o silenciamento nos experimentos foram realizadas em triplicata
técnica, com controle negativo (sem cDNA) em duplicata. Todos os primers foram testados
para eficiéncia de reagdo (E) através da curva padréo obtida com os valores de expresséo (Cg)
de 4 diluicBes seriadas (10, 10, 102 e 107). (PFAFLL, 2001) (AnexoA). Em todos os
experimentos, os valores dos Cq (cycle quantification) foram utilizados para determinar a
diferengca da expressdo génica, de acordo com método °‘Delta Delta’ (LIVAK;

SCHMITTGEN, 2001) I‘aZéO =E A (ACq) SendO A CQ = CQ (gene alvo) — CQ (gene referéncia) €o A =
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ACq (tratamento) - ACq (controle)-  FOram utilizadas como controle negativo, o gene alvo nas
lagartas que receberam o dsRNA do gene GFP. Como gene de referéncia (normalizadores
enddgenos) foram selecionados os genes Rpl 5 (proteina ribossomal subunidade grande 5),
Rpl23A (proteina ribossomal subunidade grande 23A) e rRNA (RNA ribossomal) (Tabela 2).

Tabela 2 — Descricdo dos iniciadores gene especificos para analise transcricional dos genes alvos de
silenciamento e normalizadores enddgenos. Estéo listadas as respectivas siglas, as sequéncia dos
iniciadores e o tamanho do amplicon em pares de pases (pb)

Genes Sequéncia (5°- 3°) Amplicon (pb)

F: ACCTGTCGGAGATCGTGCAG

ATPase 139
R: AACGGGCAGAAACGGTCGTA

F: GGCACATTCTACCCACTCAC

AK 190
R: GATGGTCCTCTTCGTTGCAC

F: GCCAGATCAAGAGGAACGAG

EcR 166
R: GCTTCTCGGGCAGGAACC

F: CAGTCGTCGAGCCAGCAACA
Rpl 5 129
R: TCCCGCATTGAAGGAGACCA

F: TTGACGCCATAACGTGGCAGT
Rpl 23A 170
R: CGCAAACGCCTGACTGTTCA

F: TATGTTGTGAGGCGACGATG

rRNA 155
R: GATCCACCGTCCAGGGTAAT

3.5 Transformacao genética do tomateiro ‘Micro-Tom’
3.5.1 Construcéo dos vetores para silenciamento em plantas

Para a transformacdo genética de plantas de tomateiro cultivar “Micro-Tom” foram
realizadas constru¢fes empregando o vetor de silenciamento pK7GWIWG2(1), compativel
com o sistema GATEWAY (KARIMI; INZE; DEPICKER, 2002). Primeiramente, foram
desenhados primers para amplificacdo dos fragmentos dos trés genes alvos (Tabela 3) de
modo que os fragmentos fossem flanqueados pelas sequéncias de recombinacéo attL1 e attL2
(sublinhadas nos primers), compativeis com as sequéncias attR1 e attlR2 do vetor. Tais
primers foram utilizados em reacGes de amplificacdo contendo cerca de 10 ng de DNA, 200
uM de cada dNTPs, 0,4 uM de cada primer, 2 U de Phusion DNA polimerase high fidelity
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(New England Biolabs; Ipswich-MA, EUA) em volume final de 50 pL. As condigdes de
amplificacdo, especificas para a polimerase empregada foram 98° C por 2 min, seguidos de 35
ciclos de 98° C por 10 s, 60° C por 15 s e 72° C por 15 s, mais um ciclo de 72° C por 5 min.
Os produtos das reacbes foram separados por gel eletroforese, e os fragmentos foram
purificados empregando o kit QIAEX Il Gel Extraction Kit (Qiagen), e foram quantificados
em Nanodrop (Thermo Scientific; Pittsburgh-PA, EUA). Cada fragmento foi submetido a
reacao de recombinacdo utilizando-se a enzima LR clonase (Invitrogen), utilizando 150 ng do
fragmento, 150 ng de vetor pK7GWIWG2(I), 2 pL do mix da enzima e tampdo TE para
volume final de 10 pL. A reacdo ocorreu a 25° C por cerca de 16 h, quando foi adicionado 1
uL de proteinase K (2ug/uL) e os tubos foram colocados a 37° C por 10 min para parada da
reacdo. A transformacdo de Escherichia coli cepa TOP10 foi realizada com 3 pL de cada
reacdo via choque térmico. Ap6s um curto periodo de proliferacdo, as bactérias foram
plagueadas com 100 pg/mL de espectinomicina e crescidas por cerca de 16 h. Foram
selecionadas 10 coldnias para extragcdo do DNA plasmidial por lise alcalina.
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Tabela 3 — Descricéo dos iniciadores utilizados para amplificacdo dos fragmentos dos genes-alvo com bordas L1
e L2 (sublinhadas nos primers F e R). Estdo listados a sigla dos genes, as sequéncia dos iniciadores e
0 tamanho do amplicon esperado em pares de base (pb)

Genes Sequéncias (5°- 3°) Amplicon
(pb)

F: GGGGCCAACTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCCGTATTGCGTACCGGCAAG

ATPase 514
R: GGGGCCAACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTACCTGTTTGTATAACGGGCAG

F: GGGGCCAACTTTGTACAAAAAAGCAGGCTATACACTATCTATACATATAC
EcR 545
R: GGGGCCAACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCAGTAGTGCCATTAAACCGAC

F: GGGGCCAACTTTGTACAAAAAAGCAGGCTGAGGCTCAATATAAGGAAATG

Arginina

> 320
Kinase  R. GGGGCCAACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTAAGATGGTCCTCTTCGTTGE

Para confirmacdo das insercGes dos fragmentos génicos de interesse no vetor de
destino de maneira correta, foram realizadas anélises de digestdo in silico comparativas do
vetor antes e depois da insercdo, com auxilio do software NEBcutter (VINCZE; POSFAI,
ROBERTS, 2003). Para tal foram selecionadas enzimas de restri¢cdo cujo produto da digestao
fornecesse evidéncias sélidas da correta posicdo dos fragmentos nos vetores. As digestdes
foram realizadas com cerca de 400 ng de plasmideo em reacfes de 10 puL contendo tampédo da
enzima e 10 U de enzima especifica por 1 h a 37°C, seguido de inativacdo da enzima a 65° C
por 20 min. Os produtos de digestdo foram analisados em gel de 0,8 % agarose. A presenca
do inserto também foi confirmada por amplificacdo do fragmento utilizando primer gene
especifico.

Os vetores binarios de transformacdo de plantas foram inseridos em A. tumefaciens,
cepa GV3101/MP90, via choque térmico conforme descrito anteriormente. A confirmacéo

destas bactérias para a presenca do vetor foi realizada por PCR.

3.5.2 Transformacao genética

A partir das construgdes contendo o cassete para expressdo dos dsRNAs para
silenciamento dos genes ATPase e Arginina Kinase no vetor pK7GWIWG2(l) (KARIMI,
INZE; DEPICKER, 2002), foram conduzidos ensaios de transformacdo genética com
explantes cotiledonares de plantulas de ‘Micro-tom’ com 8 dias de idade (Figura 3; PINO et
al., 2010). Para tal, sementes de ‘Micro-Tom’ foram esterilizadas por agitagdo em 100 mL de
30% (v/v) de agua sanitaria comercial (2,7% de hipoclorito de s6dio) com duas gotas de
detergente comercial por 15 min. Em seguida, as sementes foram lavadas por 3 vezes com

agua esteril, e cerca de 30 foram colocadas em frascos contendo 30 mL de meio de cultura
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MS meia forga para germinacgdo (Figura 3), mantidos no escuro por 4 dias, quando foram
transferidos para sala de luz onde permaneceram por mais 4 dias. Os explantes cotiledonares
foram entdo excisados, com suas extremidades removidas e seccionados transversalmente.
Esses segmentos foram entdo cultivados em meio MS contendo 0,4 UM de acido naftaleno
acético (ANA). Cerca de 20 explantes foram colocados por placa de Petri e empregados na
transformacéo (Figura 3).

Figura 3 - lustrac6es do processo de transformacdo de plantas, iniciando com germinacgdo in vitro das sementes
de tomateiro, seguido de plantula com 8 dias de idade e obtenc&o de explantes cotiledonares

As cepas de Agrobacterium (GV3101/MP90) foram cultivadas em meio LB sélido
contendo 50 mg L' de rifampicina, 25 mg L™ de gentamicina e 100 mg L’ de
espectinomicina por 48 h a 28° C. Em seguida, uma col6nia foi isolada e transferida para 3
mL de meio LB liquido contendo os mesmos antibioticos usados anteriormente, cultivados a
28° C por 48 h a 120 rpm. Apds esse periodo, 500 pL dessas culturas foram inoculadas em 50
mL de meio LB liquido com 0os mesmos antibioticos, e incubada a 28° C por 12 h a 120 rpm.
As culturas foram entdo centrifugadas por 15 min a 4.000 rpm e o sedimento ressuspenso em
meio MS liquido até ODgoonm entre 0,2 e 0,3. A seguir, foi acrescido acetoseringona a uma
concentracdo final de 100 uM, e ap6s 10 min, a suspensdo de Agrobacterium foi utilizada.
Duas gotas dessa suspensdo foram aplicadas em cada explante, seguido de inoculagdo por 10
min e remog&o e secagem do excesso de bactéria com folhas de papel de filtro estéril. O co-
cultivo foi conduzido por 48 h no escuro a 28° C. Apds esse periodo, os explantes foram
transferidos para placas contendo o Meio Indutor de Gemas (SIM), composto por sais MS e 5
UM de benzilamino purina (BAP) (PINO et al., 2010), suplementado com 100 mg L™ de
kanamicina e 300 mg L™ de timentina, e cultivados durante 3 semanas sob fotoperiodo de 16
h a 25° C. Apds esse periodo, gemas bem desenvolvidas foram separadas dos explantes e
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transferidas para frascos contendo 30 mL de meio MS contendo 100 mg L™ de kanamicina e
300 mg L1 de timentina, onde permaneceram por volta de 2 semanas para desenvolvimento
de raizes.

Plantulas Ty com raizes bem desenvolvidas foram transferidas para a casa de
vegetacdo para aclimatizagdo em vasos de 250 ml contendo substrato especifico e vermiculita

(1/1 vol.), sendo protegidas por sacos plasticos por cerca de 10 dias.

3.5.3 Analise das plantas regenerantes
3.5.3.1 Extracdo de RNA e DNA

O RNA total e o DNA gendmico das plantas transgénicas foram extraidos a partir de
cerca de 100 mg de tecido foliar com o reagente Trizol (Invitrogen), segundo recomendacdes
do fabricante. A quantidade e a qualidade do RNA total extraido foi realizada como descrita

anteriormente no item 3.3.2. O DNA gendmico foi quantificado em fluorémetro.

3.5.3.2 Confirmacdo da transformacéao por PCR

Para confirmacdo da insercdo do transgene foram realizadas reacGes de amplificacao
utilizando-se oligos antisenso especificos dos genes inseridos (ATPse ou AK) (Tabela 2) e
um oligo senso que se anela no promotor 35S (5 GCACAATCCCACTATCCTTC 3°). As
reacOes foram conduzidas nas seguintes condicdes: cerca de 100 ng de DNA gendmico, 1,5
mM de MgCl,, 0,2 uM de dNTPs, 0,1 uM de cada primer, 1,5 U de enzima Tag DNA
polimerase em tampao de reacdo, em volume de 25uL. As condi¢des de amplifcagcdo foram
95° C por 2 min, seguido de 35 ciclos de 95°C por 15 s, 60° C por 25 s e 72° C por 40 s e
extensdo final de 72° C por 5 min. Os produtos de amplificagdo foram entdo submetidos a

eletroforese em gel de 1% agarose.

