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I. Abreviaturas e definicdes

ArgK
cDNA
Contigs
DNA
dNTP
dsRNA
EC
EF1A
EST
GAPDH
GM

GO

kb
MRNA
NCBI
pb

PCR
Primers
gPCR
RT-gPCR
RDRP
reads
RISC
RNA
RNAI
RPS11
RPS26
RPS3
RT
RT-PCR

scaffolds

Arginina Quinase

DNA complementar

Sequéncias contiguas montadas por alinhamento de reads
Acido desoxirribonucléico

deoxinucleotideo

RNA fita dupla

Caodigos de classificacdo enzimatica

Fator de Elongacdo 1-Alpha

“expressed sequence tag”, etiquetas de transcritos
Gliceraldeido-3-Fosfato Desidrogenase
geneticamente modificado

Ontologia Génica

Quilobase - 10° pares de bases

RNA mensageiro

“National Center for Biotechnology Information”
Pares de base

Reagdo de polimerizagdo em cadeia (“polymerase chain reaction”)
Oligonucleotideos iniciadores

PCR quantitativo

RT-PCR quantitativa (em tempo real)

RNA Polimerase dependente de RNA
Sequéncias geradas na reacao de sequenciamento
RNA-Induced Silencing Complex

Acido ribonucléico

RNA interferente

Proteina Ribossomal S11

Proteina Ribossomal S26

Proteina Ribossomal S3

“reverse transcriptase”, transcriptase reversa
Transcrigéo reversa seguida de PCR

Série de contigs em ordem correta, mas ndo necessariamente conectados
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siRNA
UBQ

RNA interferente pequeno
Ubiquitina
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V. Resumo

O algodoeiro sofre o ataque de diversos insetos-praga, sendo o principal o bicudo-
do-algodoeiro (Anthonomus grandis). Visando alternativas mais eficazes para o controle de
insetos, tem-se buscado a transgenia de plantas, por meio da introducdo de genes que
codificam moléculas entomotoxicas. Entre as diferentes estratégias de engenharia genética
utilizadas para controle de insetos-praga, a estratégia envolvendo o silenciamento génico,
pelo uso da interferéncia mediada por RNA (RNAI), é atualmente bastante promissora e de
grande relevancia. O trabalho aqui apresentado resultou na geracdo de uma biblioteca
completa de genes expressos de A. grandis, por meio de sequenciamento completo de
ESTs, obtidas a partir de diferentes estagios do desenvolvimento do inseto. O
pirosequenciamento do transcritoma de A. grandis gerou mais de 500.000 reads e um
banco de dados com 20.841 contigs com alta qualidade. Ap6s a montagem e anotacdo das
sequéncias foram realizadas buscas por genes essenciais do inseto, candidatos ao
silenciamento por RNAI. Um desses genes, que codifica a enzima lacase2, foi selecionado
e avaliado, mostrando alto potencial para o controle do bicudo do algodoeiro. Esta enzima
faz parte do processo de formacéo e esclerotizacdo da cuticula do inseto. Sua expresséo se
mostrou quantitativamente maior nas fases mais tardias do ciclo de vida do inseto.
Observou-se que a expressdo relativa dos transcritos de lacase2 foi altamente reduzida e o
desenvolvimento do inseto foi afetado pelo silenciamento génico. Além da validacdo do
gene de lacase2 para potencial controle do bicudo, este trabalho disponibiliza dados para a
escolha de genes de referéncia para experimentos de quantificacdo relativa de transcritos
por PCR em tempo real em vérias partes de larvas e adultos de A. grandis. O conjunto de
dados aqui obtidos podera contribuir enormemente para o agronegocio brasileiro e sera de
grande importancia para a obtencdo e geracdo de eventos de algoddo transgénicos

resistentes ao bicudo do algodoeiro.
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V. Abstract

Cotton plants are subjected to the attack of several insect pests. In Brazil, the cotton boll
weevil Anthonomus grandis is the most important cotton pest. The use of transgenic plants
by introducing genes coding for entomotoxic molecules is one of the recent efficient
approaches used in plant pest control. Among those, the use of gene silencing by
interference RNA (RNAI) as a technique for insect control is very promising. The work
presented in the next pages shows the use of pirosequencing technique for the construction
of a cDNA library formed by A. grandis expressed genes in all developmental stages of the
insect. The pirosequencing of A. grandis transcriptome resulted in more than 500,000 reads
and a data set of high quality 20,841 contigs. After sequence assembly and annotation, the
library was screened for insect essential candidate genes for RNAi-mediated gene
silencing. One gene, coding for the enzyme laccase2 was selected and has demonstrated
high potential for insect control. This enzyme is involved in insect cuticle formation and
sclerotization, and the gene was found to be more expressed in the insect pupa and adult
developmental stages. Insect development was affected by gene silencing and the relative
expression of laccase2 transcripts was highly decreased. Moreover, this work provides data
for choosing reference genes to be used in qPCR experiments for several parts of boll
weevil larvae and adult organism. The results provided in this work may contribute to
Brazilian agribusiness by the potential important generation of genetically modified cotton

plants with significant resistance to cotton boll weevil.
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VI. Introducgéo Geral

a. Agronegocio e Biotecnologia

A producéo agricola mundial tem recebido especial atenc¢do no inicio do século XXI.
A crescente demanda por alimentos e produtos agricolas e as previsdes do aumento da
populacdo mundial nas proximas décadas exige o desenvolvimento de metodologias e
processos sustentaveis que venham ajudar a suprir essa demanda ao elevar a producéo
agricola, principalmente nos paises em desenvolvimento da Africa, Asia e América Latina.

No Brasil, 0 agronegocio é o mais importante setor da economia nacional, sendo
responsavel por mais de um terco do PIB, por 37% dos empregos gerados no pais e 41%
das nossas exportacbes (MAPA - MINISTERIO DA AGRICULTURA, 2012). A éarea
plantada na safra de 2011/2012, estimada em 50,83 milhdes de hectares, € 1,9% (960,7 mil
hectares) maior que a cultivada em 2010/11, que totalizou 49,87 milhdes de hectares
(CONAB, 2012).

Apesar da aplicacdo de mais de 2,5 milhdes de toneladas de pesticidas em todo
mundo, estima-se que mais de 25% de todo o potencial produtivo ainda é perdido devido
ao ataque de pragas, incluindo insetos, ervas-daninhas e fitopatdgenos antes da colheita.
Para algumas commodities como arroz, batata e milho, essa perda varia entre 30 e 40%.
Além das perdas, 0 uso de pesticidas representa um custo de mais de 10 bilhdes de ddlares
por ano (GATEHOUSE, 2008; DEVILLIERS; HOISINGTON, 2011). O controle de
pragas com agentes quimicos diminuiu bastante os danos causados por insetos e patdgenos
nas ultimas cinco décadas. Porém, o uso indiscriminado, extensivo e continuo de pesticidas
quimicos pode resultar na degradacdo do meio ambiente, em efeitos danosos a saude
humana e de outros organismos, além de prejudicar organismos ndo alvo e levar a selecao
de populacGes de pragas resistentes (WAHAB, 2009).

Neste contexto, a biotecnologia é uma area que tem se destacado na promissora
tarefa de prover novos produtos, processos e metodologias para aumentar a producdo
agricola, ndo s6 com o desenvolvimento de insumos, mas também de variedades resistentes
a estresses abioticos como temperatura, seca, salinidade, e estresses bioticos, como ataque

de pragas e incidéncia de doencas.
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Por muitos anos o maior desafio para pesquisadores nessa area tem sido o
desenvolvimento de variedades de plantas mais resistentes as pragas. Métodos
convencionais de melhoramento assistido por marcadores, estudos de mutagénese e 0 uso
de plantas geneticamente modificadas tém sido bastante eficazes. Caracteristicas
importantes tém sido transferidas de plantas ndo cultivadas para cultivares comerciais
desde a década de 1970 por melhoristas. O sucesso no melhoramento de uma variedade
resistente a um inseto, por exemplo, depende dos esforcos de pesquisadores de areas como
entomologia, fisiologia celular e molecular de plantas, biologia molecular, genética e
melhoramento de plantas. No entanto, o melhoramento é um processo dispendioso e
demorado, que depende de bancos de germoplasmas com as caracteristicas de interesse
disponiveis.

Ferramentas de engenharia genética trouxeram a humanidade um poder de manipular
e desenvolver novos gendtipos de plantas sem precedentes, além de trazer uma promissora
via para uma agricultura mais segura e sustentavel. Genes de plantas e outros organismos,
envolvidos em vias de sinalizacdo reguladoras de processos fisioldgicos importantes tém
sido clonados e transferidos para plantas de interesse agronémico, conferindo novas
caracteristicas economicamente importantes para o0 aumento de sua producéo.

Neste sentido, o uso de plantas geneticamente modificadas (GM) para controle de
insetos tem sido um dos métodos mais eficientes nos ultimos anos. Desde o inicio da
adocdo desta tecnologia em 1996, foi observado um aumento de 1,7 milhdes para 160
milhGes em 2011, fazendo desta tecnologia a mais rapidamente adotada na histdria da
agricultura moderna (JAMES, 2011). De acordo com o Center for Environmental Risk
Assessment (CERA - Washington, DC) que monitora a liberagdo mundial de variedades
GM, 59 cultivares — milho, soja, algoddo, tomate e batata — desenvolvidas para resisténcia
a insetos sdo plantadas atualmente nos mais diversos paises (CERA, 2012). Cultivares de
algodao resistentes a larvas de lepiddpteros e cultivares de milho resistentes a lepidopteros
e coledpteros tém sido utilizados na agricultura mundial, reduzindo o uso de pesticidas e
diminuindo os custos de producdo (JAMES, 2011). O uso da engenharia genética trouxe
algumas vantagens em relagdo aos metodos de genética classica. Além de aumentar a
busca de potenciais genes envolvidos em caracteristicas de interesse, proporciona a
introducdo de um numero de genes diferentes numa mesma planta, reduzindo o tempo de

introgressdo de caracteristicas desejadas em um evento genético elite.
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Sendo assim, a introducéo de genes envolvidos na resposta de plantas ao inseto, ou
genes que codificam proteinas inseticidas, ou ainda cujo produto interfira no
desenvolvimento do inseto-praga pode ser um caminho mais eficiente e rapido para

melhorar variedades comerciais.

b. O Bicudo do Algodoeiro

A cultura do algoddo € a mais importante das culturas de fibras téxteis, sendo o
algodoeiro uma das espécies vegetais mais cultivadas no mundo. Além dos produtos
primarios do algoddo (pluma, caroco e fibrila), a cadeia produtiva produz linter, fios,
tecidos, malhas, torta, farelo, 6leo bruto e biodiesel a base de algoddo e movimenta bilhdes
de ddlares no comércio mundial (NEVES; PINTO, 2012).

No Brasil, a cultura do algodédo esta classificada entre as dez principais culturas
agricolas. No cenario mundial, o pais se destaca: é o quarto maior produtor do mundo —
mais de 2 milhdes de toneladas na safra recorde de 2010/2011; é o terceiro pais exportador
e 0 quinto maior consumidor, com quase 1 milhdo toneladas/ano. O faturamento total da
cultura em 2010/2011 foi de US$ 37 bilhGes (NEVES; PINTO, 2012).

Na safra de 2011/2012, cerca de 1,396 milhdes de hectares foram plantados. A
regido Centro-Oeste que continua liderando a producéo nacional e participa com 62,8 % na
area plantada do pais. Estima-se que o indice de produtividade média do algoddao em
caroco em 2012 devera alcancar 3.612 kg/ha, contra 3.705 kg/ha obtidos na safra passada,
representando um decréscimo médio de 2,5%. Quanto a producdo do algoddo em pluma, a
pesquisa atual aponta para uma reducéo de 2,8% em relacdo a safra anterior, passando de
1.959,8 para 1.900,1 mil toneladas (CONAB, 2012).

Apesar dessa sutil diminuicdo na producdo ser devida a problemas climaticos, a
producdo de algoddo no Brasil € bastante afetada pela acdo de pragas e doengas que fazem
com a qualidade dos produtos agricolas derivados da cotonicultura seja prejudicada,
afetando ndo s o setor primario (producdo), mas também o secundario (industrializacéo,
comercializacdo e exportacdo) e terciario (servicos).

Pragas, doencas e ervas daninhas de dificil controle, além de causarem danos as
plantas de algoddo, aumentam o custo da producdo devido ao grande uso de defensivos

agricolas. De acordo com Neves e Pinto (2012), a industria de defensivos no Brasil lucrou
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o total de US$ 7,24 bilhGes em 2010. S¢ a cultura do algod&o teve participagdo de 10,6%
desse lucro, resultando em um faturamento de US$ 767,44 milhdes. A reducdo dos custos
com defensivos agricolas depende do desenvolvimento, transferéncia e utilizacdo de
tecnologias mais eficientes no combate a pragas, doencas e ervas daninhas. Para a safra
2012/2013 espera-se, com o uso das cultivares transgénicas de segunda geracdo, que o
namero de aplicagdes de inseticidas seja reduzido para sete por ha.