3.5.3.3 RT-PCR gene especifica

Para confirmacéo da presenca do transcrito, que ird gerar os respectivos dsRNAs nas
plantas transgénicas, produto da expressdo do transgene, foram realizadas reacfes de
transcricdo reversa utilizando-se primers gene especificos (ATPase ou AK; Tabela 2).
Também foi adicionado na mesma reacdo primers do gene da ubiquitina como controle
enddgeno. Para tal, cerca de 1 ug de RNA tratado com DNAsel (como descrito no item 3.3.3),
foi misturado a primers gene especifico (ATPase ou AK) a 0,75 uM, primer gene controle

endégeno tmbém a 0,75 pM, 0,5 mM de cada dNTP, tampdo de reacdo, 200 U de
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Transcriptase reversa Revertaid (Fermentas) e &gua DEPC para o volume de 20 pL. A reagdo
foi incubada a 50° C por 30 min e a 85° C por 5 min para inativacdo da enzima.

A seguir 1 pL dos cDNAs gerados foram submetidos a reacdes de amplificacdo nas
seguintes condicgdes: 1,5 mM MgCl; a, 0,2 mM de dNTPs, 0,1 uM de cada primer, 1,5 U de
Tag DNA polimerase e agua para o volume de 25 pL. As condi¢Bes de amplificacdo
empregadas foram: 95° C por 2 min, seguidos de 35 ciclos de 95°C por 15s, 60°C por 30 s e
72°C por 20 s. Os produtos de amplificacdo foram entdo analisados por eletroforese em gel

de 1,5% agarose.

3.5.3.4 Stem loop pulsed RT-PCR

Para identificacdo dos siRNAs nas plantas transgénicas foi realizado uma técnica de
RT-PCR baseada no protocolo descrito por Varkonyi-Gasic et al. (2007) desenvolvido
especificamente para amplifica¢ao de pequenos RNAs chamado “Stem loop pulsed ” RT-PCR.
Primeiramente, as sequéncias génicas inseridas nas plantas transformadas foram submetidas a
analise em um software de predicdo de siRNAs (RICE; LONGDEN; BLEASBY, 2000) para
se obter uma lista dos possiveis sSiRNAs gerados pela maquinaria celular de silenciamento. A
seguir, foram sintetizados primers “stem loop” especificos para cada siRNA preditos, primers
especificos para PCR e o primer universal (VARKONYI-GASIC et al, 2007) (Tabela 4).
Como controle endégeno foram desenhados primers para amplificacdo de microRNA 156
(MIR156) de tomateiro através das sequéncias disponiveis na base de dados miRBase
(KOZOMARA,; GRIFFITHS-JONES, 2011).
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Tabela 4 — Sequéncias dos pequenos RNAs especifico para cada gene, e dos primers utilizados para deteccéo de
expressdo em plantas transgénicas

Gene Sequéncia (5°- 3”)

ATPase SiRNA AATACATGCGCGCTCTAGATGAC
RT primer GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACGTCATC

PCR primer F CCGGAGAATACATGCGCGCTC

AK siRNA AAGTATCGTCCACACTGTCTGGC
RT primer GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACGCCAGA

PCR primer F  CGGCGGAAGTATCGTCCACAC

MIR156 miRNA UGACAGAAGAGAGUGAGCAC
RT primer GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACTGCTCT

PCR primer F  CCTGAGTGACAGAAGAGAGTG

Universal R GTGCAGGGTCCGAGGT

A reacdo de transcricdo reversa foi realizada adicionando os primers “stem loop” a
0,05 uM e oligodT a 0,5 uM e 1 pg do RNA tratado. Essa solugdo foi aquecida a 70 °C por
10 min e resfriada a 4° C por mais 10 min. A seguir, foi adicionado solucéo contendo tampé&o
de reacdo, 3 mM de MgCl,, 0,25 mM de cada dNTP, 200 U de transcriptase reversa Revertaid
(Fermentas) e agua DEPC para volume de 20 pL. A reacdo foi submetida a um ciclo pulsado
para sintese de cDNA: 16°C por 30 min, seguido de 60 ciclos de 30° C por 30's, 42°C por 30 s
e 50°C por 1's, mais um periodo a 85° C por 5 min para inativagdo da enzima.

Os cDNAs sintetizados foram utilizados em reacdes de amplificacdo nas seguintes
condicdes: 1 uL de cDNA, 1,5 mM MgCl; a, 0,2 mM de cada dNTP, 0,2 uM de cada primer,
1,5 U de Taq DNA polimerase (Fermentas) em tampéo apropriado e agua para o volume de
25 L. As condicdes de ciclagem foram: 94° C por 2 min, seguido de 35 ciclos de 94° C por
15 s e 60° C por 1 min. Os produtos de reacdo foram analisados em gel de 3% agarose.

3.5.3.5 Experimentos de herbivoria

Para os experimentos de herbivoria folhas de tomateiro transgénicos dos eventos de
transformacdo, ATPase 1.1, ATPase 7, ATPase 9 e AK 1.1, mais o tipo selvagem, foram
retiradas das plantas (T,) e colocadas em recipiente com agua. A seguir 10 lagartas recém
eclodidas de T. absoluta foram colocadas para se alimentar nestas folhas, que foram

fotografadas durante 7 dias para visualizagdo dos danos. Na medida que as folhas foram
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completamente degradadas, estas foram substituidas e ao fim do ciclo das lagartas as pupas

foram coletadas para contagem, pesagem e analise visual.

3.6 Caracterizacao do transcritoma de T. absoluta por RNA-seq
3.6.1 Extracdo de RNA de T. absoluta para o sequenciamento massivo

O RNA total de T. absoluta para o sequenciamento massal foi extraido utilizando o
reagente Trizol (Invitrogen). Cerca de 10 pg de RNA total de cada fase de desenvolvimento:
ovos, 1°, 2° 3° 4° instar larval e adulto (Figura 4), foram enviados para empresa Macrogen,
Seul, Coréia do Sul, para sequenciamento em equipamento HiSeq 2000 (lllumina).
Primeiramente, foram conduzidas analises das amostras de RNA total para qualidade e
integridade por Bioanalyzer (Agilent Technologies). Ap6s aprovadas nestes testes, foram
construidas 6 bibliotecas, uma para cada amostra de RNA total utilizando-se o kit TruSeq

RNA Sample Prep (lllumina), e estas foram sequenciadas a partir de cada extremidade

(paired-end read).

Ovo

Instar 1

Figura 4 — Prancha de fotos das diferentes fases de desenvolvimento de T. Absoluta, a escala das fotos mostra a
medida de 1mm

3.6.2 Analises de bioinformatica do RNA-seq
3.6.2.1 Montagem de transcritoma de referéncia a partir dos dados de sequenciamento
RNAseq

Devido a indisponibilidade de genoma de referéncia para analisar os dados de RNA-
seq de T. absoluta, foi utilizada estratégia de montagem de novo do transcritoma.
Primeiramente os dados gerados pelo sequenciamento foram analisados utilizando-se o
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software CLC Genomics Workbench (CLC Bio; Aarhus, Dinamarca). Os arquivos FASTQ
oriundos do sequenciamento, foram limpos (trimmed) para extracdo das sequéncias dos
adaptadores e para exclusdo de sequéncias com baixa qualidade. A seguir, 0s seis arquivos,
referente a cada biblioteca/fase de desenvolvimento, foram submetidos a alinhamento (de
novo assembly) para geracdo do transcritoma do inseto. Cada arquivo foi comparado com
alinhamento gerado para estimacao da expressao génica.

Numa segunda abordagem conduzida pelo Dr. Roberto Herai, Embrapa Informatica,
foi realizado um novo de novo assembly. As bibliotecas sequenciadas foram analisadas
empregando o NGS QC Toolkit (PATEL; JAIN, 2012) para verificar a qualidade dos reads,
bem como a presenca de artefatos oriundos do sequenciamento ou da preparacdo das
amostras, como adaptadores e sequéncias de baixa qualidade. A partir disso, foi aplicada uma
ferramenta disponivel em Grabherr et al. (2011), na qual se reduz a cobertura do
sequenciamento das regides com alta densidade de fragmentos para 30X. Isso permite
otimizar o desempenho computacional da montagem do transcritoma. Tais dados foram entdo
analisados com a ferramenta de montagem de transcritoma de novo Trinity (GRABHERR et
al., 2011). A ferramenta foi configurada para permitir a montagem de fragmentos maiores
com sobreposicdo variando entre 35 e 55 pb, para que ao final sejam relatados apenas 0s
contigs com pelo menos 300 pb. O transcritoma gerado foi utilizado como referéncia na
andlise de expressao génica de T. absoluta. Ap6s montagem do transcritoma e obtencdo da
lista de contigs, foi conduzida a anotacdo dos contigs por analise de ontologia génica (GO)
empregando-se o programa Blast2Go (CONESA et al., 2005).

3.6.2.2 Anélise de expressdo génica diferencial

Os dados de sequenciamento das bibliotecas foram entdo alinhados contra o
transcritoma de referéncia criado. Para esta etapa, o filtro que reduz a cobertura do
sequenciamento ndo foi utilizado, pois a densidade interfere na variacdo de expressdo génica
dos transcritos. O alinhamento das bibliotecas foi realizado com a ferramenta Bowtie2
(LANGMEAD et al., 2009). Apds a etapa de alinhamento das bibliotecas de reads filtrados,
foram obtidos os valores de read counts, que representam o nimero de reads que foram
mapeados em cada um dos genes. Essa metodologia se baseia na distribuicdo binomial
negativa, aplicada para calcular a variagdo da expressdo de um transcrito entre distintas
amostras, e também a significancia estatistica da variagdo de expressdo. Para controlar a
ocorréncia de eventos com variacdo de expressdo que sejam possivelmente falsos positivos,
foi aplicado o teste estatistico FDR (False Discovery Rate; BENJAMINI; HOCHBERG,
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1995) sobre a significancia estatistica correspondente a variacdo de expressdo génica entre as
amostras. Tais andlises foram realizadas no pacote DESeq
(http://www.bioconductor.org/packages/2.6/bioc/html/DESeq.html) do ambiente estatistico R.
Foram comparados os valores de expressdo entre fases distintas, nos quais foram considerados
genes diferencialmente expressos aqueles com variacdo de expressao superior a dois (fold-
change) entre amostras, com significancia estatistica (p value) menor que 0,05%. A partir
desta analise foi possivel obter lista dos genes que sdo diferencialmente expressos e
constitutivos em cada evento de alteracdo da fase de desenvolvimento de Tuta absoluta. Para
obter uma descrigéo funcional de cada transcrito diferencialmente expresso entre as amostras
avaliadas foi feito o uso da ferramenta Blast2GO (CONESA et al., 2005).

A relacdo guantitativa dos genes diferencialmente expressos entre as distintas fases foi
representada em diagramas de Venn (OLIVEROS, 2007). Nesses diagramas, 0S genes
diferencialmente expressos de todas as fases de desenvolvimento foram comparados entre si

para assim identificar aqueles que sdo comuns ou exclusivos de cada fase.