Existem no Brasil 20 pragas de importancia econémica para o cotonicultor e 5
pragas ocasionais, além de 15 doencas causadas por fungos, bactérias, virus e nematoides
(FREIRE, 2011). Os principais insetos-praga que infestam a cultura do algoddo sdo a
lagarta da macgd — Heliothis virescens Fabr., 1781 (Lepidoptera: Noctuidae), a lagarta
rosada — Pectinophora gossypiella Saund, 1844 (Lepidoptera - Gelechiidae), o curuqueré —
Alabama argillacea Hibner, 1818 (Lepidoptera: Noctuidae), o bicudo do algodoeiro —
Anthonomus grandis Boh., 1843 (Coleoptera: Curculionidae) e a lagarta do cartucho do
milho — Spodoptera frugiperda J.E. Smith, 1797 (Lepidoptera: Noctuidae). No intuito de
combaté-las, os produtores chegam a efetuar 30 aplicacBes de defensivos, em sua maioria
direcionadas ao combate de pulgdes, lagartas e do bicudo, sendo este Gltimo um dos
grandes responsaveis pela queda da éarea produzida entre as décadas de 1980 e 1990,
quando chegou a dizimar plantagdes inteiras em regides do nordeste, do sudeste e do sul do
Brasil.

O bicudo do algodoeiro (Anthonomus grandis Boheman, 1843) é um dos insetos-
praga mais importantes da cultura do algodao, sendo responsavel por danos consideraveis
na lavoura de varios paises das Américas. E um inseto da ordem Coleoptera, familia
Curculionidae, que mede normalmente de quatro a nove milimetros de comprimento, de
coloracdo castanho-ferruginosa quando adulto jovem e cinza quando se torna mais velho
(Figura 1). Uma caracteristica marcante, responsavel pelo nome pelo qual o inseto é
conhecido, é sua cabeca alongada para frente, que se prolonga em um rostro que tem
metade do seu comprimento fino e recurvado (GALLO et al., 2002). A variagdo do
tamanho do bicudo € influenciada por uma série de fatores, como temperatura, umidade e
quantidade de alimento no estagio larval (GREENBERG et al, 2003).

No campo, o bicudo se alimenta de polen. Sem alimento suficiente, as fémeas ndo
conseguem desenvolver seus ovos. Por isso, € essencial que as plantas de algodéo atacadas

pelo inseto estejam no estagio reprodutivo. O inseto possui uma extraordinaria capacidade
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de reproducdo sexuada. Apos os adultos se alimentarem por 3 a 7 dias e copularem, as
fémeas pbem ovos em botGes florais do algoddo que atingiram pelo menos um terco do
tamanho (cerca de 5 milimetros de diametro). Pode ocorrer oviposicdo em botfes menores.
No entanto, as larvas podem ndo se desenvolver devido a escassez de alimento. Oviposi¢do
também ocorre nas macas (frutos) do algoddo e uma fémea coloca cerca de 200 ovos no
intervalo de 10-12 dias (NAKANO et al., 1992; GALLO et al., 2002; PRACA, 2007). As
larvas demoram de 3 a 5 dias para eclodirem e comegam a se alimentar por 7 a 18 dias
antes de se tornarem pupas. Se os ovos foram postos no botdo floral, este vai ficando
amarelado e as flores tém a abertura das pétalas prejudicada. No caso das macas, estas ndo
se desenvolvem, apresentando perfuragcdes externas, devido ao hébito de alimentacéo e
oviposicdo do inseto. Fibras e sementes sdo destruidas pelo desenvolvimento das larvas, o
que impede sua abertura normal e leva a uma coloracdo escura (GALLO et al., 2002).
Durante 4 a 7 dias, as pupas vao se tornando adultos. O adulto recém-formado sai do botéo
floral ou maca e se alimenta por 5 dias, quando amadurecem os 6rgdos reprodutores.
Durante este tempo ocorre a cOpula e a fémea pde ovos, reiniciando o ciclo. O ciclo de
vida completo do bicudo, representado na figura 1, é de 24 a 36 dias. Em condi¢6es 6timas,
esse tempo pode diminuir.

Algumas caracteristicas do ciclo de vida do bicudo dificultam o controle de sua
populagédo. Bicudos adultos podem hibernar durante o inverno (diapausa) em restos de
cultura, lixo organico de fazendas e celeiros. Esta diapausa pode durar meses, por periodos
varidveis de 150 a 180 dias até um novo ciclo da cultura. De cada 50 bicudos que entram
em diapausa, estima-se que uma populacdo de 500.000 adultos surgird ao fim da préxima
safra (WAGNER et al., 1999). Além disso, o inseto tem alta mobilidade, podendo voar
alguns quilémetros, e alta tolerancia aos seus inimigos naturais (BUSOLI, 1991; PRACA,
2007). A alimentacdo do bicudo é preferencial por plantas do género Gossypium. No
entanto 104 espécies da familia Malvaceae sdo atacadas pelo bicudo. Espécies como
Hibiscus sp. sdo consideradas importantes para a manutencdo da populagdo do bicudo no
periodo de entressafra do algoddo (BUSOLI, 1991; GONDIM et al., 2001).
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‘ 7 a 12 dias de
3 a § dias para desenvolvimento (3
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Bicudo do Algodoeiro
Ciclo de Vida

Fase reprodutiva
10 a 12 dias
(+ diapausa) Kyl 4 a7 dias de
5 desenvolvimento

Figura 1. Ciclo de vida do Bicudo do Algodoeiro.

Até a década de 90, o bicudo era o mais importante inseto-praga do algoddo na
América do Norte. Devido a um severo programa de erradicacdo promovido pelo USDA
(United States Department of Agriculture), uma estratégia integrada de manejo de pragas,
baseada no inverno rigoroso e no uso de pesticidas na entressafra obteve sucesso em
controlar 0 bicudo em mais de 95% das areas plantadas
(NATIONAL_COTTON_COUNCIL_OF _AMERICA, 2009).

No Brasil, a detec¢do do bicudo do algodoeiro ocorreu pela primeira vez em 1983,
na regido de Campinas, SP. A partir dai, a praga disseminou-se para outras regides, e em
1985 havia se dispersado por cerca de 350 mil hectares de algoddo, nos Estados de Sao
Paulo, Paraiba, Pernambuco e Rio Grande do Norte. A rapida disseminagdo do bicudo, a
abrangéncia, e os danos considerdveis nas areas cotonicultoras do Brasil indicaram sua
grande capacidade de adaptacdo a novos ambientes, reforcando suas caracteristicas
bioldgicas e comportamentais favoraveis, tornando-se uma praga-chave do algodao no pais
(ALMEIDA; SILVA, 1999). Os niveis de infestacdo crescem rapidamente, causando
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prejuizos de até 100% da producéo, caso as medidas de controle ndo sejam adequadas. O
inseto representa um grande potencial de dano, sendo considerado praga-chave no
planejamento e controle dos insetos nocivos a cultura, principalmente devido a dificuldade
de controle pelos inseticidas quimicos. Essa dificuldade é devida principalmente a sua fase
larval, que ocorre dentro dos botbes florais e macés. A principal forma de controle do
bicudo est4 baseada na utilizacdo de agroquimicos (SANTOS, 1999).

Atualmente, estudos tém sido conduzidos com o objetivo de gerar tecnologias
econbmica e ecologicamente vidveis para o controle desta praga. Estes incluem: (i)
melhoramento cléssico visando o desenvolvimento de cultivares com o ciclo curto e de
rpida maturacdo, (ii) armadilhas de feromdnios, e (iii) alternativas bioldgicas que incluem
a utilizacao de agentes bioldgicos como bactérias, fungos e virus que poderao ser utilizados
por aspersdo direta ou para manipulacéo e transformacdo de plantas de algodao.

Programas de melhoramento vegetal por meio de transgenia consistem numa via
alternativa aos métodos convencionais para o controle de insetos-praga (CARLINI;
GROSSI-DE-SA, 2002; MORTON et al., 2000). Mais de 10 cultivares de algoddo GM
resistentes a insetos sdo comercializadas no mundo. No entanto, nenhuma delas apresenta
resisténcia ao bicudo do algodoeiro e, portanto, ndo controlam a principal praga da cultura
do algodao no Brasil.

As principais variedades transgénicas com efeitos entomotoxicos bem estabelecidos
expressam toxinas do Bacillus thuringiensis (CHRISTOU et al., 2006). Em outras
variedades, genes que expressam inibidores de proteinases e lectinas também sdo utilizados
(FERRY et al., 2006; HILDER; BOULTER, 1999). Atualmente especial foco tem sido
dado a utilizacdo de RNA de interferéncia (RNAI) para o controle de pragas (PRICE;
GATEHOUSE, 2008).

c. RNA interferente (RNAI)

No final da década de 80, Jorgensen e colaboradores (NAPOLI et al., 1990)
estavam estudando a sintese de antocianinas que ddo cor violeta as petlnias. Ao
superexpressarem chalcona sintase, uma enzima envolvida no processo de sintese,
esperavam petunias com coloracdo violeta mais intensa. Ao contrario, obtiveram petinias

brancas. A baixa expressdo da enzima sugeria que de alguma forma a expressdo do gene
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enddgeno estava sendo suprimida por um mecanismo que seria confirmado pelo mesmo
grupo em 1996 (JORGENSEN et al., 1996). Os primeiros indicios em animais s6 vieram
algum tempo depois. No inicio da década de 90, Guo e Kemphues (1995) investigavam a
expressao polarizada do gene par-1, codificante de uma quinase de Ser/Thr no corpo do
embrido de Caenorhabditis elegans. Ao tratar os animais com RNA anti-sense para par-1,
0 gene ndo era expresso. No entanto, o controle com RNA sense também causava 0 mesmo
efeito.

Esse processo, descrito primeiramente em plantas, foi denominado como
silenciamento génico pds-transcricional, ou PTGS (Post-Trancriptional Gene Silencing)
(JORGENSEN et al., 1996). Pouco tempo depois, o termo interferéncia mediada por RNA,
ou apenas RNA interferente (RNAI) foi dado pelos pesquisadores Andy Fire e Craig Mello
(FIRE e Mello., 1998) ao silenciamento de um gene especifico de C. elegans para uma
determinada sequéncia nucleotidica, causado pela aplicacdo de RNA de fita dupla
(dsRNA) exdgeno. Seus experimentos mostravam que a aplicacdo de RNAs de fita simples
(ssRNA), sejam sense ou anti-sense era menos efetiva que dsRNA no silenciamento de um
gene no desenvolvimento de C elegans. Foi observado que os sSRNAs s6 tinham efeito
quando o sense era administrado logo apds o anti-sense ou vice-versa, indicando que eles
hibridizavam, formando dsRNA, que foi considerado o responsavel pelo silenciamento. O
silenciamento em C. elegans possuia duas caracteristicas marcantes: a iniciacdo por RNA
de fita dupla e a capacidade de se espalhar de forma sistémica no organismo. Uma terceira
caracteristica foi descoberta depois: em C. elegans RNAIi era também hereditario.
(GRISHOK et al., 2000). Estes estudos iniciais indicavam um fendmeno transiente, que
ndo afetava a sequéncia no DNA gendmico, mas sim mRNA maduro (FIRE et al., 1998;
MONTGOMERY; FIRE, 1998; MONTGOMERY et al., 1998). Para que ocorresse 0
silenciamento, as fitas de dsSRNA deveriam desanelar. No entanto, a impossibilidade de se
encontrar a fita anti-sense sozinha levou a descoberta de RNA de interferéncia pequenos
(SIRNAs - short interfering RNAS). A identificacdo dos siRNAs de 21-28 pares de base,
como intermediarios comuns entre PTGS (HAMILTON; BAULCOMBE, 1999) e RNAI
(PARRISH et al.,, 2000; TIJSTERMAN et al, 2002; ZAMORE et al., 2000),
confirmaram uma intersec¢do entre 0s mecanismos dos dois processos de silenciamento

especificos para uma determinada sequéncia. Estes pequenos RNASs guiariam, entdo, o
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reconhecimento e a clivagem ou repressdo da traducdo de um mRNA complementar.
Também foi descrito seu envolvimento com modifica¢des na cromatina.

Passada pouco mais de uma decada desde a descoberta do RNAI, 0s pequenos
RNAs envolvidos em mecanismo de silenciamento por RNAI sdo definidos ndo so6 por seu
tamanho (~ 20-30 nucleotideos), mas também por sua associagdo com proteinas da familia
Argonauta (GHILDIYAL; ZAMORE, 2009; KETTING, 2011). A familia das argonautas
¢ caracterizada por proteinas que possuem os dominios conservados PAZ e PIWI. O
dominio PAZ é a regido especifica de ligacdo a RNAs de fita dupla e o dominio PIWI tem
uma estrutura parecida com o dominio de clivagem RNase H.

Diferentes classes de pequenos RNAs estdo envolvidas em complexos mecanismos
de regulacdo da expressdao génica. siRNAs, por exemplo sdo derivados de dsRNA, ao
contrario de outros pequenos RNAs, como Piwi-interacting RNAs (piRNAS). As vaérias
classes de RNAs regulatérios diferem nos tipos proteinas requeridas para sua biossintese,
na constituicdo dos complexos Argonautas associados, nos modos de regulagdo dos genes
e nas funcBes biologicas das quais eles participam. A tabela 1 mostra tipos de pequenos
RNA envolvidos na regulacdo génica por silenciamento (GHILDIYAL; ZAMORE, 2009).

Muitos artigos foram publicados na Gltima deécada no intuito de decifrar o
mecanismo e as caracteristicas do processo de silenciamento génico via RNAi. RNAI foi
reconhecido como um processo filogeneticamente antigo, utilizado pelos eucariotos para
silenciar elementos genéticos exdgenos e para a regulacdo precisa de genes enddgenos
durante seu desenvolvimento.

A figura 2 mostra a via de RNAIi em C. elegans a partir da aplicacdo de dsRNA
exogeno. O dsRNA exo6geno entra na célula pela mediacdo de proteinas SID-1 (Systemic
RNA Interference Defective-1) e SID-2 (GHILDIYAL; ZAMORE, 2009; BRODERSEN et
al., 2008). O dsRNA ¢ reconhecido por um complexo (RISC — RNA-Induced Silencing
Complex) formado por proteinas ligantes a dsRNA (helicases) e pela enzima Dicer, que
cliva o dsRNA em siRNAs de 21-28 nucleotideos numa reacdo dependente de ATP. Apds
separacdo das fitas do siRNA, uma delas, que garante a especificidade a sequéncia-alvo, é
retida no RISC (GHILDIYAL; ZAMORE, 2009; PRICE; GATEHOUSE, 2008). A
presenca de siRNA fita-simples leva a ativacdo de outras proteinas da familia das
argonautas no complexo. A fita simples do siRNA ¢ entdo direcionada para sequéncias

complementares de RNA transcrito. Algumas argonautas do complexo tem funcdo de
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RNase H e degradam o mRNA alvo em aproximadamente 12 nucleotideos a partir da
extremidade 3’ do siRNA. No caso dos miRNAs, que ndo provém de dsRNAs, as
argonautas apenas dirigem a hibridizacdo do siRNA com o mRNA, impedindo a traducéo.
Além desse processo, em C. elegans, ocorre a amplificagdo do sinal dos siRNAs. No
momento em que as duas fitas do siRNA s&o separadas pelas helicases no RISC, a fita
simples pode ser dissociada do complexo e servir de oligonucleotideo iniciador da sintese
de novas moléculas de dsRNA (PRICE; GATEHOUSE, 2008). A fita simples hibridiza
com 0 MRNA complementar e uma RNA polimerase dependente de RNA (RDRP — RNA-
Dependent RNA Polymerase) conduz a reagdo de sintese de novos dsRNAs que voltardo a
serem substratos para a Dicer e podem ser exportados de uma célula a outra pela acéo das
proteinas transmembranicas SID, fazendo do silenciamento um efeito sistémico e
hereditario (GHILDIYAL; ZAMORE, 2009).

Para uma revisao sobre mecanismos de acdo de outros pequenos RNAs descritos na
tabela 1, uma vasta literatura estd disponivel. Com o advento das tecnologias de
sequenciamento de nova geracgdo, a identificacdo de novos RNAs reguladores e genes que
codificam proteinas envolvidas em seu mecanismo de acdo tém sido objeto de estudo de
muitos grupos de pesquisa (BARTEL, 2009; BORSANI et al., 2005, BRODERSEN et
al., 2008; FALLER; GUO, 2008; FRIEDMAN et al., 2009; GHILDIYAL; ZAMORE,
2009; KATIYAR-AGARWAL et al., 2006; MOROZOVA et al., 2012; SIOMI et al.,
2011; WANG; REINKE, 2008; WINTER et al., 2009)

Como descrito anteriormente, a via de silenciamento por RNAIi é conservada em
varios organismos, mas difere em alguns pontos devido ao tipo de RNA, dos tipos de
proteinas argonautas envolvidas e das fungdes celulares. O efeito sistémico encontrado em
plantas e C. elegans, por exemplo, ndo é descrito em insetos. Este efeito pode ser
subdividido em duas partes: a “absor¢do” de dsRNA pelas células e o espalhamento
sistémico do silenciamento. A absorcdo de dsSRNA pelas células de insetos é bem parecida
com C. elegans. No entanto, nos genomas de insetos ndo foram encontrados genes
ortologos de sid-2 (GORDON; WATERHOUSE, 2007). Em insetos, homologos do gene
sid-1 de C. elegans foram encontrados em Tribolium castaneum, Bombyx mori e Apis
mellifera, mas ndo no genoma de Drosophila (BELLES, 2010). Em Drosophila foi
observado que o dsRNA entra nas células por endocitose mediada por um receptor, nao
envolvendo o mecanismo de SID-1 (SALEH et al., 2006; GORDON; WATERHOUSE,
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2007; PRICE; GATEHOUSE, 2008). Mais de 20 genes foram descritos como necessarios
para a entrada de dsRNA em cultura de células de Drosophila. Muitos deles foram
previamente identificados em processos de endocitose (ULVILA et al., 2006). Entretanto,
a maquinaria do processo de endocitose ndo é muito diferenciada entre as espeécies,
impossibilitando ainda uma melhor comparagdo e compreensdo da especificidade aos
dsRNAs.

O dnico animal em que a amplificacdo do efeito de silenciamento foi descrita, com
0 dsRNA sendo transmitido de célula para célula foi C. elegans. Analise do genoma de
Drosophila mostra que ndo hd um gene ortélogo que codifique a enzima RDRP. Essa
enzima nunca foi descrita para insetos e seu gene ndo foi detectado em genomas
completamente sequenciados (GATEHOUSE, 2008; GORDON; WATERHOUSE, 2007).
Recentemente foi realizada uma analise comparativa do genoma de C. elegans com o
genoma do besouro castanho Tribolium castaneum, o inseto-modelo mais caracterizado
geneticamente depois do género Drosophila, com o objetivo de buscar indicios de
conservacdo do mecanismo de amplificacdo do efeito do RNAI por RDRP (TOMOYASU
et al., 2008). Ao contrario de Drosophila, Tribolium tem trés genes para SID-1 e responde
sistemicamente a inducéo de silenciamento via dSRNA. Entretanto foi observado um baixo
nivel de conservacdo entre 0s genes da maquinaria de RNAIi dos dois organismos e
nenhum homdlogo de genes codificantes de RDRP ou argonautas secundérias envolvidos
na amplificacdo do efeito do RNAI foi encontrado. Se alguns trabalhos cientificos afirmam
que células de mamiferos e insetos podem ter outro processo de amplificacdo, nenhum

ainda conseguiu mostréa-lo.

Figura 2 (Pagina seguinte). Via de silenciamento génico por RNAI no nematoide Caenorhabtidis
elegans. O dsRNA exdgeno entra na célula pela mediacdo de proteinas SID-1 e SID-2. O dsRNA
reconhecido pela enzima Dicer é clivado em siRNAs de 21-28 nucleotideos eque se ligam a um
complexo RISC formado por proteinas ligantes a dsRNA (helicases) e por proteinas argonautas.
Apos separacdo das fitas do siRNA, uma delas, que garante a especificidade a sequéncia-alvo, é
retida no RISC. A presenca de siRNA fita-simples leva & ativacdo de outras proteinas da familia
das argonautas no complexo. A fita simples do siRNA é entdo direcionada para sequéncias
complementares de RNA transcrito. Além desse processo, ocorre a amplificacdo do sinal dos
siRNAs quando a fita simples pode ser dissociada do complexo e servir de oligonucleotideo

iniciador da sintese de novas moléculas de dsRNA pela enzima RDRP. Os novos dsRNAs podem
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ser exportados fazendo do silenciamento um efeito sistémico e hereditario (Figura de autoria de

Alexandre A. P. Firmino, 2012).
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Tabela 1. Tipos de pequenos RNAs (adaptado de GHILDIYAL; ZAMORE, 2009)

Tipo

Organismo

Tamanho

(nt)

Proteinas
associadas

Origem

Funcdo

MiRNA

casiRNA

tasiRNA

natsiRNA

Exo-siRNA

Endo-
SiRNA

PiRNA

piRNA-like

21U-RNA
PiRNAs

26G RNA

Plantas, algas,
animais, virus e
protistas

Plantas

Plantas

Plantas

Animais,
plantas, fungos
e protistas

Plantas, algas,
animais, fungos
e protistas

Metazoarios
excluindo
Trichoplax
adhaerens

Drosophila
melanogaster

C. elegans

C. elegans

20-25

24

21

21-24

21-25

~21

24-30

24-30

21

26

Drosha (em animais)
e Dicer

DCL3

DCL4

DCL1eDCL2

Dicer

Dicer (exceto os
SiRNAs
amplificados em C.
elegans que sdo
produtos de
transcricdo pela
RDRP)

Independentes de
Dicer

Independentes de
Dicer

Independente de
Dicer

RDRP

Transcricéo pela Pol
11 a partir dos pri-
miRNAS

Transposons,
sequéncias repetidas

RNAs clivados dos
loci TAS dirigidos por
miRNA

Transcritos
bidirecionais
induzidos por

mecanismos de stress

RNA ex6geno
transgénico, viral ou
sintetizado in vitro

Transcricao de loci
estruturados,
convergentes e
bidirecionais;
MRNAs pareados
com transcritos anti-
sense de pseudogenes

Transcritos primarios,
longos precursores de
DNA

Mutantes do gene
ago2 em Drosophila

Transcricao
individual de piRNAs

Enriquecido no
esperma

Regulagdo da
estabilidade do
mRNA, regulacéo da
traducdo.

Modificacdo da
cromatina

Regulagdo pds-
transcricional

Regulacdo de genes
responsivos ao stress
bidtico (patégeno) e
abidtico (salinidade).

Regulacdo pds-
transcricional, defesa
antiviral.

Regulagdo pos-
transcricional de genes
e transposons

Regulagdo de
retrotransposons; em
C. elegans e humanos,
essenciais na
espermatogénese.

Formagcéo do embriéo

Regulacdo de
transposons

Desconhecido

Abreviaturas: ago2, argonauta; casiRNA, cis-acting sSiRNA; DCL, Dicer-like; endo-siRNA, endogenous small interfering

RNA,; exo-siRNA, exogenous small interfering RNA; miRNA, microRNA; natsiRNA, natural antisense transcript-
derived siRNA; piRNA, Piwi-interacting RNA; Pol Il, RNA polymerase Il; pri-miRNA, primary microRNA; RDRP,
RNA-dependent RNA polymerase; tasiRNA, trans-acting siRNA.
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VII. Objetivos

a. Objetivo Geral

Diante do que foi apresentado, o objetivo do presente trabalho é estudar o

transcritoma do Bicudo do Algodoeiro (Anthonomus grandis) visando, principalmente, a

geracdo de dados de biologia molecular para este organismo e também a avaliacdo de

genes candidatos que codifiqguem moléculas essenciais no desenvolvimento do inseto, para

uso no controle deste inseto-praga via silenciamento por RNAI.

VI.

VII.

VIII.

b. Objetivos Especificos

Obter as fases do bicudo do algodoeiro (larvas, pupas e adultos) para a producdo de
cDNAs enriquecidos e normalizados;

Obter uma biblioteca de todos 0s genes expressos neste inseto-praga, A. grandis nas
diferentes fases de desenvolvimento (larva, pupa e adulto) por sequenciamento de
ESTs (Expressed Sequence Tags) usando técnica de pirosequenciamento em larga
escala 454 (Roche®);

Analisar as sequéncias e construir um banco de dados de ESTs de bicudo;
Identificar genes do bicudo do algodoeiro envolvidos no mecanismo de RNAI;
Identificar genes candidatos ao uso no controle do inseto;

Selecionar genes para uso como referéncia em estudos de expressdo génica por
quantificacdo relativa por RT-qPCR,;

Determinar o perfil de expressdo de gene-alvo ao longo do desenvolvimento do
bicudo do algodoeiro;

Validar um gene-alvo candidato por silenciamento via RNAI utilizando RT-gPCR e

bioensaios.
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CAPITULO |

ANALISE DO TRANSCRITOMA DO BICUDO DO ALGODOEIRO
(ANTHONOMUS GRANDIS)
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I.1. Introducéo

a. Sequenciamentos de Nova Geracao (NGS)

Desde o descobrimento do DNA como codigo da vida na Terra, esforgos foram
feitos para realizar pesquisas que visassem desvendar os detalhes de sua estrutura e dos
mecanismos de transmissdo da informacédo genética. Da elucidacdo da estrutura do DNA
aos métodos de sequenciamento, passaram-se quase 20 anos de descobertas sobre os acidos
nucleicos e suas fungdes celulares. E nos anos seguintes, as ferramentas de bioquimica e
biologia molecular, especialmente de engenharia genética, puderam trazer ao século
passado, numa velocidade jamais vista, milhares de informacGes genéticas sobre os
diversos organismos e seus processos de regulacdo génica.