3.6.2.3 Agrupamento (clustering) das amostras

As Dbibliotecas de sequenciamento filtradas e alinhadas contra o transcritoma de
referéncia criado foram agrupadas (clustered) para que fossem obtidos dendrograma e
HeatMap. Para tal, os valores de expressdo génica ja normalizados para cada transcrito de
uma determinada amostra foram comparados com todas as outras amostras, gerando assim
uma matriz de distancias Euclidianas, com cada par de linha e coluna correspondendo a uma
determinada distancia entre duas amostras distintas. Para a criagdo do dendrograma, a matriz
de distancias foi analisada, e as amostras com perfil de expressdo mais similares entre si
foram agrupadas de acordo com o single linkage method. Além do dendrograma, foi criado
também um gréfico do tipo HeatMap, que transforma em cores os valores normalizados da
matriz de distancias. As cores podem variar de branco (maior diferenca entre as amostras)

para vermelho (amostras idénticas).

3.6.3 Validacgédo da expresséo diferencial entre fases de desenvolvimento (bibliotecas)
Foram selecionados 23 genes diferencialmente expressos para conducdo da validacao
bioldgica dos dados observados pelas analises de bioinformatica (22 montagem descrita
acima). A validagdo foi conduzida por andlise de amplificacdo quantitativa de transcritos
reversos (RT-gPCR). Iniciadores especificos para 22 contigs foram desenhados (Tabela 5).

As amostras analisadas derivaram de RNA total obtido de trés amostras bioldgicas de cada
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fase de desenvolvimento (ovo; 1° 2° 3° 4° instar; e adulto) (Figura 4) e os respectivos

cDNAs foram sintetizados conforme descrito no item 3.3.3.

Tabela 5 - ID dos contigs, sequéncia dos oligo iniciadores (primers) e tamanho do produto de amplificacdo dos

gene escolhidos para validacdo do RNA-seq

Contig Foward Reverse Amplicon
2406 GACCAAGGACGGCAAGTTCA GTAGTTCCAGGCGGTTTGCT 139
66381 TTCTGCCTATGCGGGAGGAG GACGACGAGTGCCGATCTTG 119
10806 GAATCCAACTGCGGAAAG TTGTCACCTCCGTTGTTT 161
11301 TGAGAGTGAGAGCGACAGTA GCCACAAACGGAGAACTTTC 189
12524 CGTACTCGTATCTCATCATATCAC CGTTCACTAGTTGCGACTC 114
12828 TCTCCATCATCTTGAACTGT AGAAGGAATGCCAGGAAT 174
13135 GCATAGGTCTGCATCGCTGATAA CGAACGTGCTCGGTCCAA 119
16411 GCTGTGGGAGCATGTGGTT GTCAACCTGGCTTTCTCTTTGG 171
16428 GTTGAAGACGGTGTTGGGGG GAAGGCACCGAATGGCAAGA 147
17745 TCGGAGCGCATCTTGGAAAC CACCAAAGATAGGGCCAGCG 180
20172 TGGCAAGGGAATGAATGGAG TTGGCTCTGGCTGTTTGGTT 133
21584 GCACGCATTTGTTCGCTCTG GAGATGCGAGTCCCTTTGCC 137
23824 ACGGTGCTGGCAAGGTGT CCACTGCTTGAGGGTCTTCC 185
26572 GCCATAATTCAAAGTGGACCGAT GGTCGCTGTTTCTACAACTTGAA 174
36206 CCATTCAAGTTGCAGAGA GGTAGGGAGAATTGTTGTT 105
36279 TCCTCACTGTCCCGTCCAAG GAAGAGAACCAACCACCAGCA 101
38086 ACAACCGGCACAACAATCCA CCCGTTTTCCCAAGGGGATG 189
50455 CGCACAGACATTCGGAGCTT AATGGCAGCGAAGGTTCTGG 111
55173 GGTCGTCGTAACAATACCAGCA GCGAACAAGGGCACCATC 141
58512 GGGCATGTGGAACGAGTACG GAGGAGCAGACCTGGGTGAA 141
75835 TTGTCGGATTCAAGACGATTCTC CGTGCGTTTGTCTGGAAGT 128
77615 CAGAACGCTGAAGGAGTC CACCTTCTACAACGCCAAC 100
81147 CCTACTCCGCTTACCGTCAA ACTCTCAAGAAGAAGACTCCACTT 165

As reacOes de amplificacdo quantitativa de transcritos reversos foi realizada como

descrito no item 3.4.4 e as andlises dos dados gerados foram realizadas com auxilio do
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software REST (Relative Expression Software Tool; PFAFFL; HORGAN; DEMPFLE, 2002).
As anélises de eficiéncia de reacdo (E) foram realizadas como descrito no item 3.4.4 e séo

mostradas no Anexo B.

3.7 Novos genes alvos de silenciamento a partir do transcritoma gerado

3.7.1 Escolha dos novos alvos

A partir das analises dos dados gerados pelo RNA-seq, chegou-se a uma lista de
contigs altamente expressos nos primeiros estadios larvais de T. absoluta a partir da primeira
montagem. Desta lista, foram escolhidos 11 contigs que apresentaram similaridade com
proteinas ja descritas na literatura e possivelmente representam alvos com potencial de
controle via silenciamento. Foram desenhados primers para amplificacdo destes contigs/genes
(tabela 6) contendo as bordas de recombinagéo para o vetor de transformacéao (attR1 e attR2)
de plantas.

Tabela 6 — Descricdo dos iniciadores (primers) utilizados para amplificacdo dos fragmentos dos genes-alvo com
bordas attL1 e attL2 (sublinhadas nos primers F e R). Estdo listados os Ids dos contigs, as sequéncias
dos primers e o tamanho do amplicon em pares de bases (pb)

ID Amplicon

Contig Sequéncia (5’ - 3°) (pb)
77 F: GGGGCCAACTTTGTACAAAAAAGCAGGCTGGCAAGTGCTTTTTGAGACC 439
R: GGGGCCAACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTAATTGTTGAAGGTGGCCAAG

592 F: GGGGCCAACTTTGTACAAAAAAGCAGGCTAGTTCGCGCTTTTGTATGCT 474
R: GGGGCCAACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTGTTGGCCAGTTCCATCAGTT

1360 F: GGGGCCAACTTTGTACAAAAAAGCAGGCTGACCCTGTCTCGTGCTAACG 498
R: GGGGCCAACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTATCACCGCAAATGAAACACA

2132 F: GGGGCCAACTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCTCATTGGTGGTGGTCTCA 500
R: GGGGCCAACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTTCGAAGCAGCTGGAGTG

2308 F: GGGGCCAACTTTGTACAAAAAAGCAGGCTGTTCGTCTTCGTATTTCTTGG 253

: GGGGCCAACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTAACAACAAGCGCCTGCTGGG

2352 F: GGGGCCAACTTTGTACAAAAAAGCAGGCTGATCGGTTTTGCGTCGTATC 415

: GGGGCCAACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTTACCTCCATCAGGGGTCAG

R
F: GGGGCCAACTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTTGCTTCTCGTTTCCTTCGT

R: GGGGCCAACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTACGTTACCCTCGCATTCAAC
F: GGGGCCAACTTTGTACAAAAAAGCAGGCTGTTCATCGGGTCGATTGATT
R: GGGGCCAACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTGCATCGCAGCACTACTTTGA
F
R
F
R

Py

2594 465

2779 467

: GGGGCCAACTTTGTACAAAAAAGCAGGCTGCCCTCCACTACCACAGCTA
: GGGGCCAACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCAGCGCGATCTAGCAAAGTA
: GGGGCCAACTTTGTACAAAAAAGCAGGCTAATTCAGACGGGTCCACTTG
: GGGGCCAACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTACACGGTGATCTGTCACCAA

4623 416

9589 468
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3.7.2 Clonagem dos novos genes candidatos

Os novos genes alvos identificados a partir do transcritoma de T. absoluta foram
amplificados utilizando-se pares de primers especificos contendo sequéncias de recombinacéo
(Tabela 6). As reacfes de amplificacdo continham cerca de 40 ng de cDNA; 3 mM MgCly;
100 mM de cada dNTP; 1,5 U de Tag DNA polimerase em tampéo adequado; e 0,2 uM de
cada primer (Tabela 6), num volume de final de 20 pL. A amplificagdo foi conduzida em
termociclador Veriti (Applied Biosystems) empregando as seguintes condicdes térmicas: 95°
C por 2 min, seguido de 35 ciclos de 95° C por 30 s, 45-60° C (dependendo do contig) por 1
min e 72° C por 1 min, finalizando a 72° C por 5 min. Em seguida as amplificacdes foram
analisadas por eletroforese em gel de 1% agarose. Os procedimentos subsequentes de
purificacdo da banda do gel, clonagem em vetor pGEM-T easy, andlises de digestdo e

sequenciamento foram realizadas de acordo com o item 3.3.5.

3.8 Ensaios de RNAI

Foram conduzidos ensaios de RNAI para 0os novos genes alvos selecionados de uma
maneira similar ao descrito no item 3.4.2. Para efeito de comparacdo, neste novo ensaio
também foram utilizados os 3 genes previamente clonados e descritos anteriormente (ATPase,
AK e EcR). Foliolos de tomateiro ‘Santa-Clara’ foram colocados em recipiente para absor¢ao
de cerca de 10 pg de dsRNA de cada gene alvo mais o gene controle GFP em solugéo aquosa,
e a seqguir, cerca de 50 lagartas recém eclodidas de T. absoluta foram colocadas para se
alimentar em cada foliolo, neste ensaio foram testados 5 novos genes, 0s 3 genes descritos
anteriormente mais o gene controle GFP, em triplicata bioldgica. Apos 5 dias de imposic¢éo do
tratamento, 30 lagartas foram retiradas dos foliolos e pesadas em balanca de precisdo; 0 RNA
total destas lagartas foi extraido para analise de expressdo dos genes alvos de silenciamento.
Os procedimentos de extracdo de RNA, sintese de cDNA e qPCR foram feitos da mesma

forma como descrito no item 3.4.3 e 3.4.4.



54



55

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Escolha inicial de genes alvos para o silenciamento em T. Absoluta

Os receptores de Ecdisona (EcR) pertencem a superfamilia de proteinas de receptores
de horménios esterdides, importante familia de reguladores da transcricdo envolvidos em
diversos processos fisiolégicos como controle do desenvolvimento embrionario, diferenciacédo
celular e homeostase (SCHWABE; TEICHMANN, 2004). Em Drosophila o horménio
esteroide ecdisona desencadeia a metamorfose de larvas para adultos, em reposta a este
horménio o receptor se liga a0 DNA com alta especificidade regulando a expressao de
diversos genes (KOELLE et al., 1991). O gene EcR foi selecionado como candidato a alvo de
silenciamento pelo critério essencialidade, baseado no seu papel decisivo durante o processo
de ecdise em Drosophila onde larvas nocauteadas para EcCR cessam o desenvolvimento
durante os trés primeiros estadios larvais (LI; BENDER, 2000). Como genes alvo candidatos,
considerados como controle positivo, os genes codificantes da subunidade A da ATPase
vacuolar (V-ATPase A) e da enzima Arginina Kinase também foram inicialmente
selecionados. A bomba H*ATPase do tipo vacuolar ¢ uma das enzimas mais fundamentais da
natureza, estando presente em quase todas as células eucariéticas, e é responsavel por
energizar uma grande variedade de organelas e membranas (NELSON et al., 2000). Ja a
enzima Arginina kinase pertence a familia de proteinas chamadas de 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 selecdo destes genes como alvos para este estudo, foi devido
a resultados importantes obtidos acerca de RNAI previamente descritos, como por exemplo no
controle de coledpteros em milho transgénico expressando o dsRNA da ATPase (BAUM et
al., 2007), e por meio de dieta artificial com dsRNA da AK (ZHAO et al., 2008).

Devido a auséncia destas sequéncias génicas para T. absoluta, primers degenerados
foram desenhados para os trés genes (Tabela 1) baseados em sequéncias ortélogas obtidas de
outros insetos de forma a permitir a amplificacdo e clonagem dos homologos de Tuta

absoluta.

4.2 Clonagem dos genes alvos
Foi obtido RNA total derivado de uma mistura de amostras de T. absoluta dos quatro
estadios larvais mais o estagio de pupa. A amplificacdo dos cDNAs correspondentes aos
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genes alvos para clonagem foi realizada empregando Nested PCR (Figura 5). De cada
amplificagcdo foram obtidos de 1 a 4 fragmentos, mas com predominancia em intensidade de
uma banda para cada um dos genes-alvo. Baseado em estimativa visual, o fragmento do gene
EcR apresentou tamanho de cerca de 500 pb; Arginina kinase, cerca de 300 pb (Figura 5) e
ATPase, cerca de 500 pb. Os fragmentos de interesse foram entdo recortados, purificados e
clonados em vetor pGEM-T Easy. Foram selecionadas oito col6nias brancas de cada
transformacéo para analise. Os plasmideos recombinantes foram extraidos por lise alcalina e
digeridos com EcoRI para confirmar a presenca e o tamanho correto dos insertos liberados
pela digestdo correspondente aos fragmentos amplificados e clonados. Ap6s a confirmacéao da
presenca do inserto, a identidade dos clones foi confirmada por sequenciamento, empregando
trés clones de cada transformacéo.

De acordo com as sequéncias obtidas, os fragmentos dos genes clonados apresentavam
0 tamanho de 455 pb para EcR; 262 pb para Arginina Kinase; e 477 pb para ATPase. A
cobertura da sequéncia clonada de acordo com as sequéncias codantes completas (CDS) do
lepidoptera Bombyx mori foi de cerca de 17% para ECR (CDS de 2720 pb, nimero de acesso
Genbank NM_001043866.1), cerca de 21 % para AK (CDS de 1270pb, nimero de acesso
Genbank NM_001043937.1) e cerca de 21% para ATPase (CDS de 2265 pb, nimero de
acesso Genbank EF114391.1). As sequéncias foram entdo traduzidas e alinhadas com
sequéncias ortdlogas utilizando o programa ClustalW2 para confirmacdo de identidade. O
alinhamento das sequéncias deduzidas em aminoacidos dos genes EcR, Arginina Kinase e

ATPase estdo demonstrados na Figura 6.

M 1 2 3 4

500 p
250 p!

Figura 5 — Produtos de amplificagdo das reaces de RT-PCR dos cDNAs dos genes Receptor de Ecdisona — EcR
(~500 pb) (1) Arginina Kinase — AK (~300 pb) (2) e ATPase (~500) (3). Marcador de 1 Kb (M) e
controle negativo (4) também sdo mostrados
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Receptor de Ecdisona

Bicyclus anynana CAB63236.1 = = ========--= CEMDMYMRRKCQECRLKKCLAVG-MRPECVVPENQCAIKRKEKKAQREK
Spodoptera frugiperda AAM54494.1 NAVYICKFGHACEMDMYMRRKCQECRLKKCLAVG-MRPECVVPENQCAMKRKEKKAQREK
Helicoverpa armigera ACD74807.1  NAVYICKFGHACEMDMYMRRKCQECRLKKCLAVG-MRPECVVPENQCAMKRKEKKAQREK

Bombyx mori NP_001166846.1 NAVYICKFGHACEMDMYMRRKCQECRLKKCLAVG-MRPECVIQEPSKNKDRQR-QKKDKG

Danaus plexippus gb|EH)66465.1 NAVYICKFGHACEMDMYMRRKCQECRLKKCLAVG-MRPECVVPENQCAIKRKEKKAQREK
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Arginina Kinase

Helicoverpa armigera gb|ADO2365 TEAQYKEMEEKVSSTLSGLEGELKGTFYPLTGMSKETQQQLIDDHFLFKEGDRFLQ
Heliothis viresceéns ADE27964.1 TEAQYKEMEEKVSTTLSGLEGELKGTFYPLTGMSKETQQQL IDDHFLFKEGDRFLQ

Spodoptera Titura ADW94627.1 TEAQYKEMEEKVASTLSGLEGELKGTFYPLTGMSKETQQQLIDDHFLFKEGDRFLQ
Bombyx mori NP_001037402.1 TESQYKEMEDKVSGTLSSLEGELKGTFYPLTGMSKETQQQLIDDHFLFKEGDRFLQ
Tribolium castaneum XP_971800.2 TEEQYKEMEQKVSSTLSGLEGELKGTFYPLTGMSKEVQQKLIDDHFLFKEGDRFLQ
Tuta absoluta -EAQYKEMEDKVSSTLSGLEGELKGTFYPLTGMSKETQQQLIDDHFLFKEGDRFLQ
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"-ATPase subunidade A
manduca sexta AY923835.1 DMATIQVYEETSGVTVGDPVLRTGKPLSVELGPGILGSIFDGIQRPLKDINELTQSIYIP
sombyx mori NP_001091829.1 DMATIQVYEETSGVTVGOPVLRTGKPLSVELGPGILGSIFDGIQRPLKDINELTQSIYIP
Aedes ae?ypti XP_001659520.1 DMATIQVYEETSGVTVGOPVLRTGKPLSVELGPGIMGSIFDGIQRPLKDINELTSSIYIP
prosophila rlelonogaster AAAGL1760.1 DMATIQVYEETSGVTVGDPVLRTGKPLSVELGPGIMGSIFDGIQRPLKDINELTESIYIP
Tribolium castaneum XP_976188.1 EMATIQVYEETSGVTVGOPVLRTGKPLSVELGPGIMGSIFDGIQRPLKDINELTQSIYIP
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Figura 6 - Alinhamento das sequéncias de aminoécidos deduzidas dos fragmentos génicos clonados dos genes
alvos de Tuta absoluta com sequéncias protéicas de outros insetos (espécie e GenBank ID mostrado
no alinhamento)

4.3 Producéo de dsRNA in vitro

A partir das sequéncias moldes flanqueadas por sitios T7, foi realizada a sintese do
dsRNA para os trés genes alvo, ATPase (477 pb), ECR (455 pb), AK (262 pb) e GFP (276 pb)
empregado como controle negativo. A qualidade das amostras de dsRNA foi verificada por

eletroforese (Figura 7).
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Figura 7 — Amostras de dsRNA, canaletas 1, 2 e 3 contém os dsRNA dos fragmentos dos genes Receptor de
Ecdisona, ATPase e Arginina Kinase respectivamente, analisados em gel de agarose 1,5%
desnaturante

4.4 Avaliacéo do silenciamento génico por dsRNA em Tuta absoluta fornecido por dieta

Foram realizados dois ensaios de absorcdo de dsRNA para cada um dos trés genes
alvos propostos e 0 gene controle negativo GFP, cada um com duas réplicas biologicas. As
lagartas de 1° instar de T. absoluta foram colocadas para se alimentar em folhas que
absorveram 200 pL de solugdo contendo dsRNA na concentracdo de 25 ng pL™, em um total
de 5 pg absorvidos. As lagartas foram coletadas 24 h, 48 h e 72 h ap6s a imposicdo dos
tratamentos e utilizadas para extracdo de RNA e sintese de cDNA. Os dados das analises da
expressdo dos genes-alvo das lagartas por RT-gPCR revelou que, quando alimentadas com
folhas contendo dsRNA de fragmentos dos genes ATPase e EcR, houve uma redugéo
significativa no acimulo dos respectivos transcritos, progressivamente no tempo, em relacédo
ao grupo controle, cujas lagartas se alimentaram de folhas do tomateiro que absorveram
dsRNA de GFP (Figura8). Este silenciamento foi mais evidente no 1° ensaio para ambos os
genes, que com 72 h de tratamento alcancou cerca de 20% da expressdao em relacdo ao
controle.

Ja para o segundo ensaio observou-se um silenciamento que chegou a 50% para
ATPase e para 0 gene EcR, ndo houve diferenga de expressdo com 72 h, porém observou-se
uma tendéncia de silenciamento ja que com 24 h os ensaios mostravam o gene ECR trés vezes

mais expresso que no grupo controle (Figura 8).
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Em relagdo ao o gene AK, em ambos os ensaios ndo foi constatado um silenciamento

génico ou um padrdo de silenciamento por isto ndo esta sendo representado.
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Figura 8 - Expressdo relativa dos genes de lagartas de Tuta absoluta ap6s alimentacdo em folhas de tomateiro
que absorveram solugdo de dsRNA de dois genes, amostradas aos 24, 48 e 72 h ap6s a imposicéo dos
tratamentos em relacdo ao controle contendo dsRNA de GFP. Foram conduzidos dois ensaios
independentes para ATPase (A) e EcR (B), com uma réplica boldgica e as barras de erro mostram o
desvio padréo entre as réplicas. Amostras foram normalizadas com o gene Rpl5

Também foram desenvolvidos ensaios de silenciamento génico a partir da infiltracao
de folhas de tomateiro com suspensdo de Agrobacterium contendo fragmento do gene alvo
clonado de forma repetida e inversa (hairpin). Nesta abordagem, o fragmento clonado possui
fragmentos inversamente complementares do gene alvo, que formardo moléculas dsRNA do
gene alvo uma vez transcritas. Inicialmente, foi realizado um ensaio para demonstrar que
folhas de tomateiro ‘Santa Clara’ seriam capazes de expressarem transientemente constru¢des
de Agrobacterium contendo gene reporter, realizando-se infiltragio com eGFP
(agroinfiltragdo). Este ensaio foi avaliado por meio da visualizacdo de diversos pontos
luminosos sob microscopio de fluorescéncia (Figura 9A). Em seguida, a técnica de
silenciamento génico pela abordagem de agroinfiltracdo foi testada a partir da co-infiltracdo

das folhas com agrobactéria contendo GFPi, uma construcdo enderegada para o silenciamento
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génico de GFP por expressar um fragmento composto pelas duas metades inversamente
complementares deste gene repOrter. Este teste resultou em uma drastica inibicdo da
fluorescéncia de GFP (Figura 9B). Esse ensaio infiltracdo e co-infiltracdo de tomateiro
indicou a viabilidade dessa abordagem para ensaio de silenciamento génico por meio da
expressao transiente de versdes hairpin dos genes alvo como uma alternativa ao ensaio de

silenciamento por dieta pela absor¢do de dsRNA.

)
Infiltragao ‘

Agro-eGFP ‘

—

Co-infiltragao
Agro-eGFP +
Agro-GFPi

Figura 9 - Experimento de agroinfiltracdo com as bactérias eGFP e GFPi. Diagrama indicativo do experimento,
seguida de microfotografia de fluorescéncia com aumento de 100X, indicando diversos pontos
fluorescentes (A) devido a infiltragdo com a bactéria eGFP, e (B) redugdo nos pontos fluorescentes
devido ao silenciamento pela co-infiltragdo com a bactéria GFPi
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Estes ensaios de agroinfiltracdo foram entdo realizados para os genes ATPase e AK,
para 0 gene EcR ndo foi possivel a obtencdo do vetor de transformacdo de plantas, portanto
ndo foi conduzido este experimento.