Entender o alfabeto formado pelas bases nitrogenadas, a estrutura dos genes, a
organizacdo do DNA no ndcleo e sua interagdo com outras moléculas fez da biologia
molecular e da quimica de biomoléculas areas do conhecimento de grandes investimentos
para pesquisas. No inicio da década de 70, varios métodos foram desenvolvidos para
sequenciar DNA de virus e microorganismos. No entanto, o método desenvolvido por
Sanger e colaboradores em 1977 (SANGER et al, 1977) foi amplamente adotado e se
tornou o mais utilizado devido a sua facilidade, repetibilidade e baixa toxicidade quando
comparado com o0s métodos publicados até entdo. Baseado na reacdo de replicacdo
(polimerizacdo) do DNA, a reacdo de sequenciamento pelo método de Sanger utiliza um
dideoxinucleotideo (ddG, ddA, ddT ou ddC) marcado radioativamente e misturado aos
deoxinucleotideos (dG, dA, dT, dC) normalmente encontrados no DNA, além dos outros
componentes necessarios para a duplicacdo: primers, DNA polimerase e tampdo com
cofatores. Considerando a fita de DNA que esta sendo polimerizada, em cada posicao 0s
nucleotideos sdo adicionados um a um. Se um desoxinucleotideo for adicionado, a reacao
continua, com a adicdo do proximo. Caso um didesoxinucleotideo seja adicionado, a
reacao de polimerizacdo desta fita para. O sequenciamento era feito em quatro reacGes de
polimerizagdo, cada qual contendo um Unico tipo de didesoxinucleotideo (A, C, T ou G),
mas 0s quatro desoxinucleotideos em todas. Apds varios ciclos de replicacdo tém-se
praticamente todos os tamanhos possiveis de copias de moléculas de DNA baseados na

sequéncia inicial, com diferencas de apenas uma base entre as copias. No método original
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que foi por muito tempo utilizado, ap6s a polimerizacdo uma etapa de eletroforese em gel
de poli-acrilamida com resolugdo de uma base nucleotidica era necessaria para separar as
quatro reacdes, cada base em uma linha.

Ao longo dos anos, aprimoramentos do método e inovacdes tecnoldgicas
permitiram sua automatizacdo. Os dideoxinucleotideos utilizados foram ligados a
fluordforos, possibilitando o abandono da radioatividade e da eletroforese no processo. O
sequenciamento de Sanger passou a ser capilar, requerendo pequenas quantidades de
amostra. A capacidade de leitura atingiu uma média de 1000 a 1200 pares de bases (pb).
Apesar da ampla capacidade e grande aplicacdo, vérias técnicas pré-sequenciamento
precisaram ser desenvolvidas, quando o objetivo do sequenciamento era um gene
completo, ou uma regido de um genoma de um organismo, na tentativa de aumentar o
tamanho da sequéncia.

Foi 0 advento do sequenciamento de genomas completos (WGS — Whole Genome
Sequencing) que permitiu a busca de um avanco das técnicas de sequenciamento. Na
década de 90, para sequenciar pedacos maiores de DNA, uma abordagem chamada de
sequenciamento por shotgun foi utilizada pelo Projeto Genoma Humano (HGP) (ZHANG
et al., 2011). Neste tipo de sequenciamento, 0 DNA genémico é quebrado em pedacos
menores, por processos enzimaticos ou mecénicos. Os pedacos sdo clonados em vetores de
bactéria e enriquecidos. Apds o sequenciamento, pedagos longos de DNA podem ser
montados por alinhamento e sobreposicdo dos fragmentos aleatdrios. O Projeto Genoma
Humano foi uma iniciativa de determinar a sequéncia total do genoma humano,
identificando e mapeando os aproximadamente 20.000 a 25.000 genes. O consorcio era
formado principalmente por cientistas dos Estados Unidos, Reino Unido, Francga, Australia,
Alemanha e Japdo, além de outros colaboradores. O projeto foi iniciado em 1990 com uma
estimativa de 15 anos. Apds 11 anos, 0s primeiros rascunhos foram publicados, com cerca
de 90% do genoma sequenciado (LANDER et al., 2001; YAMEY, 2000). Concluido em
2003 (CONSORTIUM, 2004), dois anos antes do previsto, o projeto teve um calculo
estimado de gastos de cerca de US$ 3 a 4 bilhdes de ddlares. Além do sequenciamento do
genoma humano, o consorcio ainda focou em alguns organimos-modelo como a bactéria
Eschericchia coli, a mosca da fruta Drosophila melanogaster e o camundongo Mus
musculus. Em um projeto paralelo, realizado pela iniciativa privada, Venter e

colaboradores (2001) publicaram também um sequenciamento do genoma humano. Os
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dois projetos juntos iniciaram uma era de estudos de desenvolvimento de técnicas para o
estudo de genomas completos.

Nas trés décadas que se sucederam ao desenvolvimento da técnica, o
sequenciamento capilar de Sanger evoluiu para uma escala que permitia a andlise de
genomas completos e complexos, das poucas kilobases de genomas virais em 1980, para as
gigabases dos genomas do camundongo e humano em 2001. No entanto, a maior revolucao
aconteceu por volta de 2005, quando as chamadas metodologias de sequenciamento de
nova ou segunda geracdo (NGS - Next-Generation Sequencing; SGS — Second Generation
Sequencing) comecaram a gerar uma quantidade maior de dados por um custo muito
menor, e em muito menos tempo, permitindo o sequenciamento completo de um genoma
de mamifero em poucos dias, além de permitirem sequenciamentos de novo (HENSON et
al, 2012; MARDIS, 2008; ZHANG et al., 2011). Também chamadas de metodologias de
sequenciamento massivo em paralelo, as tecnologias SGS leem as sequéncias de DNA
gendmico de forma randémica. Em geral, o DNA genémico é quebrado em pequenos
pedacos e ligados a adaptadores. Uma leitura randémica € feita durante uma reacdo de
sintese de DNA (sequenciamento por sintese). Uma limitacdo € o tamanho dos reads
sequenciados que variam entre 50 e 600 pb dependendo da técnica (ANSORGE, 2009;
HENSON et al., 2012; ZHANG et al., 2011). Até recentemente, as tecnologias NGS eram
dependentes de emisséo de luz, e, portanto, de um sistema eficiente de deteccdo luminosa.
Uma nova série de plataformas NGS, chamadas de NGS de terceira geracdo (TGS) ja
existe com a promessa de diminuir mais 0s custos e aumentar os tamanhos dos reads
sequenciados. Metodologias mais recentes, como 0 sequenciamento de uma Unica
molécula de DNA (SMRT, Helioscope ou RNAP), ja permitem a leitura continua de
quilobases (PAREEK et al, 2011; THOMPSON; MILOS, 2011). Para um resumo sobre as
principais tecnologias de NGS atualmente em uso e em desenvolvimento, ver (ZHANG et
al., 2011).

b. Pirosequenciamento

A primeira tecnologia NGS disponivel foi desenvolvida pela empresa 454 Life
Sciences em 2005. A tecnologia era baseada em um método de monitoramento da sintese
de DNA pela polimerase por quimioluminescéncia descrito por Pal Nyren em 1987
(NYREN, 1987). Em 1998, Ronaghi e colaboradores (RONAGHI et al, 1998)
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aperfeicoaram esse processo chamado entdo de pirosequenciamento, um método de
sequenciamento por sintese, em tempo real, baseado na liberacdo de pirofosfato.

Os passos da reacdo de pirosequenciamento estdo resumidos na figura 3. A fita de
DNA a ser sequenciada ¢ hibridizada com um primer e cada deoxinucleotideo (ANTP) é
adicionado por ciclo. A cada incorporacdo de um dNTP, um pirofosfato (PPi) € liberado
pela reacdo catalisada pela DNA polimerase I. O PPi ¢ incorporado a um substrato 5°-
Fosfosulfato de adenosina (APS) por uma sulfurilase formando ATP. O ATP formado é
usado na conversdo de luciferina em oxiluciferina mediada pela luciferase, uma reacédo que
libera um féton em quantidade equimolar & de PPi gerado na reacdo da polimerase. Assim,
cada dNTP ligado ao DNA pela sintese, gera um foton. Para evitar sucessivas lavagens
antes de um novo ciclo com um novo dNTP, Ronaghi inseriu uma quarta enzima, apirase,
para degradar o excesso de dNTP e possiveis moléculas de ATP ndo utilizadas pela
luciferase. Além disso, dATPaS (a-tio-trifosfato de adenosina) é utilizado no lugar do
dATP na reagéo, por ser substrato da polimerase, mas ndo da luciferase. A quantidade de
luz produzida na reacdo da luciferase pode ser estimada por um aparelho sensivel a luz
como um lumindémetro ou uma camera de CCD (charge-coupled device). A luz gerada em
cada ciclo gera um pirograma que é analisado e processado (AHMADIAN et al, 2006;
HENSON et al., 2012; HUSE et al.,, 2007; MARDIS, 2008; THOMPSON; MILOS,
2011; ZHANG et al., 2011).

DNA
Polimerass |

ATGCGATATATACATAGGGATAL

AGATTGAAC

Figura 3. Etapas da reacdo de pirosequenciamento. A adicdo de um nucleotideo especifico libera
um pirofosfato que € utilizado para gerar ATP. O ATP ¢é utilizado na oxidacgdo da luciferina que
libera um foton em razdo equimolar ao nimero de nucleotideos incorporados na reacgéo (Figura de
autoria de Alexandre A. P. Firmino, 2012).
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Em 2005, a 454 Life Sciences lancou a primeira plataforma de NGS, a GS 20,
baseada em pirosequenciamento, automatizando o processo (AHMADIAN et al., 2006;
MARDIS, 2008). O método teve um grande sucesso devido ao acoplamento de uma PCR
de emulsdo de uma unica molécula com o pirosequenciamento dos 580.000 pb do genoma
de Mycoplasma genitalia com uma cobertura de 96% e uma acurécia de 99,96% em uma
Unica corrida de GS 20 (MARGULIES et al., 2005).

Na PCR de emulsdo, as amostras de DNA fita simples (fragmentos de DNA
genémico ou de bibliotecas de cDNA gerados por shotgun, ou amplicons, polidos para
evitar extremidades coesivas) sdo previamente ligados a adaptadores especificos. Em
seguida, sdo misturadas a uma populacdo de nanoesferas de agarose que contem
oligonucleotideos complementares aos adaptadores, de forma que, por titulacdo, cada
nanoesfera se ligue a apenas um tipo de fragmento de DNA. Cada complexo fragmento-
nanoesfera é isolado em micelas individuais de 6éleo e 4gua. Cada micela contem todos os
reagentes necessarios para uma PCR. A PCR de emulsdo das micelas produz, entédo,
milhGes de cdpias de um mesmo fragmento de DNA na superficie de cada nanoesfera.

Cada fragmento do mesmo tipo amplificado em uma Unica nanoesfera é
sequenciado em massa e de forma paralela. I1sso acontece porque as nanoesferas sao
colocadas em pocos de 44 pum de didametro x 50 pm de altura de uma placa de picotitulagdo
(PicoTiter Plate - PTP) (Figura 4) (ROCHE_DIAGNOSTICS_CORPORATION, 2012).
Em cada poco da PTP sé cabe uma Unica nanoesfera. Atualmente, uma PTP pode ter até
cerca de 1.500.000 pocgos. A disposicdo dos pogos permite uma localizacdo cartesiana fixa
e uma monitoracdo das reacdes que ocorrem dentro deles. Esferas menores, contendo as 4
enzimas da reacdo de pirosequenciamento, sdo adicionadas a PTP e a mistura €
centrifugada. A placa é colocada em no sequenciador e a PTP passa a ser uma célula de
fluxo na qual cada dNTP ¢é adicionado por ciclo. Em cada ciclo, ap0s reacdo da polimerase,
e, portanto, a incorporacdo do dNTP, uma imagem ¢€ registrada pela cAmera de CCD, que
capta a luz emitida por cada nanoesfera. Os primeiros 4 nucleotideos dos adaptadores
ligados aos primers de sequenciamento sdo sempre dTdCdGdA. Isso foi determinado para
que se possa calibrar o instrumento, a fim de que ele reconheca a luz emitida em cada poco
apos a incorporagdo de um Unico dNTP. Da mesma forma, a adi¢cdo de dNTP nos ciclos
segue a mesma ordem, um dNTP por vez, o que facilita a analise dos dados pelo

instrumento, e a atribuicdo do nome da base em cada posi¢do, chamada de base calling
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(AHMADIAN et al., 2006; ANSORGE, 2009; HENSON et al., 2012; MARDIS, 2008;
ROCHE_DIAGNOSTICS_CORPORATION, 2012).

Figura 4. Micrografia eletrbnica da placa de pico-titulagdo (Picotiter plate) para
pirosequenciamento, na qual esferas de reagdo de sequenciamento sdo colocadas nos pocos de 44
um de diametro. Foto retirada do website 454 Sequencing da empresa Roche (www.454.com).