As andlises da expressdo génica por RT-gPCR das lagartas revelou que, quando
alimentadas por folhas agroinfiltradas com as versdes hairpin de ambos 0s genes ATPase e
AK; as lagartas apresentaram reducéo significativa dos respectivos transcritos, em relacdo ao
grupo controle, cujas lagartas se alimentaram de folhas do tomateiro com expressao transiente
de GFPi (Figura 10). Para o gene ATPase 0s ensaios foram bastante similares, apresentando
uma reducgéo génica progressiva no tempo (com excecdo da amostra de 48h no ensaio 1, que
apresentou uma grande variacdo entre as réplicas), que chegou a cerca 20% da expressao em
relacdo ao controle, interessantemente um valor muito parecido ao obtido para o ensaio 1 do
experimento de absorcdo de dsRNA descrito anteriormente. Ja 0s ensaios para 0 gene AK,
apesar de uma oscilacdo na quantidade de transcritos nos periodos de 24 e 48 h, ambos
apresentaram uma reducdo dos transcritos no periodo de 72 h que chegou a cerca de 60% e

80%, nos ensaios 1 e 2 respectivamente, em relacao ao controle.
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Figura 10 - Expressdo relativa dos genes de lagartas de Tuta absoluta apds alimentacdo em folhas de tomateiro
infiltradas com Agrobacterium contendo vetor expressando siRNA de dois genes, amostradas aos
24, 48 e 72 h ap6s a imposicdo dos tratamentos em relacdo ao controle contendo dsRNA de GFP.
Foram conduzidos dois ensaios independentes para ATPase (A) e AK (B), com uma réplica
biolégica, a barra de erros mostra o desvio padrdo entre as amostras. As amostras forma
normalizadas com o gene Rpl5



62

Com o intuito de avaliar o efeito do silenciamento génico de dsSRNAs no ciclo de vida
da T. absoluta, foram realizados ensaios onde as lagartas foram alimentadas em folhas que
absorveram dsRNA dos genes alvo em solucdo aquosa, sendo realizada analise visual do
inseto durante o seu desenvolvimento. No primeiro ensaio, 20 lagartas recém eclodidas (1°
instar) foram colocadas por tratamento em folhas de tomateiro que absorveram dsRNA dos
respectivos genes alvos (Figura 11). Pela contagem do numero de lagartas 11 dias apos
imposicdo dos tratamentos foi possivel observar maior letalidade das lagartas sob o
tratamento de dsRNA, com o total de lagartas igual a 11 (45% de mortalidade) para AK, 14
(30% de mortalidade) para EcR e 9 (55% de mortalidade) para ATPase em comparacdo ao
controle GFP com 16 lagartas (20% de mortalidade).

Através da avaliacdo visual das lagartas sobreviventes, pode-se observar um retardo
no desenvolvimento em todos os tratamentos de RNAI, pois engquanto no controle todas as
lagartas se encontram em 4° instar, nos tratamentos de RNAi observam-se lagartas menores,
provavelmente de 3° instar, sendo que no tratamento com o dsRNA do gene EcR observa-se
que ndo ha nenhuma lagarta de 4° instar (Figura 11A). Estas lagartas ainda foram observadas
ao longo da metamorfose e a contagem de pupas mostrou maior mortalidade nos tratamentos
em relagdo ao controle (Figura 11A e B), assim como durante a emergéncia dos adultos de
seus casulos (Figura 11B).



63

GFP

AK

EcR

ATPas

Figura 11 - llustracBes de exemplares de Tuta absoluta obtidas em experimento de absor¢do de dsRNA.
Lagartas retiradas das folhas ap6s 11 dias de alimentacdo com o dsRNA dos genes GFP, AK, EcR
e ATPase seguidas das respectivas pupas que se formaram (A). Fotos de fendtipos deletérios
observados neste experimento provavelmente devido ao tratamento com dsRNA (B)

Num segundo ensaio, cinco lagartas foram colocadas para se alimentar em foliolos que
absorveram quantidades crescentes de dsRNA para cada um dos trés genes alvo, avaliando-se
o nivel de dano nos foliolos diariamente por até 11 dias (Figura 12). Pode ser observado um

expressivo efeito do tratamento com dsRNA dos trés genes alvo, com reducdo do dano dos
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foliolos tratados em relacdo ao grupo controle (Figura 12). De um modo geral, o efeito da
protecdo foi dose-dependente, mas alguns dos genes testados ja apresentaram um efeito
evidente mesmo em doses mais baixas, como por exemplo no ensaio 2 dos genes ATPase e
EcR. (Figura 12).

Dia 1 Dia 11
1
AK
AK &
ATPase g res m
GFP GFP M
500 1000 5000 500 1000 A 5000 500 1000 5000 500 1000 5000

Figura 12 - Foliolos com as lagartas se alimentando, no 1° e 11° dia apds absorcio de crescentes concentracdes
(500, 1000 e 5000 ng) de dsRNA dos genes-alvo e o gene controle GFP. Apos 11 dias de
alimentacdo observa-se menos danos aos foliolos que receberam dsRNA dos genes-alvo em
comparagdo com GFP

45 Construcdo de vetores para a producdo de plantas transgénicas expressando
produtos de silenciamento em T. absoluta

Com o intuito de produzir vetores de expressdo capazes de expressar versdes hairpin
dos genes alvos em plantas do tomateiro, primers especificos para 0s genes-alvo foram
desenhados de forma a produzir fragmentos amplificados (amplicons) flanqueados pelas
sequéncias attL1 e attL2 (Tabela 3), que, uma vez clonados no vetor pPGEM-T, possibilitam a
recombinacio direta com o vetor binario pK7GWIWG2(l) (KARIMI; INZE; DEPICKER,
2002). Os produtos de amplificagdo foram analisados por eletroforese em gel indicando que
foram obtidos fragmentos com tamanho esperado para 0s genes incluindo as sequencias de

recombinacao.
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Estes fragmentos foram entdo purificados, quantificados e utilizados nas reacdes de
recombinacdo com o vetor pK7GWIWG2(l). O produto das reacdes foi utilizado para a
transformacéo de bactérias E. coli e, ap6s o crescimento em placas contendo meio seletivo, as
colobnias selecionadas foram utilizadas para a extracdo de DNA plasmidial para validacdo da
insercdo dos fragmentos génicos no sentido correto. Para tal, DNA plasmidial de todas as
clonagens foram digeridos com enzima de corte Unico. Aquelas amostras que apresentaram
tamanho correto apos esta digestdo foram digeridas com até trés enzimas distintas de forma a
definir o sentido correto de insercao dos fragmentos, comparando com padrdes obtidos para
plasmideo ndo transformado. Como exemplo, a Figura 13 ilustra as digestdes do clone
contendo o gene AK no sentido correto. Os clones positivos para o inserto com a diregédo
correta foram também confirmados por amplificacdo empregando os iniciadores utilizados
para clonagem e por sequenciamento (ndo mostrado). Dentre os genes avaliados, ndo foi

possivel obter clone para o gene ECR corretamente recombinado

1 2 1 2 1 2 1 2 L
Bam HI Xba I Xho I Xbal+Xhol

Figura 13 — Produtos das reac6es de digestdo do vetor pK7GWIWG?2 antes (1) e depois (2) da insercdo do gene
AK, com trés enzimas de restricdo (BamHI, Xbal, Xhol) e a dupla digestdo (Xbal e Xhol) . L: ladder
de 1 Kb em gel de agarose 0,7%
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4.6 Producéo de tomateiro transgénico

A partir da clonagem dos fragmentos para os genes ATPase (477 pb) e Arginina
Kinase (260 pb) em pK7GWIWG2(I) foram realizados 4 experimentos de transformacéo
genética da cultivar ‘Micro-Tom” e os resultados de eficiéncia de transformagdo estdo
sumarizados na tabela 7. O primeiro experimento ndo produziu plantas regenerantes, assim
como o segundo experimento para o gene AK, pois todas as placas com os explantes foram

perdidas por proliferacdo de agrobactéria.

Tabela 7 - Sumario dos resultados dos quatro experimentos de transformagao realizados

Experimentos N° de N° de N° de N° de % Eficiéncia % Eficiéncia
de explantes explantes regenerantesa regenerantes a de de
transformacéo inicial iniciais partir da partir da transformacdo transformacéo

genética transformados  transformados transformacdo transformacéo com AK com ATPase
com AK com ATPase AK ATPAse
1 360 300 0 0 0,0% 0,0%
2 400 400 0 18 0,0% 4,5%
3 500 280 32 53 6,4% 18,9%
4 400 400 14 44 3,5% 11,0%
Total de
plantas 46 115
regenerantes

Os valores de eficiéncia de transformacao obtidos nestes experimentos variaram entre
3% e 19%, abaixo dos descritos previamente que variaram de 20% até 56% (PINO et al.,
2010). Outro fato que se pode destacar é o tempo total observado, desde a transformacéo até a
obtencéo de sementes Ty, N0S NOSS0S ensaios este tempo foi de cerca de 100 dias (Figura 14),

enquanto os dados na literatura mostram 65 dias (PINO et al., 2010).
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5 58 Semanas 4 a 5 semanas 7 a 8 semanas 9 a 10 semanas

16 semanas

11 a 12 semanas

Figura 14 — Prancha de fotos com todas as etapas e a duracéo de cada uma delas, a partir da transformacéo até a
obtencdo de sementes TO

As plantas regenerantes foram aclimatadas e a seguir foram testadas para confirmacéo
preliminar da transformacéo por amplificacdo do cassete inserido com os genes ATPase e AK
(Figura 15 e 16). Quando duas ou mais plantas se originam de um mesmo explante, elas
podem ser oriundas do mesmo evento de transformacéo, e portanto foram designadas com o
mesmo numeral seguido de um segundo numeral para serem diferenciadas entre elas.

Dos experimentos de transformagdo com o gene ATPase, um total de 13 plantas, de
provavelmente 11 eventos de transformacdo foram analisadas, sendo que 8 delas
apresentaram amplificagdo do fragmento de DNA inserido com tamanho correto esperado,
demonstrando ser presumivelmente transgénicas. J& para os experimentos de transformacao
com o gene AK, um total de 9 plantas de 6 eventos foram analisadas e todas elas
apresentaram amplificacdo do fragmento inserido com tamanho correto esperado.

Este numero de plantas avaliadas € menor que o total de regenerantes observado, pois

diversas delas ainda se encontravam em estado inicial de regeneragdo in vitro, e portanto
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ainda ndo foram avaliadas. Também contribui para esse nimero menor as perdas de plantas

que ocorrem naturalmente por contaminagao ou no processo de aclimatizacao.

Figura 15 —Produtos de amplificacdo do DNA gendmico das plantas regenerantes transformadas com o gene
ATPase separados por eletroforese em gel de agarose 1%. Os nimeros das canaletas designam cada
uma das plantas, as que posuem o mesmo 1° niimero podem pertencer ao mesmo evento de
transformacdo. WT DNA da planta selvagem e M marcador molecular de 1 Kb

M- T 2 2 R 2 2 3 e S WA 6 WT C+ C- M

Figure 16 — Produtos de amplificacdo do DNA gendmico das plantas regenerantes transformadas com o gene AK
separados por eletroforese em gel de agarose 1%. Os nimeros das canaletas designam cada uma das
plantas as quais foram originados o0 DNA, as que posuem o mesmo nimero foram originadas do
mesmo explante e portanto podem pertencer ao mesmo evento de transformacdo. WT DNA da
planta selvagem, C+ controle positivo (vetor de transformagéo), C- controle negativo e M marcador
molecular de 1 Kb e 100 pb respectivamente
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As plantas transgénicas PCR positivas, de um total de 8 para o gene ATPase e de 9
para o gene AK, foram verificadas quanto a presencga do transcrito relativo a expressao do
transgene via RT-PCR primer especifico (Figura 17 e 18). Esta analise mostrou a presenca do
transcrito oriundos da expressao do transgene em todas as 8 plantas testadas para o gene
ATPase e em 6 plantas testadas para o gene AK (2.1, 2.2, 2.3, 3, 5 e 6) (Figural7 e 18). Esta

andlise mostra que além se serem transgénicas as plantas estdo expressando o gene inserido.

12 WT

Figura 17 — Produtos de amplificacdo da RT-PCR gene especifico para ATPase e controle endégeno Ubiquitina
(UBI) separados por eletroforese em gel de agarose 1,5%. Os numeros designam as diferentes

plantas e os nimeros iguais mostram as plantas que podem ser do mesmo evento de transformacao,
WT planta controle tipo selvagem

1.1 42 21 22 2.3 3 4 5 6 WT
e wwow= wea
S ——————

Figure 18 — Produtos de amplificacdo da RT-PCR gene especifico para AK e controle endégeno Ubiquitina
(UBI) separados por eletroforese em gel de agarose 1,5%. Os numeros designam as diferentes
plantas e 0s nimeros iguais mostram as plantas que podem ser do mesmo evento de transformacéo,
WT planta controle tipo selvagem

ATPase

Todas as plantas transgénicas PCR positivas (8 ATPase e 9 AK) também foram
testadas por meio da técnica de stem loop pulsed RT-PCR (VARKONY I-GASIC et al, 2007)
(Figuras 19 e 20) para identificacdo de um potencial siRNA, selecionado por meio de anélise
virtual (Tabela 4), produto do processamento do dsRNA pela maquinaria de silenciamento da
planta. De acordo com as andlises foi possivel identificar a presenca do siRNA em todas as
plantas transgénicas testadas para ambos 0s genes, com excecdo para a planta AK 4. Neste
caso as analises de RT-PCR gene especifico ja haviam mostrado a auséncia do transcrito neste
evento (AK 4), que apesar de ser PCR positiva, pode ndo estar expressando o cassete inserido.
Ja para as eventos AK 1.1 e 1.2 que ndo apresentaram o transcrito nas analises de RT-PCR,
mas o ensaio de stem loop pulsed RT-PCR indicou a presenca do siRNA, podem ter falhado
em alguma etapa do RT-PCR.
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ATPase

Figura 19 — Produtos de amplificagdo pela técnica de stem loop pulsed RT-PCR para o siRNA do fragmento
génico da ATPase e do gene controle microRNA 156 (MIR 156) separados por eletroforese em gel
de agarose 3%. Os numeros significam os eventos de transformacdo, WT planta controle tipo
selvagem

AK

Figure 20 - Produtos de amplificagdo pela técnica de stem loop pulsed RT-PCR para o siRNA do fragmento
génico da AK e do gene controle microRNA 156 (MIR 156) separados por eletroforese em gel de
agarose 3%. Os numeros significam os eventos de transformagdo, WT planta controle tipo selvagem

4.7 Ensaio preliminar de herbivoria em plantas transgénicas expressando RNAI

Este ensaio preliminar teve como objetivo avaliar o efeito do continuo fornecimento
de dsRNA dos genes ATPase e AK de Tuta absoluta no desenvolvimento do inseto,
produzidos em tomateiros transgénicos na geracdo Ty e fornecidos as lagartas via herbivoria.
Esse efeito foi observado por meio de avaliacdo visual do dano as folhas, da mortalidade por
meio da contagem dos sobreviventes, e por meio da observacdo de fendtipos deletérios como
peso e tamanho (Figura 21).

Pela andlise visual pode-se observar que aos 7 dias de experimento a folha do tipo
selvagem (controle) encontra-se completamente danificada, enquanto que as folhas dos
tomateiros transgénicos ainda possuem areas intactas (Figura 21A). Pela contagem dos
sobreviventes, 100% das lagartas que se alimentaram no tomateiro controle alcancou o estagio
de pupa, enquanto este nimero alcangou 70%, 70%, 60% e 60% nas lagartas alimentadas nas
folhas dos eventos ATPase 1.1, ATPase 7, ATPase 9 e AK 1.1, respectivamente (Figura 21B).
Por meio da analise visual das pupas, pode-se perceber uma nitida diferenca de tamanho
estimado em miligramas entre o grupo de pupas que se alimentaram com a planta controle
com os grupos de pupas dos diversos eventos transgénicos (Figura 21B); esta observagdo
pode ser corroborada pelo peso médio aferido para estes grupos de pupas (Figura 20C),
indicando grande variacdo nos dois extremos, sendo a maior pupa com 4,6 mg (do grupo

controle) e a menor pupa com 0,9 mg (do tratamento AK 1.1) (Figura 21D).
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D

AK 1.1

Figure 21 — Prancha de fotos com os resultados dos experimentos de herbivoria. Fotografias das folhas de
tomateiro ‘Micro-Tom’ transgénicas ¢ WT no 1° e 7° dia de experimento (A), fotografia das pupas
originadas das lagartas que se alimentaram nas folhas em A (B), grafico com o peso médio das
pupas ilustradas em B, com a barra de erros mostrando o desvio padréo (C) e fotografia da maior e
menor pupa observada

Para este ensaio de herbivoria, como foram utilizadas as plantas transgénicas To,

foram escolhidas somente as mais vigorosas dentre as positivas para 0s experimentos
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anteriores (PCR, RT-PCR especifica e stem loop RT-PCR), as quais foram possiveis a retirada
de folhas sem o comprometimento de seu desenvolvimento completo, afim de se obter frutos

com sementes para dar continuidade a linhagem transgénica.

4.8 Analise transcriptomica massal de diversas fases de desenvolvimento de Tuta
absoluta
4.8.1 De novo assembly, estimativa da expressdo génica e anotacao

Foram preparadas cinco bibliotecas de T. absoluta, derivadas de RNA total extraido de
ovos, 1°. 2°. 3% e 4° instars e individuos adultos (Figura 4). Essas amostras foram
sequenciadas e os dados gerais obtidos a partir de RNA-seq encontram-se resumidos na
Tabela 8. O sequenciamento gerou uma quantidade massiva de sequéncias, foram obtidos um
total de cerca de 24,7 bilhGes de bases e cerca de 245 milhdes de leituras (reads), variando
entre 34 e 55 milhdes de reads por biblioteca (2° instar e ovo respectivamente). De modo
geral, todas as bibliotecas demonstraram boa qualidade, evidenciado pelos parametros Q20 e
Q30, que representam uma predicdo da probabilidade de um erro na escolha (base call) de
determinada base. Esses indices indicam, respectivamente, 99% e 99,9% de precisdo na
definicdo da base. Portanto para o sequenciamento em questdo, todas as bibliotecas possuem
cerca de 94% das bases com 99% de precisdo e cerca de 87% das sequéncias com 99,9% de
precisdo da escolha das bases. Os dados indicam ainda que o transcritoma de Tuta absoluta

apresenta cerca de 44% de bases G+C.

Tabela 8 — Resultados gerais derivados do RNA-seq das bibliotecas obtidas por sequenciamento, expressas em
total de bases geradas; nimero total de reads; percentagem de bases G e C e qualidade das bases para
cada fase de desenvolvimento dos dados gerados pelo RNA-seq

Bibliotecas Total de Bases  Numero Total de %GC Q20 (%) Q30 (%)

reads
Ovo 5.626.900.284 55.711.884 43,5 94,4 87,4
1° Instar 3.718.827.070 36.820.070 41,2 94,8 88,0
2° Instar 3.497.118.738 34.624.938 43,9 94,2 87,0
3° Instar 4.469.182.734 44.249.334 45,2 93,9 86,4
4° Instar 3.759.123.848 37.219.048 45,9 94,1 86,6
Adulto 3.668.050.734 36.317.334 44,0 94,0 86,5

Total/Média 24.739.203.408 244.942.608 43,95 94,23 86,98
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As andlises realizadas empregando CLC Genomics Workbench permitiram o
alinhamento dos reads de todos as fases de desenvolvimento. O alinhamento geral dos reads
(de novo assembly) gerou um total de 113.913 contigs, com o maior contig medindo 11.765
pb, 0 menor 200 pb e uma média de 539 pb. Este numero total de contigs € muito superior ao
que seria esperado para um total de genes predito para esta espécie, comparando-se com
outros insetos que tiveram seu genoma sequenciado, como Bombyx mori, também um
Lepidoptera, que possui 18.501 genes (XIA et al., 2004); ou Drosophila melanogaster (ordem
Diptera), que possui 13.379 genes (ADAMS et al.,, 2000); ou Tribolium castaneum
(Coleoptera), que possui 16.404 genes (RICHARDS et al., 2008). Isto se deve ao fato de que
a reconstrucdo de um transcrito completo por meio de reads, sem um genoma de referéncia
(de novo assembly), resulta em significante desafio computacional (HASS; ZODY, et al,
2010). Além disso, o software CLC ndo foi desenhado especificamente para a tarefa de
alinhamento sem um genoma de referéncia, como outros softwares disponiveis, tais como
Trinity (GRABHEER et al., 2011) e Oases (SCHULZ et al., 2012). Apesar disto, com 0
alinhamento realizado pode-se chegar a contigs que possivelmente representam genes
altamente expressos de Tuta absoluta e, portanto foi possivel chegar a uma lista de possiveis
genes alvos.

Na proxima etapa, cada arquivo FASTQ contendo as sequéncias de cada uma das
fases de desenvolvimento, foi alinhado novamente com o transcritoma gerado para obtengéo
dos valores de gene counts, determinado pelo nimero de reads que foi mapeado a um
contig/gene. Com base nos valores desses gene counts, foram obtidos os valores de RPKM
(Reads Per Kilobase of exon model per Million mapped reads; MORTAZAVI et al., 2008)
para cada contig em cada fase de desenvolvimento, que € uma estimativa de valores
normalizados da expressdo génica. Com base nestes valores, € possivel identificar contigs que
sdo altamente expressos em cada fase de desenvolvimento, identificando aqueles
diferencialmente expressos entre as fases, e portanto realizar uma analise mais precisa para a
escolha dos proximos genes alvos de silenciamento por RNA..

Cerca de 100 contigs mais expressos nos primeiros estadios larvais foram analisados
por meio de BLAST para identificar possiveis homologias e investigar se o alinhamento
possui sentido. Cerca de 80% dos contigs analisados possuiam similaridades com sequéncias
proteicas de outros insetos mostrando a veracidade do alinhamento (dado ndo mostrado).
Excluindo-se contigs que possuiam similaridade com proteinas ribossomais, que por serem
extremamente conservadas, ndo sdo alvos apropriados, 0s outros contigs representam genes

potencialmente alvos para controle de pragas por silenciamento génico. A partir desta analise
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foram escolhidos outros genes alvo para investigacdo do potencial de inibicdo do
desenvolvimento de Tuta absoluta.