No ano de 2007, a empresa Roche Diagnostics comprou a 454 Life Sciences, e
langou a plataforma 454 GS FLX (PAREEK et al., 2011). Esta plataforma conseguia
produzir em uma corrida de 10 horas 500.000 sequéncias (reads) de cerca de 250
nucleotideos por um custo muito baixo em relacdo aos métodos classicos. Apos o
lancamento da plataforma 454 GS FLX com reagentes da série Titanium, 0 numero de
nucleotideos por sequéncia passou para até 400 e o numero de sequéncias por corrida
chegou a 1.000.000. Atualmente, o sistema GS FLX Titanium XL+ promete uma leitura de
até 1000 nucleotideos por sequéncia numa corrida de 23 horas, com uma acuracia de
99,997% (ROCHE_DIAGNOSTICS_CORPORATION, 2012).

O uso do pirosequenciamento trouxe muitas vantagens aos estudos de gendmica e
transcritbmica. E um método de maior acuracia, que garante maior cobertura de
sequenciamento, em menor tempo e com um custo menor. Além disso, ndo necessita de
uma etapa de clonagem em vetores, que normalmente produz um viés de sequéncias
menores, preferencialmente clonadas. A incorporacdo de cada nucleotideo é especifica, por
ciclo, garantindo uma diminuicao de erros de substituicdo nas sequéncias. Apesar de gerar
sequéncias menores que o0s classicos sequenciadores com capilares, o tamanho é de cada
fragmento multiplicado pela cobertura de sequenciamento é suficiente para obter um
genoma bacteriano completo em um sé corrida (PAREEK et al., 2011).

Algumas caracteristicas do processo do pirosequenciamento sdo indesejaveis e
metodologias de tratamento da amostra ou até outros métodos de sequenciamento devem

ser utilizados dependendo do tipo de informacgdo que se deseja. Uma biblioteca de cDNA
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gerada por RT-PCR, por exemplo, quando sequenciada, pode ndo conter as sequéncias dos
transcritos menos representados, exigindo uma etapa de normalizagdo (BOGDANOVA et
al, 2008; LAl et al., 2012). Outro problema é a presenca sequéncias de DNA ricas em
homopolimeros. Acima de 6 nucleotideos seguidos iguais, o instrumento de 454 € incapaz
de diferenciar o numero de nucleotideos incorporados, gerando erros de inser¢do ou
delecdo durante o base calling. Um maior erro de base calling também ocorre nas
extremidades 3’ das sequéncias (HUSE et al., 2007; MILLER et al., 2010).

c. Nogdes de Bioinformética para Pirosequenciamento 454

A montagem de um genoma ou transcritoma é uma estrutura de dados hierarquica
gue mapeia os dados de uma sequéncia, agrupando reads em contigs, e, no caso de
genomas, contigs em scaffolds. Contigs sdo formados por um alinhamento multiplo de
sequéncias de reads com uma sequéncia consenso, quando esta existir. Scaffolds definem a
ordem dos contigs e sua orientacdo, além do tamanho dos gaps (espagos gerados por
sequéncias ndo definidas) entre os contigs. Para organismos modelo, ou com um genoma
ou transcritoma de referencia, 0 método de montagem de um transcritoma geralmente é
menos complicado. No entanto, a quantidade de dados de transcritoma de organismos nao
modelo tem aumentado (KUMAR; BLAXTER, 2010), especialmente insetos. Com o
advento das metodologias NGS, a montagem de novo de transcritomas teve como desafio o
desenvolvimento de ferramentas computacionais capazes de processar sequéncias
pequenas. As tecnologias atuais de sequenciamento de DNA compartilham da limitacéo de
que o tamanho dos reads sdo bem menores que 0s genomas e ou transcritos dos quais
fazem parte. Por essa razdo, o pirosequenciamento 454 € muito utilizado para transcritomas
devido ao tamanho maior dos reads, até 700 pb, quando comparado com outras tecnologias
NGS. O formato mais aceito para montagem com as diversas ferramentas disponiveis é o
fasta. Para os reads 454 de um transcritoma, as ferramentas mais utilizadas para
montagem de novo sdao CAP3 (HUANG; MADAN, 1999), MIRA (CHEVREUX et al.,
2004), Newbler (Roche), Segman NGen (DNAStar), CLC bio, e a aplicacdo web
EGassembler (MASOUDI-NEJAD et al., 2006).

Alguns desafios foram gerados pelas técnicas NGS no estudo de transcritomas, que

precisam ser solucionados pelas ferramentas de bioinformatica para que a montagem gere
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contigs confiaveis. Além do ja citado menor tamanho dos reads, transcritomas contém
dados de transcritos com 0s mais diversos niveis de expressdo. Esta € uma caracteristica
facilmente resolvida pela normalizacdo do nivel de expressdo dos transcritos. Mas a
normalizacdo nem sempre € interessante experimentalmente, como no caso de
transcritdbmica comparativa.

A presenca de regides repetitivas e de homopolimeros pode levar a erros de
montagem. Por exemplo, qualquer ferramenta tolera uma certa margem de erro no
alinhamento para evitar perder reads que aparentemente ndo se sobrepdem. Esta tolerancia
de erro pode levar a montagens quiméricas em regifes de homopolimeros. Por isso a
cobertura do sequenciamento de uma base deve ser alta, isto é, 0 nimero de reads que se

alinham contendo uma determinada base deve ser alto.

d. Transcritomas de Insetos

Insetos representam mais de um milhdo de espécies descritas. Apesar da grande
diversidade de espécies e da importancia dos insetos, em especial como vetores de doencas
e pragas agricolas, faz-se necessario um aumento dos recursos disponiveis atualmente para
estudos de biologia molecular de insetos, para melhor entender sua fisiologia e bioquimica,
e para que seja possivel encontrar novas moléculas para uso como ferramentas
biotecnolodgicas de controle.

O primeiro genoma completo de um inseto, o da mosca da fruta Drosophila
melanogaster, foi publicado ha mais de 10 anos pelos cientistas do projeto genoma
humano utilizando sequenciadores com capilares baseado na tecnologia de Sanger
(ADAMS et al., 2000). Desde entdo, com o desenvolvimento das tecnologias de NGS,
pouco mais de 40 genomas de insetos foram sequenciados completamente e
disponibilizados em bancos de dados. Com o avanco dessas tecnologias, especialmente
com tecnologia desenvolvida pela empresa Solexa, depois comprada pela empresa Illumina
(MARDIS, 2008), alguns genomas foram re-sequenciados, como o0s das espécies D.
melanogaster e Bombyx mori em projetos de sequenciamento de populagdes diferentes
(TURNER et al., 2011; XIAetal., 2009; ZHU et al., 2012).

Ainda que as tecnologias de NGS tenham facilitado bastante o sequenciamento de

genomas completos, é na area da gendmica funcional que essas tecnologias somam o maior
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namero de trabalhos publicados. O sequenciamento de transcritomas de varios organismos
produz uma grande quantidade de informacdes sobre a expresséo e a regulacdo de genes de
um organismo em determinadas regides do corpo, tecido ou célula, durante um
determinado processo fisiologico ou em uma situacdo especifica, como estresse, por
exemplo.

A utilizagdo de pirosequenciamento para estudo de transcritomas tem sido utilizada
em preferéncia aos outros tipos de NGS quando o organismo estudado nao tem um genoma
sequenciado como referéncia. Isso se da porque a montagem dos transcritomas apos o
sequenciamento se torna mais dificil quando o tamanho das sequéncias é pequeno, em
torno de 100 nucleotideos, como no caso das plataformas de sequenciamento das empresas
llumina (HiSeq 2000, HiScan) ABI (SOLiD 5500xl), Polonator (G.007), Helicos
(Heliscope), Visigen Biotechnologies (FRET base-especifico), Life Technologies/lon
torrente systems (sequenciamento baseado em semicondutor i6nico), entre outros
(MILLER et al., 2010; ZHANG et al., 2011). Apesar disso, existem genomas montados de
novo com essas tecnologias, como o genoma do panda, sequenciado completamente com
tecnologia lllumina (LI et al., 2010).

Apos a introducdo das técnicas NGS, a analise de transcritomas se tornou rapida e
mais eficiente. E possivel detectar e identificar microRNAs, regides 3’ ¢ 5° ndo traduzidas
e mRNAs completos (LEGRAND et al., 2010, SHIN et al., 2008).

De forma mais especifica, o estudo de transcritomas de insetos tem sido empregado
para avaliar o perfil de expressdo de genes para um determinado uso biotecnoldgico e se
tornou uma ferramenta efetiva para a busca de moléculas candidatas, potenciais para uso
no controle da populacdo de insetos. Particularmente, a estratégia de pirosequenciamento
utilizando 454 ja foi utilizada para estudar transcritomas de insetos vetores de doencas,
(HAHN et al., 2009; LI, S. et al., 2009; ZHANG, F. et al., 2010; GREGORY et al.,
2011), metagendbmica (WONG GREGORY et al.,, 2011) e para analisar genes que
codificam proteinas da hemolinfa e do intestino médio (ZOU et al., 2008; PAUCHET et
al., 2009; DOSTALOVA et al., 2011; MA etal., 2012; PASCUAL et al., 2012; PENG et
al., 2011), e enzimas de vias metabdlicas (KARATOLOS et al., 2011; PAUCHET et al.,
2010; ZAGROBELNY et al., 2009). Além disso, estudos de transcritoma foram feitos
para prover pacotes de dados de ESTs de insetos modelos e ndo modelos (CAHAIS et al.,
2012; KEELING etal., 2012; VERA et al., 2008; ZHANG et al., 2011).
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1.2. Materiais e Métodos

a. Criacdo de Bicudo do Algodoeiro em Coldnia

Ovos, larvas e insetos adultos de A. grandis foram criados no Laboratério de
Bioecologia e Semioquimicos de Insetos da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
em Brasilia-DF. A col6nia é alimentada com dieta artificial como descrito por Monnerat e
colaboradores (MONNERAT, R.G. et al., 2000; MONNERAT, R. G. et al., 2002) e
mantida a 26 + 2 °C, umidade relativa de 60 £ 10% e fotofase de 12 horas.

b. Extracdo de RNA total

Para extracdo de RNA total de cada fase do inseto, foi determinado, na fase larval o
namero de instares pelo método de medicéo da cépsula encefalica. Larvas foram separadas
ao eclodir do ovo e acompanhadas durante 12 dias em dieta artificial. A cada dia, a capsula
de 10 larvas foi medida em uma lupa em triplicata (30 larvas).

Foi extraido RNA total separadamente de cada uma das fases distintas de
desenvolvimento do inseto: ovos, larvas (3 instares), pupa e adulto (macho e fémea). A
sexagem foi feita como descrito por Sappington e Spurgeon (2000).

Para extracdo de RNA, individuos de cada fase de desenvolvimento foram
triturados em almofariz com pistilo, contendo N, liquido, conforme a tabela 3 (ver
Resultados — Extragdo de RNA Total). A extracdo de RNA de ovos e larvas foi feita
utilizando o reagente de Trizol (Invitrogen Life Technologies) de acordo com instrucgdes do
fabricante. A extracdo de RNA de pupas foi feita com o kit RNeasy Micro Kit (QIAGEN).
As amostras foram tratadas com 2U de DNase | RNase-free (Ambion, Invitrogen Life
Sciences) por 30 minutos a 37 °C, de acordo com instrucdes do fabricante. Apds etapa de
limpeza em coluna do kit RNeasy Micro Kit (QIAGEN) e verificacdo da qualidade em gel
de agarose 1,5%, a concentracdo de RNA foi determinada em um fluorémetro Qubit,
utilizando o kit Quant-iT RNA assay (Invitrogen Life Technologies). Foi feito um pool
equimolar dos RNAs de cada fase do inseto e um total de 30 pug do pool de RNA foi
enviado para sintese de cDNA e pirosequenciamento para a empresa Eurofins MWG

Operon, em Huntsville, AL, USA (http://www.eurofinsdna.com/).
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c. Construcdo e Normalizacdo da Biblioteca de cDNA e Pirosequenciamento

De acordo com informacgGes da empresa Eurofins, o RNA total foi analisado em um
Agilent 2100 Bioanalyzer antes da purificacdo de mRNA. Para obtencdo da biblioteca o
cDNA foi sintetizado de um pool de quantidades iguais de RNA total de cada fase do
inseto, numa reacdo de transcricdo reversa utilizando primers randémicos. A sintese foi
seguida da ligacdo de adaptadores 454 A e B (Roche 454 Life Sciences) nas extremidades
5’ ¢ 3 do cDNA. O cDNA foi amplificado utilizando uma enzima com mecanismo de
verificacdo (proof-reading) e analisado em gel de agarose 1,5%. Os fragmentos de
nucleotideos variaram em tamanho, de menos de 100pb até cerca de 5000pb e foram
processados por shotgun. A biblioteca foi normalizada para reduzir a probabilidade de
sequenciar apenas 0s transcritos mais abundantes (ZHULIDOV et al.,, 2004). A
normalizagdo foi feita por um ciclo de desnaturacdo e reassociacdo lenta do cDNA, de
acordo com o manual do fabricante. Moléculas de cDNA fita dupla reassociadas foram
separadas das moléculas normalizadas de fita simples numa coluna de hidroxiapatita
(FADROSH et al., 2011). A biblioteca de cDNA normalizada foi amplificada por oito
ciclos de PCR. Apds purificacdo e analise em gel de agarose, 0 cDNA normalizado foi
submetido ao pirosequenciamento 454 utilizando tecnologia GS FLX Titanium, de acordo
com os protocolos fornecidos pelo fabricante (Roche 454 Life Sciences), em uma corrida

de meia placa.