Um outra montagem do transcritoma foi também conduzida empregando o software
Trinity (GRABHEER et al., 2011) mais adequado para a tarefa da montagem de novo. apoés a
aplicacdo de um filtro para remocdao das sequéncias de baixa qualidade (sequéncias filtradas),
o0 tamanho das bibliotecas reduziu em 5% a 15% do tamanho total (figura 22). Os fragmentos
filtrados foram entdo utilizados para a montagem do transcritoma de referéncia e para a
analise de expressdo génica. Para a montagem de novo do transcritoma de T. absoluta, as
regibes com alta densidade de fragmentos foram reduzidas para 25 fragmentos por regido,
reduzindo o tamanho das bibliotecas sequenciadas para um conjunto com tamanho variando
entre 26% a 39% do total de cada biblioteca (montagem; figura 22). Essa segunda montagem
do transcritoma de referéncia de gerou 93.477 contigs com tamanho minimo de 300 pb. O
tamanho do transcritoma de referéncia foi de 147.141.189 nucleotideos (147 Mb), com
contigs de tamanho médio igual a 1.574 pb.

100
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u Filtradas
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Figura 22 - Proporcdo de sequéncias de Tuta absoluta que foram filtradas (Filtradas) e posteriormente analisadas
para redugdo de cobertura de sequenciamento para posterior montagem de novo (Montagem). A
montagem do transcritoma foi utilizada no alinhamento das bibliotecas sequenciadas (Mapeadas)
para estudos envolvendo analise de expressdo génica

ApoOs montagem do transcritoma e a obtengéo da lista de contigs, foi feita a analise de
ontologia génica com o software Blast2Go. Os resultados desta andlise indicam que dos

93.477 contigs montados, 55.900 apresentaram similaridade (Blast hits) com alguma

sequéncia disponivel nas bases de dados consultadas durante o processo de anotacdo (Figura

23). Destes 55.900 contigs, 19.995 apresentaram alguma ontologia génica (GO), e portanto
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foram anotados.  As analises mostraram ainda que insetos foram o0s organismos
predominantes nas buscas por similaridade (Figura 24), com os insetos Tribolium castaneum,
Aedes aegypti e Nasonia vitripennis apresentando maior similaridade com o transcritoma
gerado.

Estes resultados mostram que a montagem realizada, apesar de apresentar um elevado
namero de contigs, possui um sentido biolégico pois além de apresentar muitos contigs
similares com sequéncias descritas, 0s insetos sdo 0s organismos predominantes nestas

semelhancas.

Anotados 19995

Com Blast 55900
Hits

Total 93477

Contigs

Figura 23 - Sumario do rendimento da anotacdo dos contigs totais de Tuta absoluta realizada no software
Blast2Go
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Figura 24 - Distribuicdo das espécies mais representadas na anotacdo dos contigs totais de Tuta absoluta
realizada no software Blast2Go

4.8.2 Andlise da expressao génica diferencial entre as fases de desenvolvimento

Para a andlise da expressdo génica, as sequéncias filtradas de T. absoluta foram
alinhadas contra o transcritoma de referéncia para avaliar a expressao diferencial. Do total de
sequéncias filtradas, foi possivel alinhar mais de 78% de cada biblioteca sequenciada

(Mapeadas — Figura 22).
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A analise da expressdo génica identificou um total de 3.633 genes diferencialmente
expressos entre as diferentes fases de desenvolvimento, sendo 1310 entre o estagio de ovo e
os estadios larvais, sendo 547 genes diferencialmente expressos entre ovo e o primeiro instar
larval, 948 genes entre ovo e o segundo instar larval e 1.087 genes diferencialmente expressos
entre ovo e o terceiro instar larval (Figura 25). Do mesmo modo, foram identificados 1011
genes diferencialmente expressos entre os diferentes estadios larvais e o estagio adulto.
Quando comparados com o estagio adulto, foram encontrados 655 genes diferencialmente
expressos no primeiro instar larval; 853 genes no segundo instar larval; e 654 genes
diferencialmente expressos entre o terceiro instar larval e a fase adulta do inseto (Figura 25).
Uma comparagéo entre a fase adulta e a fase de ovo revelou 1.212 genes diferencialmente
expressos entre os dois estagios. Interessantemente, ndo foram encontradas diferencas
significativas no nivel de expressdo génica quando se compara os diferentes estadios larvais
analisados, provavelmente por causa do nivel de significancia que depende dos parametros
estatisticos utilizados. Nota-se ainda que existe diferenca entre os numeros de genes
diferencialmente expressos nas larvas em comparagdo tanto com ovo quanto com o adulto,
evidenciando que existe diferenca de expressao génica entre os estadios larvais. Por exemplo,
comparando-se com ovo, foram detectados 547 genes diferencialmente expressos no primeiro
estadio larval e 948 diferencialmente expressos no segundo estadio larval, o que indica uma
diferenca de 401 genes entre os dois estadios larvais em relagdo ao ovo. Entretanto, esta
diferenca significativa com ovo e falta de significancia entre os dois estadios larvais pode ser
explicado pela janela de significancia em que estes genes se encontram em ambas
comparagBes. O valor numérico da expressdo de um determinado gene nos diferentes
estadios larvais pode nédo ser diferente o suficiente para ser considerado significativo entre os
estadios. Entretanto, eles possuem diferencas que, apesar de ndo serem significativas, sao
grandes o suficiente para que somente em um ou alguns dos estadios sejam considerados

significativamente diferente quando comparado com ovo ou adulto.
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Figura 25 - Representacdo do numero de genes diferencialmente expressos entre as diversas fases de
desenvolvimento analisados (ovo; instar 1, 2, 3, 4 e adultos)

Estas observagfes sugerem que nos eventos mais significativos para o
desenvolvimento deste inseto, que seriam a eclosdo dos ovos e a emergéncia do adulto, é onde
ocorre a maior alteracdo da expressdo génica neste organismo.

A disposicdo no diagrama de Venn agrupando genes diferencialmente expressos
nestas fases permitiu a identificacdo dos genes diferencialmente expressos de cada uma das
fases de desenvolvimento de T. absoluta, possibilitando a identificacdo daqueles que sdo
exclusivos ou comuns entre as diversas combinacfes de fases analisadas (Figura 26). A
primeira classificacdo realizada foi entre ovo e primeiro instar (L. STG1), segundo instar (L.
STG2) e terceiro instar (L. STG3). Nesta classificacdo foram identificados 446 genes que sao
diferencialmente expressos entre ovo e todos os trés instares larvais apresentados no diagrama
(Figura 26A). Dos 547 transcritos diferencialmente expressos entre ovo e 0 primeiro instar
larval, 52 genes sdo exclusivos desta comparagdo, 42 genes sdo também diferencialmente
expressos entre ovo e o0 segundo instar larval e outros 7 sdo também diferencialmente
expressos entre ovo e o terceiro instar larval. Dos 948 genes diferencialmente expressos entre
ovo e 0 segundo instar larval, 131 sdo exclusivos desta comparagdo e 329 sdo tambem
diferencialmente expressos entre ovo e o terceiro instar larval. Por fim, é possivel observar no
diagrama que 303 sdo exclusivamente expressos diferencialmente entre ovo e o terceiro s
larval (Figura 26A).
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Figura 26 - Diagramas de Venn correlacionando genes diferencialmente expressos entre ovo (EG) e 3 estadios
larvais: instar 1 (L. STG1), instar 2 (L. STG2) e instar 3 (L. STG3) (A), e 0 mesmo para adulto (AD)

(B)

A segunda classificacdo realizada foi entre adulto (AD) e os trés primeiros instares
larvais. Nesta foram identificados 419 genes que sdo diferencialmente expressos entre adulto
e todos os trés instares larvais apresentados no diagrama (Figura 26B). Dos 655 transcritos
diferencialmente expressos entre adulto e o primeiro instar larval, 46 genes sdo exclusivos
desta comparacéo, 166 sdo também diferencialmente expressos entre adulto e o segundo instar
larval e outros 24 sdo também diferencialmente expressos entre adulto e o terceiro instar
larval. Dos 853 genes diferencialmente expressos entre adulto e o segundo instar larval, 145
sdo exclusivos desta comparacdo e 123 sdo também diferencialmente expressos entre adulto e
o terceiro instar larval. Por fim, dos 654 genes diferencialmente expressos entre ovo e 0
terceiro estadio larval é possivel observar no diagrama que 88 sdo exclusivos desta
comparacgéo (Figura 26B).

Nestas analises ndo foram incluidos os genes diferencialmente expressos entre o 4°
instar com ovo e também com adulto, devido ha um problema com o arquivo que continha as

sequéncias deste estadio de desenvolvimento, durante as analises de bioinformatica.

4.8.3 Validagao da expressao diferencial entre as fases de desenvolvimento (bibliotecas)
Foram selecionados 23 contigs (genes) diferencialmente expressos nos estadios larvais
em relagdo ao ovo (20 genes) ou em relacdo ao adulto (3 genes) para validagéo da expresséo
diferencial entre as fases de desenvolvimento detectados nas bibliotecas de RNAseq, e para
isso foram desenvolvidos iniciadores especificos para analise por RT-gPCR (Tabela 5). Esses

genes foram analisados para expressdo nas diversas fases de desenvolvimento de T. absoluta
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em triplicata bioldgica, e os dados gerados pelo gPCR foram analisados no programa REST
(PFAFFL; HORGAN; DEMPFLE, 2002) utilizando trés genes de referéncia: Rpl5, Rpl23A e
rRNA. O programa REST, diferentemente do método “delta delta Ct” utilizado nas analises de
RT-gPCR anteriores, permite a comparagdo entre grupos de amostra e a analises estatisticas,
além da possibilidade de utilizacdo de mais de um gene de referéncia (PFAFFL; HORGAN;
DEMPFLE, 2002). Os dados de expressdo sdo apresentados em graficos do tipo “Whisker-
box plot”, onde a média dos valores observados entre as amostras normalizadas ¢
representada por um traco na caixa (box), a caixa representa 50% dos valores observados e 0s
outros 50% dos valores séo divididos no quartil superior (25%) e inferior (25%) representados
pelas barras de erros (whiskers). Esta representagdo dos dados permite a visualizacdo da
variacdo obtida entre as amostras pelo tamanho da caixa e pela extensao dos whiskers.

As analises revelaram que 22 dos 23 genes testados (95,6%) sdo diferencialmente
expressos nos estadios larvais em relagdo ao ovo ou adulto (Figura 27), apenas um dos genes
testados (12524, ndo mostrado) ndo apresentou este padréo de expressao diferencial. Entre os
outros 22, alguns exemplos apresentaram valores de fold change em relacdo ao ovo ou adulto,
iguais ou muito proximos aos obtidos com as analise do RNA-seq, como por exemplo nos
contigs 2406, 12828, 21584, 23824, 36279, 58512, 77615 e 81147, outros apesar dos valores
ndo serem proximos revelam uma tendéncia de expressao entre os estagios muito similares,
como nos contigs 11301, 20172, 36206, 38086, 50455 e 75835. Para 0s demais apesar das
diferencas de valores, ainda sim revelam claramente uma expressao diferencial nos estadios
larvais. Esta discrepancia nos valores pode ser explicada pela grande variacdo da expressdo
que ocorre entre as réplicas bioldgicas de uma mesma amostra ou por falsas estimativas

geradas pelo tecnologia de sequénciamento massal.
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Figure 27a — Gréficos do tipo ‘whisker-box-plot” (qQPCR) e graficos de barrras (RNA-seq) da expressdo relativa
nas diferentes fases de desenvolvimento, dos genes diferencialmente expressos 2406, 6681, 10806,
11301 e 12828
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Figure 27b - Gréficos do tipo ‘whisker-box-plot’ (qPCR) e graficos de barrras (RNA-seq) da expressdo relativa
nas diferentes fases de desenvolvimento, dos genes diferencialmente expressos 13135, 16411,
16428, 17745 e 20172
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Figure 27c - Gréficos do tipo ‘whisker-box-plot’ (qPCR) e graficos de barrras (RNA-seq) da expressdo relativa
nas diferentes fases de desenvolvimento, dos genes diferencialmente expressos 21584, 23824,
26572, 36206 e 36279
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Figure 27d - Gréficos do tipo ‘whisker-box-plot’ (qPCR) e graficos de barrras (RNA-seq) da expressdo relativa
nas diferentes fases de desenvolvimento, dos genes diferencialmente expressos 38086, 50455,
55173, 58512 e 75835
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Figure 27e - Gréficos do tipo ‘whisker-box-plot’ (QPCR) e graficos de barrras (RNA-seq) da expressdo relativa
nas diferentes fases de desenvolvimento, dos genes diferencialmente expressos 77615 e 81147

De um modo geral esta analise permitiu avaliar a qualidade da analise de expressdo
diferencial observada, confirmando a robustez deste método de identificagdo, bem como da
montagem do transcritoma, validando as diferencas observadas entre as diversas fases de

desenvolvimento por analise de bioinformatica.