d. Pré-processamento das Sequéncias

As sequéncias provenientes do pirosequenciamento (reads) foram enviados em
formato .sff (standard flow files). Antes das etapas de montagem dos contigs, foi feito um
pré-processamento utilizando o pipeline da ferramenta de bioinformatica est2assembly
versdo 1.03 (PAPANICOLAOU et al., 2009). Nesta etapa foram removidas as sequéncias
de baixa qualidade, os adaptadores 454, e as extremidades poli-A*. Além disso, sequéncias
de organismos contaminantes (procariotos, virus, DNA mitocondrial, etc.) foram retiradas

apos analise por BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) definida pelo usuério. Estes dados

foram depositados no repositorio SRA do National Center for Biotechnology Information
(NCBI) sob numero de acesso SRA059959.
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e. Montagem dos contigs, Anotacdo e Ontologia Génica

As sequéncias contiguas (contigs) foram montadas utilizando o software MIRA
v3.3.0.1 (CHEVREUX et al., 2004) no modo default.
As buscas por homologia (BLASTX and BLASTN) de sequéncias Unicas e a

anotacdo funcional por termos de ontologia génica (GO; www.geneontology.org), InterPro

(InterProScan, EBI), codigos de classificacdo enzimatica (EC) e vias metabdlicas (KEGG,
Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) foram determinadas utilizando a ferramenta
Blast2GO software suite v2.4.3 (www.blast2go.org). As buscas por homologia foram
realizadas de forma remota no servidor NCBI utilizando QBLAST. As sequéncias foram
submetidas a alinhamentos contra o banco de dados ndo redundante (nr) de proteinas do
NCBI via BLASTX, utilizando um limite de E-value de 10 e selecionando as proteinas
preditas com um minimo de 20 amino&cidos. Para 0 mapeamento da ontologia, o programa
extrai os termos GO associados com as homologias identificadas com QBLAST e retorna
uma lista de anotacbes de GO representadas como categorias hierarquicas com
especificidade crescente. Blast2GO permite uma selecao de nivel de significancia para uma
taxa de falsos positivos (False Discovery Rate - FDR) que foi usada como um limite de
0,05% de nivel de probabilidade. Os termos de GO foram modulados com a ferramenta de
melhoramento de anotacdo (ANNEX), seguido da ferramenta GOSIlim genérico disponivel
no Blast2GO (goslim_generic.obo). GOSIlim é um subset de vocabulario de ontologia
génica. Gréaficos combinados foram construidos nos niveis 2, 3 e 5 das categorias
Biological Process (Processo Bioldgico), Cellular Component (Componente Celular) e
Molecular Function (Fungdo Molecular), respectivamente. Os codigos de classificacdo
enzimatica e as anotacdes das vias metabolicas KEGG foram gerados do mapeamento
direto dos termos de GO com os seus codigos enzimaticos equivalentes. As buscas de
InterPro foram realizadas remotamente a partir do Blast2GO no servidor web InterProEBI.
As configuracdes default do Blast2GO foram utilizadas em todos os passos da anotagéo.
Uma comparac¢do entre a anotacdo do transcritoma do bicudo com a do genoma do
coledptero Tribolium castaneum foi realizada utilizando a ferramenta WEGO (Web Gene

Ontology Annotation Plotting - http://wego.genomics.org.cn) (YE et al., 2006). Além

disso, uma comparagdo dos acessos de pfam do genoma de Drosophila melanogaster e

Bombyx mori com os acessos de pfam do transcritoma de A. grandis foi realizada

44


http://www.geneontology.org/
http://wego.genomics.org.cn/

construindo um Diagrama de Venn, com uma ferramenta livre oferecida pelo Laboratério
de Bioinformatica e Gendmica Evolutiva do Departamento de Biologia de Sistemas de
Plantas da Universidade de Gent, Belgica

(http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/).

f. Analise in silico da Sequéncia do Dominio PAZ de contigs

Uma busca textual e por sequéncia foi feita no transcritoma para as sequéncias de
genes descritos na literatura envolvidos no mecanismo de RNAI, baseadas em sequéncias

disponiveis no Protein Database do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein).

Os dois maiores contigs contendo um dominio PAZ foram selecionados para
comparacdo com dominios de outros organismos. A sequéncia do dominio PAZ da
Argonauta2 de Drosophila melanogaster foi utilizada como modelo e todas as sequéncias
alinhadas contém o dominio PAZ completo, inclusive os contigs do bicudo. O alinhamento
foi  feito utilizando o  Multiple  Sequence  Alignment do  ClustalW2
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) (LARKIN et al., 2007) e editado com Jalview
(http://www.jalview.org/) (WATERHOUSE et al., 2009). Abaixo, seguem as sequéncias

utilizadas para o alinhamento, mantendo o seu nome conforme o depésito no banco de

dados de proteinas do NCBI.

>Ce Dicerl
DMSYTINMKYVSEVVANMENMPRIPKDEVRRQYKFNAEDYKDAIVMPWYRNLEQPVFYYVAEILPEWRPSSKF
PDTHFETFNEYFIKKYKLEIYDONQSLLDVDETSTRLNLLOPRIQNQP

>Ce Algl
SMPVIEFIAEVLELPVQALAERRALSDAQRVKEFTKEIRGLKIEITHCGOMRRKYRVCNVTRRPAQTQTEFPLQL
ETGQTIECTVAKYFYDKYRIQLKYPHLPCLQVGQEQKHTYLPPEVCNIV

>Ce Alg2
AMPVIEFVAEVLELPVQALAERRALSDAQRVKEFTKEIRGLKIEITHCGAVRRKYRVCNVTRRPAQTQTFPLQL
ETGOTIECTVAKYFFDKYRIQLKYPHLPCLQVGQEQKHTYLPPEVCDIV

>Dm AGO2
VDIgHKSFPISMPMIEYLERFSLKAKINNTTNLDYSRRFLEPFLRGINVVYTPPQSFQSAPRVYRVNGLSRAP
ASSETFEHDGKKVTIASYFHSRNYPLKFPQLHCLNVGSSIKSILLPIELCSIEEGQALNRKDGATQVANMIKY
AATS

>Dm_AGO1C
FYKAQPVIDFMCEVLDIRDINEQRKPLTDSQRVKFTKEIKGLKIEITHCGOMRRKYRVCNVTRRPAQMQSFEFPL
QLENGQTVECTVAKYFLDKYRMKLRYPHLPCLQVGQEHKHTYLPLEVCNIVAGQRCIKKLTDMQTSTMIKATA
RS
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>At AGO
STAFTIEANPVIQFVCDLLNRDISSRPLSDADRVKIKKALRGVKVEVTHRGNMRRKYRISGLTAVATRELTEFPV
DERNTQKSVVEYFHETYGFRIQHTQLPCLQVGNSNRPNYLPMEVCKIVEGQRYSKRLNERQITALLKVTCQR

>At AGO1l
HSSFRPTHGGLSLNIDVSTTMILEPGPVIEFLKANQSVETPRQIDWIKVAAKMLKHMRVKATHRNMEFKIIGL
SSKPCNQQLFSMKIKDGEREVPIREITVYDYFKQTYTEPISSAYFPCLDVGKPDRPNYLPLEFCNLVSLQRYT
KPLSGRQRVLLVESSRQK

>Hs Agol
FYKAQPVIEFMCEVLDIRNIDEQPKPLTDSQRVRFTKEIKGLKVEVTHCGOMKRKYRVCNVTRRPASHQTEFPL
QLESGQTVECTVAQYFKOKYNLOLKYPHLPCLQVGQEQKHTYLPLEVCNIVAGQRCIKKLTDNQTSTMIKATA
RS

>Sp_Agol
ISSSAFWRNDSLLOILMEYTDCSNVRDLTRFDLKRLSRKFRELKVTCQHRNNVGTDLANRVYSIEGFSSKSAS
DSFEFVRRLNGEEQKISVAEYFLENHNVRLOQYPNLPCILVKNGAMLPIEFCEFVVKGOQRYTAKLNSDQTANMIRE
AVQR

>Dm Dicer-1
VKAPAGGKHIDWQFLELIQANGNTMPRAVPDEERQAQPFDPQREFQDAVVMPWYRNQDQPQYFYVAEICPHLSP
LSCFPGDNYRTFKHYYLVKYGLTIQONTSQPLLDVDHTSARLNFLTPRYVNRKGVALPTSSEETKRAKRENLEQ
KOQILVPELCTVHPFPASLWRTAVCLPCILYRINGLL

>Hs Dicer-1
PLNVVNDSSTLDIDFKFMEDIEKSEARIGIPSTKYTKETPFVFKLEDYQDAVIIPRYRNEFDQPHRFYVADVYT
DLTPLSKEFPSPEYETFAEYYKTKYNLDLTNLNQPLLDVDHTSSRLNLLTPRHLNQKGKALPLSSAEKRKAKWE
SLONKQILVPELCAIHPIPASLWRKAVCLPSILYRLHCLL

>At Dicer-like-1
ASFDVVRASGLLPVRDAFEKEVEEDLSKGKLMMADGCMVAEDLIGKIVTAAHSGKRFYVDSICYDMSAETSEP
RKEGYLGPLEYNTYADYYKQKYGVDLNCKQQPLIKGRGVSYCKNLLSPRFEQSGESETVLDKTYYVFLPPELC
VVHPLSGSLIRGAQRLPSIMRRVESML

>A grandis 454 c1018
REELGADFWSNLEKLIKNVKVKTNHRSPNNRELSFKVSGILQQPASSVMFEIEDKROSVAEYFAAAYKPLTYP
NLPVVVVKKRGMTLFFPIEVLDLHDGQOKYQKK

>A grandis 454 c4142
EEEDYLTYQTSSGEKLLYFLRIARXETKHTNFPKKFKISGILSKSANEITFMKDDKEISVAEYFASVYGPLKN
PNYPVAIVKKQGKESFFPIEVLKIC

I.3. Resultados e Discussao

a. Determinacdo dos Instares na Fase Larval do bicudo

Como néo foi descrito um método de determinacéo de instares nos estagios larvais
de A. grandis, fez-se necessario defini-los antes da extracdo de RNA. O método mais
confiavel e comumente utilizado para coleopteros é a medicao da capsula encefalica, ainda
gue outros parametros possam ser utilizados para algumas espécies (LOGAN et al., 1998;

CALVO; MOLINA, 2008; HAMMACK et al., 2003; PANZAVOLTA, 2007). No caso do
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bicudo do algodoeiro, foi possivel determinar 3 grupos com tamanhos diferentes de
capsula encefélica, e 3 instares foram determinados (Tabela 2). Interessante notar que as
larvas passaram mais tempo no 3° instar. As mudas ocorreram do segundo para o terceiro
dia, e do quinto para o sexto dia apds a eclosdo. Com 12 dias, as larvas ja estdo em um
estagio de pré-pupa.

Tabela 2. Determinacéo de instares de larvas de bicudo baseada no tamanho da cépsula encefalica.
O namero de dias em que a larva permanece em cada instar também foi determinado

Tamanho da capsula encefalica Dias
Instar
(mm)
1 0.32+0.038 2-3
2 0.53+0.023 2-3
3 1.03+£0.054 6-8

b. Extracdo de RNA Total, Pirosequenciamento e Pré-processamento das

sequéncias (reads)

A figura 5 mostra um gel de agarose com as fragdes de RNA total de cada fase do
bicudo do algodoeiro. Todas as amostras foram extraidas com Trizol, exceto 0 RNA de
pupas. Todas as vezes que foi tentada esta metodologia com pupas houve degradacdo do
RNA. Por isso, foi testado o kit RNeasy (QIAGEN). Para as primeiras fases de
desenvolvimento do bicudo, como ovos e 1° e 2° instares, muitos individuos foram
necessarios para conseguir cerca de 5 ug de RNA total partindo de 1mL de Trizol (Tabela
3). No caso dos das pupas e adultos, o uso de mais que 5 individuos provocou a
degradacdo do RNA com os protocolos utilizados. O mesmo aconteceu com as larvas de 3°
instar, quando utilizadas mais de 20 individuos.

Conforme ja descrito por Winnebeck e colaboradores (2010), o perfil de RNA total
de insetos observado em gel de agarose, com mais de duas bandas definidas, geralmente
reflete os componentes enddgenos presentes de RNA ribossdémico mais do que um perfil
de degradacdo causado pela extracdo. A falta de conhecimento sobre a composicdo das
subunidades de RNA ribossémico, que difere entre os organismos, leva geralmente a uma
interpretagdo errada nos experimentos didrios de laboratério. Uma analise em um
equipamento como BioAnalyzer (Agilent) é mais eficaz para certificar a integridade do
RNA. Nos resultados aqui apresentados essa analise foi feita pela empresa Eurofins MWG

Operon (www.eurofinsdna.com). O nimero de integridade do RNA (RIN - RNA Integrity
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Number) para a amostra foi de 8,8. E aconselhavel para obtencdo de bibliotecas de cDNA,
qgue o RIN esteja acima de 8,0. De acordo com a empresa, por controle de qualidade,
abaixo desse valor, ndo ¢ realizado o servico de pirosequenciamento.