4.8.4 Agrupamento (clustering) das sequéncias das bibliotecas

O agrupamento das amostras foi realizado utilizando-se a expresséo global, i.e., todos
0s transcritos expressos nas diversas fases de desenvolvimento. Este agrupamento revelou um
gradiente de similaridade exatamente de acordo com a similaridade esperada entre as
diferentes fases de desenvolvimento (Figura 28). A expressdo génica no ovo Mostrou-se
distinta de todos as outras fases de desenvolvimento. Entretanto, esta baixa similaridade é
ainda menor entre ovo e adulto do que entre ovo e os estadios larvais. O mesmo efeito €
observado para a expressdo génica no organismo adulto, sendo fracamente similar a expressao
nos estadios larvais mais ainda menos similar quando comparada com a expressédo génica no

ovo.
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Figura 28 - Heat Map e agurpamento (clustering) indicando a correlacdo entre o transcritoma geral das diversas
fases de desenvolvimento, onde quanto mais intensa a cor (vermelho) maior a similaridade

Observando-se o padrdo geral de similaridade durante o desenvolvimento, dois efeitos
interessantes podem ser observados. Em primeiro lugar, a queda no grau de similaridade
entre amostras aparenta ser mais drastica entre o estagio de ovo e as demais fases (linha
superior do Heatmap). Por outro lado, apesar do grau de similaridade entre adulto e as demais
fases ser baixo, a diferenca entre adulto e os estadios larvais aparenta ser menor quando
comparada a diferenca entre ovo e estadios larvais (compare a tonalidade do amarelo na
ultima linha com primeira linha do Heatmap). O segundo efeito que pode ser observado é o
grau de similaridade entre os estagios de ovo e adulto com os estadios larvais mais distantes
temporalmente ao longo do desenvolvimento. O baixo grau de similaridade entre ovo e os
estadios larvais é ainda menor entre ovo e o Ultimo (quarto) estadio larval, ao passo que a
baixa similaridade entre adulto e a larva parece ser constante nos quatro estadios larvais. Esta
observacao pode indicar que o padrédo global de expressdo génica em T. absoluta, apesar de se
modificar significativamente durante todo o ciclo de vida do inseto, aparenta ter a sua maior
alteracdo durante a fase larval. Como o estdgio de pupa néo foi utilizado neste estudo, ndo se
descarta a possibilidade desta alteragdo da expressdo génica ter o seu pico de dissimilaridade
durante a fase de metamorfose do animal. Por fim, observando-se a comparacéo entre as fases
larvais (centro do Heatmap), observa-se nitidamente um gradiente de similaridade que é

maximo na comparacao entre 0 mesmo estadio, e se reduz conforme a comparacéo € feita
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com os estadios antecedentes ou sucedestes, observado pelo padrdo de intensidade de cores
em qualquer uma das quatro linhas centrais do Heatmap.

4.9 Novos genes alvos
4.9.1 Selecao dos novos genes alvos

Por meio das analises do transcritoma da Tuta absoluta baseado na primeira
montagem foram selecionados 11 novos genes para o silenciamento por RNAI (Tabela 6). O
critério para escolha destes genes foi de acordo com o nivel de expressdo deles nos estadios
larvais e homologia com outras espécies de insetos, levando em consideracdo a comparacdo
com genes homdélogos no banco de dados Genbank por meio da ferramenta Blastx. Por meio
dos valores de RKPM determinados pelas analises de bioinformatica na primeira montagem
foram selecionados contigs altamente expressos nos primeiros estadios larvais, visando
selecionar genes potencialmente essenciais para os estagios iniciais da herbivoria. Como a
escolha dos genes-alvo é um ponto extremamente importante, as identidades destes novos
contigs foi mantida em sigilo. Uma vez selecionados, iniciadores especificos para a
amplificacdo destes contigs/genes foram desenhados de forma que os fragmentos fossem

flanqueados pelas sequéncias de recombinacéo attL1 e attL2 (Tabela 6).

4.9.2 Clonagem

A amplificacdo dos novos genes candidatos foi realizada a partir de amostras de RNA
total derivadas dos quatro estadios larvais mais o estagio de pupa de T. absoluta. Os
fragmentos amplificados (Figura 29) foram ent&o recortados e purificados do gel e inseridos
em vetor pPGEM-T Easy. A obtengdo do DNA plasmidial contendo os fragmentos de interesse
foi realizada através da clonagem do vetor em bactérias e pelo isolamento de col6nias (8 por
amostra), seguido de crescimento em meio liquido e extracdo dos plasmideos recombinantes
por lise alcalina. A confirmacgdo da presenca dos insertos foi feita a partir da digestdo dos
plasmideos com EcoRlI.
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Figura 29 - Gel de 1% agarose com os produtos de amplificacdo dos fragmentos génicos dos 11 contigs
selecionados contendo as bordas de recombinagdo attL1 e attL2. As bandas referentes aos contigs
9589 de 524 pb (2), 4623 de 472 pb (3), 4303 de 422 pb (4), 1360 de 554 pb (5), 592 de 530 pb (7),
77 de 495 pb (8), 2308 de 309 pb (9), 2779 de 523 pb (10), 2594 de 521 pb (11) e 2132 de 556 pb
(12) foram recortadas e purificadas do gel. Ladder 1 kb (1) também é mostrado

Dos 11 genes selecionados, até o0 momento foi possivel amplificar com sucesso dez,
dos quais 5 foram clonados em pGEM-T easy. Estes cinco novos genes clonados foram
utilizados em ensaios de alimentagdo para o fornecimento de dsRNA para lagartas de T.

absoluta por absorcgéo.

4.9.3 Sintese de dsRNA invitro

Foram sintetizados in vitro os dSRNA dos 5 novos genes alvos (com cerca de 400 pb),
dos 3 genes previamentes clonados (ATPase, AK e ECR) e o gene controle GFP para serem
usados nos ensaios de alimentacdo. A qualidade do dsRNAs foram verificadas através de

eletroforese em gel de agarose desnaturante (ndo mostrada).

4.9.4 Ensaio de alimentagado

Este ensaio de alimentacdo teve como objetivo avaliar o efeito do dsRNA dos novos
genes alvo sobre as lagartas e compara-los aos 3 genes anteriores. Este ensaio foi realizado
em triplicata bioldgica e para a avaliagdo do efeito foi realizada a pesagem das lagartas
(N=30) apds 5 dias de alimentacdo nos foliolos que absorveram o dsRNA dos respectivos
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fragmentos génicos. O RNA total destas amostras de larvas também foram extraidos e

submetidos a analise quantitativa de transcritos reversos (Figura 30).
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Figura 30 — Gréficos da expressdo relativa (A) e do peso das lagartas (B) apds 5 dias de tratamento dos

respectivos genes-alvo utilizados nos ensaios de alimentacdo em relacdo ao gene controle GFP.
Estdo representados os valores médios com as barras de erro mostrando o desvio padrédo entre as
amostras, médias seguidas de * ou ** diferem a p < 0,05 e p < 0,01 respectivamente no teste T
student (N=3). Amostras foram normalizadas com o gene Rpl5

Por este ensaio, pode-se observar um expressivo retardo de crescimento das lagartas,

evidenciado pelo menor peso total das lagartas em relacdo ao grupo controle (GFP) em todos

0s genes-alvo testados de uma maneira muito similar, variacdo de 30% a 50% do peso do
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grupo controle. Apesar deste significativo efeito observado em todos os tratamentos, nem
todos os candidatos apresentaram um silenciamento génico especifico que seria esperado
como causa deste efeito, exemplo os genes AK, 592 e 1360. Mais intrigante o caso do gene
AK, que foi o candidato em que as lagartas apresentaram a menor média de peso e em
contraste teve a maior média de expressdo (cerca de 150% em relacdo ao controle), com uma
oscilagdo muito acentuada. Um dos motivos que poderia explicar este fato seria a super
expressao do gene AK, como uma resposta de algumas lagartas ao silenciamento génico que
provavelmente ocorreu nos primeiros dias de tratamento culminando com o retardo do

crescimento observado.
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5 CONCLUSOES

Os resultados obtidos através dos ensaios preliminares de herbivoria com plantas
transgénicas, e nos ensaios de alimentacdo tanto com dsRNA sintetizado in vitro como com
infiltraco com agrobactéria transformada, sugerem que a técnica de RNAI através da
ingestdo de moléculas de dsRNA e/ou siRNA é funcional em Tuta absoluta e portanto pode
ser usada como método de controle desta praga.

As metodologias para fornecimento das moléculas de RNAI, desenvolvidas durante
este trabalho e utilizadas nos ensaios de alimentacdo, se mostraram satisfatorias em reduzir a
quantidade de transcritos dos genes alvos correspondentes, sendo uma alternativa rapida e
facil para se testar e eficacia de diversos possiveis genes alvos de silenciamento e as
consequéncias para o inseto.

A absorcao de solucdo de dsRNA pela folha através do peciolo supre a necessidade de
se desenvolver dietas artificiais para este tipo de ensaio com este inseto, que apresenta
limitacGes a criacdo em dieta artificial.

A técnica de agroinfiltracdo se mostrou uma valiosa ferramenta para se testar
construgdes de silenciamento (cassetes inseridos em vetores de transformagdo), como por
exemplo com diferentes genes e diferentes tamanhos de fragmentos do mesmo gene, em um
ensaio relativamente simples e eficiente, antes de se investir em um longo e laborioso
experimento de transformacdo genética de planta.

Cabe ainda ressaltar que os ensaios foram conduzidos somente com as folhas das
plantas transgénicas Ty, portanto sdo necessarios ensaios com plantas homozigotas T2, com
diversas plantas inteiras para cada construcao, para provar que o RNAI € capaz de controlar a

Tuta absoluta em testes “de campo”.
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ANEXO A - Gréficos das analises de regressdo linear obtida por meio da diluicdo seriada, para célculo da
eficiéncia (E) dos primers utilizados nos experimentos de RT-qPCR dos ensaios de alimentcdo.
Todos os graficospossuem no eixo X os valores logaritmicos da concentracdo e no eixo Y os Cts

obtidos nas reactes
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ANEXO B - Graficos das analises de regressao linear obtida por meio da diluicdo seriada, para célculo da
eficiéncia (E) dos primers utilizados nos experimentos de RT-qPCR para validagdo do RNA-seq.
Todos os graficos possuem no eixo X os valores logaritmicos da concentragdo e no eixo Y os Cts
obtidos nas reacdes