Da biblioteca de cDNA submetida ao pirosequenciamento, apds uma corrida com
meia-placa na plataforma 454 GS FLX Titanium (Roche), foram sequenciadas
179.676.724 pares de bases, gerando 576.297 reads (Tabela 4). Este numero pode ser
considerado muito bom, uma vez que uma corrida com placa completa tinha capacidade de
gerar 1.200.000 reads. ApoOs o pré-processamento, 310.182 reads foram utilizados para
montagem. Esse numero de reads apds o pré-processamento é o primeiro indicador de
validacéo da qualidade do RNA e da biblioteca de cDNA. Apesar da diferenga no nimero
de reads, a quantidade de bases ap0s 0 processamento ndo caiu muito, mostrando que 0s
reads ndo selecionados eram muitos, porém de menor tamanho (Tabela 4). O tamanho
médio dos reads também ndo alterou muito.

As sequéncias (reads) enviadas apds o pirosequenciamento foram analisadas
segundo o pipeline descrito por Papanicolaou e colaboradores (2009). Os reads foram
enviados em formato .sff, arquivos binarios contendo uma identificacao (ID), as sequéncias
de nucleotideos, os valores de qualidade para cada base e o sinal de intensidade. Estes
arquivos foram convertidos e salvos em formatos (.fasta, .fna, .qual, e outros) para serem
lidos em outros softwares e ferramentas de bioinformatica para montagem e anotagdo do
transcritoma. A figura 6 mostra um exemplo de dados de um arquivo .qual no qual a cada
base esta atribuida um valor de qualidade com o maximo de 40. Estes valores ajudam a
determinar, por exemplo, se 0 base calling de determinada sequéncia é confiavel quando
comparada com outros reads da mesma regido do transcritoma.

Durante o pré-processamento, regifes contaminantes, determinadas por BLASTX
foram “mascaradas” nos arquivos de sequéncias. Sequéncias com e-value limite superior
de 10”° que alinhavam com proteinas de procariotos e virus foram separadas da montagem.
Além disso, as sequéncias de adaptadores 454 utilizados, bem como as extremidades poli-
T/A, RNA ribossomal, DNA mitocondrial foram retiradas e ndo foram para a etapa

seguinte de montagem.
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Figura 5. Gel de agarose com amostras de RNA total das diversas fases de
desenvolvimento do bicudo. 1 - Ovo; 2, 3 e 4 — Larvas de 1°, 2° e 3° instares; 5 — Marcador
1kb plus (Invitrogen); 6 — Pupa; 7 — Adulto Macho; 8 — Adulto Fémea.

Tabela 3. Quantidade de RNA extraido por fase de desenvolvimento do Bicudo

Fase de Numero de RNA total antes da RNA total apo6s
desenvolvimento individuos limpeza (ug) limpeza (ug)

Ovos >1000 3720 1950
1° Instar >500 3860 1650
2° Instar 50 5612 3000
3° Instar 20 3320 1237
Pupa 20 5990 4250
Adulto Macho 5 3580 1650
Adulto Fémea 5 3940 2100
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Tabela 4. Sumério da anélise do pirosequenciamento do transcritoma do bicudo

Numero de reads antes do pré-processamento 576.297
NUmero de bases antes do pré-processamento 179.676.724
Tamanho médio dos reads antes do pré-processamento (pb) 379
Numero de reads ap0s 0 pré-processamento 310.182
Numero de bases apds o pré-processamento 119.094.383
Tamanho médio dos reads apds o pré-processamento (pb) 383
Ndmero de contigs 20.384
Numero de bases nos contigs 13.780.583
Tamanho médio dos contigs (pb) 676
Tamanho minimo dos contigs (pb) 201
Tamanho méaximo dos contigs (pb) 4.847
Média da cobertura de um read por contig 9.58
% de contigs com pelo menos 1 IPR 70
Contigs com pelo menos um BLAST hit contra o banco nr 10.621

40 40 40 40 40 40 4

.......

. . . ¢ 80 40 40 40 &0 40 30 28 20 I8 40 40 40 40 40 &

Figura 6. Exemplo de dados contidos em um arquivo .qual mostrando o indice de qualidade de
cada base sequenciada nos reads.
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c. Montagem e Anotagédo do transcritoma

A montagem do transcritoma foi feita utilizando a ferramenta MIRA3. A partir dos
310.182 reads utilizados, 20.384 contigs foram montados por alinhamento (Tabela 4). O
tamanho médio dos contigs foi de 676pb, sendo que a maioria se encontra entre 300 e
750pb (Figura 7). A média de cobertura de um read por contig foi de 9,58, considerada boa
para transcritomas de organismos que ndo sdo modelo e ndo possuem referéncia para

montagem de sequéncia.

1000

NUmero de contigs

I HI‘“||||I“““|||II|.M| ................
20 wx 0 1000 1.2%0 1500 1.7%0 20

O ZI%0 2500 2750 2000 NINO 5500 AH0 4,000 4.2% 4500 410 5000

Tamanho dos contigs

Figura 7. Distribuicdo dos contigs por tamanho. Um maior nimero de contigs tem menos de
1000pb.

Apds a montagem dos reads, os contigs foram submetidos a uma busca por
similaridade com a ferramenta BLASTX, contra o banco de dados nao redundante (nr) do
NCBI. Cerca de 10.600 contigs tiveram pelo menos um hit contra nr (Tabela 4). Destes,
84,9% mostraram alinhamento de BLASTX significante com um limite de e-value < 107
(Figura 8). Contigs com e-value igual 0 foram representados no limite direito do grafico, e
correspondem a 2,5% dos contigs.

A figura 9 mostra as principais espécies representadas ap6s a busca de similaridade
com BLASTx. Como ja era esperado, 65,7% dos contigs foram similares a sequéncias de
Tribolium castaneum. T. castaneum (besouro castanho) € o mais importante coledptero da
familia Tenebrionidae porque ataca graos e seus produtos armazenados, gerando grandes
perdas para a agricultura apds a colheita. Até agora, é o Gnico coledptero que possui um
genoma completo sequenciado (RICHARDS et al., 2008), o que explica 0 maior nimero

de contigs de A. grandis com similaridade com sequéncias de T. castaneum.
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Figura 8. Valores de e-value para os principais hits de BLASTX. Hits com e-value igual a 0 estéo
representados em um pico no lado direito do grafico (*).

As trés seguintes espécies com maior nimero de sequéncias similares sdo fungos.
Outros trabalhos com pirosequenciamento de transcritomas de insetos relatam um ndmero
de contigs contaminantes do filo Microsporidia. Nosema é um género de microsporidios
conhecido por parasitar um grande nimero de artropodes. As ordens de insetos parasitadas
incluem Orthoptera, Lepidoptera, Diptera, Hymenoptera e Coleoptera. E uma
contaminacdo muito comum em col6nias laboratoriais de bicudo do algodoeiro, e €
encontrada geralmente no intestino médio do inseto (MCLAUGHLIN, 1966).
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Figura 9. Espécies com principais hits ap6s BLASTx. O maior nimero de contigs teve

similaridade alta com Tribolium castaneum.

A espécie de microsporideo mais estudada, com genoma completo sequenciado, é
Nosema ceranae, que causa micose sistémica em abelhas e grande perda para a apicultura
(COX-FOSTER et al., 2007; CHEN et al., 2008). O género de microsporideo
Encephalitozoon tambem é descrito em associacdo simbidntica com insetos (AGNEW et
al., 2003; LANGE et al., 2009). Por ser muito importante para a satide humana, 7 projetos
de sequenciamento de genoma de 3 espécies de Encephalitozoon foram depositados no
NCBI Genome Bank. As sequéncias de microsporidios encontradas no transcritoma do

bicudo sugerem que a col6nia de criagdo dos insetos estava contaminada e alguns dos seus
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ESTs foram sequenciados e bem anotados devido ao grande numero de sequéncias
disponiveis nos bancos de dados para esses fungos.

A maior parte dos contigs do transcritoma do bicudo s@o similares a sequéncias de
insetos. Além do coledptero Tribolium castaneum, as outras espécies com genoma
completo sequenciado, apesar de filogeneticamente mais distantes, estdo distribuidas nas
ordens Hymenoptera (Nasonia vitripennis, Camponotus floridanus, Apis mellifera,
Harpegnathos saltator), Phthiraptera (Pediculus humanus), Diptera (Aedes aegypti,
Anopheles gambiae, Culex quinguefasciatus, Anopheles darlingi, Drosophila virilis,
Drosophila willistoni, Drosophila melanogaster, Drosophila mojavensis), Hemiptera
(Acyrthosiphon pisum), and Lepidoptera (Bombix mori). Os coledpteros Tenebrio molitor
and Chrysomela tremulae também estdo entre as espécies com maior numero de
sequéncias similares, mas com um ndmero mais baixo, provavelmente por ndo existirem
dados de genoma sequenciado.

O transcritoma de A. grandis foi anotado por ontologia génica associada a dados de
proteinas do InterPro, utilizando Blast2GO (GOTZ et al., 2008). Uma vez que 0s termos
GO nos programas e ferramentas sdo descritos e gerados na lingua inglesa, eles serdo
mantidos assim na descricdo destes resultados. Para agrupar as proteinas com seus termos
GO associados, os termos de nivel mais alto pra cada categoria GO Molecular Function,
Biological Process e Cellular Component foram registrados em diferentes niveis de
associacdo. Os termos dominantes para Molecular Function foram claramente transporter
activity e binding, enquanto que o termo dominante para Biological Process €
pigmentation. Dentro da categoria Cellular Component os termos dominantes foram
organelle, cell part e organelle part (Figura 10 A, B e C).

Uma classificacdo funcional mais detalhada dos contigs pode ser obtida na tabela 5,
com as 35 categorias mais representadas de InterPro. O nimero de IPR (IPR016040) mais
representado corresponde ao dominio de ligagdo a NAD(P). Chaperonas, dominios de
ligacdo a &cidos nucleicos e relacionados a estresse oxidativo constituem a maior parte das
entradas de InterPro, o que estd de acordo com os termos GO agrupados anteriormente

descritos.

54



Tabela 5. Principais categorias de proteinas representadas no transcritoma do bicudo

(o] [o]
N" de Acesso de entrada N"de Nome da categoria de InterPro

no InterPro Contigs

IPR016040 154 NAD(P)-binding domain

IPR011009 145 Protein kinase-like domain
IPR016196 116 Major facilitator superfamily domain, general substrate transporter
IPR011046 110 WDA40 repeat-like-containing domain
IPR015943 101 WD40/YVTN repeat-like-containing domain
IPR015880 94 Zinc finger, C2H2-like

IPR012677 88 Nucleotide-binding, alpha-beta plait
IPR016024 84 Armadillo-type fold

IPR000504 83 RNA recognition motif domain
IPR001680 79 WDA0 repeat

IPR012336 77 Thioredoxin-like fold

IPRO07087 73 Zinc finger, C2H2

IPR017853 73 Glycoside hydrolase, superfamily
IPR002198 67 Short-chain dehydrogenase/reductase SDR
IPR013781 67 Glycoside hydrolase, subgroup, catalytic domain
IPR009003 66 Peptidase cysteine/serine, trypsin-like
IPR001254 65 Peptidase S1/S6, chymotrypsin/Hap
IPR011992 59 EF-hand-like domain

IPR001650 55 Helicase, C-terminal

IPR000618 54 Insect cuticle protein

IPR001128 54 Cytochrome P450

IPR001611 49 Leucine-rich repeat

IPR002290 45 Serine/threonine- / dual-specificity protein kinase, catalytic domain
IPR002018 44 Carboxylesterase, type B
IPRO09057 44 Homeodomain-like

IPR011989 44 Armadillo-like helical

IPR011990 44 Tetratricopeptide-like helical
IPR016027 44 Nucleic acid-binding, OB-fold-like
IPR015424 42 Pyridoxal phosphate-dependent transferase, major domain
IPR0O03959 41 ATPase, AAA-type, core
IPR012340 41 Nucleic acid-binding, OB-fold
IPR002557 40 Chitin binding domain

IPR0O09072 40 Histone-fold

IPR0O11701 40 Major facilitator superfamily
IPR001353 39 Proteasome, subunit alpha/beta
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Figura 10 (Pagina anterior). Categorias de ontologia génica (GO) para o transcritoma de A. grandis.
Os termos foram classificados nos niveis 2, 3 e 5 nas categorias (A) Biological Process (Processo
Bioldgico), (B) Molecular Function (Componente Celular) e (C) Cellular Component (Funcéo
Molecular), respectivamente. A porcentagem de contigs em cada termo esta representada.

Uma validacdo da anotacdo e dos termos GO foi feita utilizando WEGO (Web
Gene Ontology Annotation Plot) para visualizar e comparar os resultados de bicudo com a
anotacdo do genoma de Tribolium (Figura 11). Um ndmero similar de genes foi anotado
para os mesmos termos de GO em ambos o0s insetos para uma determinada categoria e
diferencas significantes ndo foram notadas. Este resultado mostra que a montagem e
anotacdo de novo para A. grandis é comparavel a anotacdo do genoma de T. castaneum.
Com isso, foi cumprido o objetivo de gerar um banco de dados que descreve uma parte
significante e representativa do transcritoma do bicudo do algodoeiro.

Uma comparacdo das entradas de pfam (banco de familias de proteinas do InterPro)
do transcritoma de A. grandis com os dados de pfam dos transcritos de Drosophila
melanogaster e Bombyx mori extraidos do Flybase (http://flybase.org/) (MCQUILTON et
al., 2012) e Silkbase (http://silkbase.ab.a.u-tokyo.ac.jp/cgi-bin/index.cgi) (MITA et al.,

2003), respectivamente, foi realizada para estabelecer uma sobreposicdo genética
simplificada entre as trés espécies. O baixo numero de sequéncias de A. grandis que nédo
sdo similares nem as sequéncias de D. melanogaster nem B. mori (Figura 12) €
provavelmente devido a soma de contigs representando genes especificos, ndo muito
conservados ou reads sequenciados erroneamente. Além disso, a similaridade de familias
proteicas € maior com Drosophila (Diptera) do que com Bombyx (Lepidoptera). Este
resultado é importante porque a quantidade de dados de interacdo planta-praga é muito
maior para lepiddpteros do que para dipteros, o que leva geralmente os pesquisadores a
buscarem sequéncias ortélogas de coledpteros pragas de plantas em bancos de lepiddpteros

e ndo de dipteros.
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Figura 11. Comparacéo entre as ontologias génicas do transcritoma de A. grandis e T. castaneum.

O numero e a porcentagem de genes anotados nos dois casos sdo bem similares para os termos das

categorias Cellular Component (Componente Celular), Molecular Function (Funcdo Molecular) e

Biological Process (Processo Biol6gico).
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Anthonomus grandix Dros ophila melanogaster

(XN

Bombyx mori

Figura 12. Diagrama de Venn da similaridade entre as familias de proteinas do transcritoma do
bicudo as familias proteicas dos bancos de dados de D. melanogaster (Flybase) e B. mori
(Silkbase). Maior similaridade foi encontrada entre o bicudo e a mosca da fruta.

d. Proteinas Envolvidas nos Mecanismos de RNA interferente

Os mecanismos de RNAI sdo conservados entre as espécies, apesar das diferencas
descritas nos processos de amplificagdo do sinal, efeito sistémico e hereditariedade. Varios
contigs relacionados a genes que codificam proteinas envolvidos nos mecanismos de RNAI
foram encontrados (Tabela 6). Os contigs encontrados sdo similares a genes de insetos,
especialmente de dipteros e coledpteros. A maioria das proteinas encontradas foram da
familia das argonautas, dicers e helicases.

Para analisar dominios conservados entre proteinas do sistema RNAI, foi feito um
alinhamento dos dominios PAZ de dois contigs de A. grandis (A_grandis_454 c1018 e
A _grandis_454 c4142) com dicers e argonautas de 5 espécies diferentes (Figura 13):
Drosophila melanogaster (Dm_Dicer-1, Dm_AGO1C, Dm_AGO2), Caenorhabditis
elegans (Ce_Dicerl, Ce_ Algl, Ce_Alg2), Homo sapiens (Hs_Dicer-1, Hs_Agol),
Arabidopsis thaliana (At_Dicer-like-1, At AGO, At AGO1l) e Schizosaccharomyces
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pombe (Sp_AGO1). PAZ é um dominio de ligacdo a dsRNA, presente em todas as
argonautas e dicers (SONTHEIMER, 2005; LIU; PAROO, 2010). Os residuos conservados
na maioria dos dominios de argonautas estdo presentes nos contigs de A. grandis, o que
pode, de certa forma, validar a montagem do transcritoma para esse dominio. Os residuos
conservados ficam normalmente na superficie do dominio e estdo localizados em apenas
um lado da proteina (SONG et al., 2003). Na figura 13, os residuos destacados sao
responsaveis pela estabilidade da regido de ligagdo ao dsRNA, formando estruturas 7 e
uma o-hélice. Em amarelo estdo os residuos que formam um subdominio rico em anéis
aromaticos. Por ligacbes de hidrogénio, estes mantem o dobramento do dominio
semelhante a OB-fold (OB — Oligonucleotide/oligosaccharide Binding fold), que se liga a
DNA de fita simples inespecificamente (MURZIN, 1993; SUCK, 1997). Junto com uma
cisteina (em azul), que é precedida de uma prolina e um glutamato proximais (em
amarelo), além de uma Serina ou Treonina (em verde), alguns residuos invariantes (em
vermelho) criam um subdominio hidrofébico que interage com o RNA. Em marrom,
residuos diferentes entre dicers e argonautas sugerem que os contigs alinhados do bicudo
sejam argonautas e ndo dicers. No entanto, uma avaliacdo experimental desta sequéncia
deve ser feita, caso se deseje caracterizar estes contigs.

Nenhum gene ortélogo de RDRP, enzima envolvida com a amplificacdo do sinal de
RNAI, foi encontrado, confirmando que este processo deve ser mediado por outro
mecanismo em insetos, especificamente em coledpteros (GATEHOUSE, 2008). Dois
contigs de sid-1, que codifica a proteina de membrana responsavel pela entrada e pelo
espalhamento do dsRNA entre as células foram encontrados. O principal alinhamento no
BLASTx foram com sid-1 de T. castaneum, que possui no seu genoma 3 genes sid-1.
Ambos os contigs tiveram alta identidade (> 60%) e baixo e-value (< 5x10%%). Os contigs
ndo se sobrepdem, podendo ser sequéncias de genes diferentes, j& que um dos contigs teve
como principal hit sid-1A e outro sid-1C de T. castaneum. A quantidade de genes sid-1
varia entre os insetos. Dipteros ndo tem nenhum gene sid. Hemipteros, himenopteros,
ortopteros e phtirapteros tem s6 um gene. Lepiddpteros variam mais: enquanto Bombyx
mori tem 3, Spodoptera exigua tem s6 um. Como para outros insetos, ndo foi encontrado

nenhum gene ortélogo de sid-2, presente em nematoides, para A. grandis.
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Tabela 6. Genes envolvidos no mecanismo de RNAi encontrados no transcritoma do

bicudo do algodoeiro

Gene

N° de contigs

Dicer e Dicer-like
Familia das Argonautas
Argonautas
Auberginas
RNA helicases putativas
Armitages
SpindleE
Rm62
Transporte de dsRNA
SID-1
Outros fatores
R2D2
VIG
TudorSN (p100)
MUT-7

5

N N
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Figura 13. Comparacdo entre as sequéncias proteicas do dominio PAZ de dicers e

argonautas. Os nomes das sequéncias foram mantidos como encontrados no Protein Database do

NCBI. Os residuos destacados sdo responsaveis pela estabilidade da regido de ligacdo ao dsRNA.
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Em amarelo estdo os residuos que formam um subdominio rico em anéis aromaticos. Junto com
uma cisteina (em azul), que ¢é precedida de uma prolina e um glutamato proximais (em amarelo),
além de uma Serina ou Treonina (em verde), alguns residuos invariantes (em vermelho) criam um
subdominio hidrofébico que interage com o0 RNA. Em marrom, residuos diferentes entre dicers e
argonautas. Drosophila melanogaster (Dm_Dicer-1, Dm_AGO1C, Dm_AGO02), Caenorhabditis
elegans (Ce_Dicerl, Ce_Algl, Ce_Alg2), Homo sapiens (Hs_Dicer-1, Hs_Agol), Arabidopsis
thaliana (At_Dicer-like-1, At AGO, At_AGO1) e Schizosaccharomyces pombe (Sp_AGO1).

e. Consideragdes Finais

O trabalho até aqui apresentado gerou um novo banco de dados de biologia
molecular altamente representativo para o bicudo do algodoeiro, Anthonomus grandis. E o
maior conjunto de dados disponivel sobre este inseto até 0 momento. Genes de importancia
biotecnolodgica estdo bem representados e os resultados mostram que o uso das ferramentas
para montagem do transcritoma foi adequado. Como o objetivo foi apenas gerar o banco de
dados, experimentos de validacdo dos genes, bem como de sequenciamento e analise da
expressao de genes expressos em condicdes e fases de desenvolvimento especificas devem
ser realizados para caracterizacdo de processos, seja com intuito de conhecimento da

biologia do inseto, seja para fins biotecnologicos.
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CAPITULO Il

SILENCIAMENTO DO GENE QUE CODIFICA A ENZIMA LACASE 2
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[1.1. Introducdo

a. Validagdo de Genes por Silenciamento Génico em insetos

Vérios estudos utilizando RNA interferente para avaliacdo funcional de um
determinado gene tém sido realizados nos mais diversos organismos. Estes estudos variam
nos métodos de administracdo do dsRNA e de avaliacdo do efeito de silenciamento. Muitos
trabalhos feitos com insetos visam estudar a funcdo de um determinado gene para melhor
compreensdo de um processo fisiologico visando, na maioria das vezes, a uma aplicagdo
biotecnologica. O uso de RNAI tem sido funcional em varias linhagens de células de
insetos, ovos, larvas e adultos com o uso de vetores plasmidiais para expressar e sintetizar
dsRNAs que podem ser administrados por alimentacdo, injecdo e até mesmo eletroporacéo,
dessa forma causando silenciamento de genes-alvo e mudancas de fendtipo.

Vaérios trabalhos podem ser encontrados na literatura com uso de RNAI em insetos.
No isoptero Reticulitermes flavipes, o silenciamento dos genes de hexamerinas Hex-1 e
Hex-2 demonstrou sua funcdo na regulacdo de papéis sociais de cupins trabalhadores e sua
diferenciacdo entre o fendtipo reprodutivo ou de soldados (ZHOU et al., 2006). O
silenciamento do gene do receptor de ecdisona no blatddeo Blatella germanica revelou que
este gene é essencial no dltimo instar de ninfas para que estas consigam sofrer muda
(CRUZ et al., 2006). Também em lepiddpteros, experimentos de RNAI tiveram sucesso.
Em Spodoptera litura, o silenciamento do gene do receptor de vitelogenina aumentou 0s
niveis desta proteina na hemolinfa, diminuido sua captacdo no ovério e impedindo a
formacdo correta dos embrides (SHU et al.,, 2011). O gene que codifica a enzina
diacilglicerol transferase, que catalisa o Ultimo passo da sintese de triacilgliceréis foi
silenciado em Bombix mori, reduzindo a produgédo de feroménio sexual (DU et al., 2012).

Especificamente em coledpteros, um nimero maior de experimentos tem sido feito
com o inseto-modelo Tribolium castaneum. A injecdo de dsRNA ou siRNA em T.
castaneum possibilitou diferenciar a funcdo de dois genes de quitina sintase TcCHS1 e
TcCHS2 (ARAKANE et al., 2005). A regulagédo endocrina da sintese de vitelogenina, uma
proteina sintetizada pelas fémeas e incorporada nos ovécitos em desenvolvimento para
futura alimentagdo do embrido, foi estudada por silenciamento de genes envolvidos na
sintese de hormonios via RNAi em T. castaneum (PARTHASARATHY et al., 2010).

Identificados no genoma de T. castaneum, 21 genes de receptores nucleares foram
65



silenciados e sua funcdo nos aparelhos reprodutores de machos e fémeas foram validadas
por RT-gPCR e modificacbes morfoldgicas e fisioldgicas (XU et al., 2012). Estes sdo
apenas alguns das dezenas de exemplos da aplicacdo de RNAI para validacédo funcional de

genes em insetos.

b. RNA interferente para Controle de Insetos

Apesar de muitos desses trabalhos visarem a analise da funcdo dos genes para
compreensdo da biologia dos insetos, a maioria dos estudos, principalmente de
lepiddpteros, coledpteros e dipteros busca genes de interesse biotecnologico. Muito
utilizado para a analise de expressdo génica, 0 RNA interferente vem se mostrando uma
ferramenta promissora no auxilio ao controle de pragas. Seu mecanismo de acdo baseia-se
principalmente na introdugdo de um RNA dupla fita em um organismo alvo, por
microinjecdo ou ingestdo (FIRE et al., 1998). Esse RNA dupla fita inicia um processo de
silenciamento génico pos-transcricional, através da degradacdo de mRNAs homdlogos,
causando uma diminuicdo na sintese da proteina correspondente (MEISTER; TUSCHL,
2004), dificultando a sobrevivéncia ou até mesmo levando o inseto & morte.

Esta técnica ja& vem sendo utilizada com sucesso para a obtencdo de plantas
resistentes a pragas, como no caso do fumo (YADAV et al., 2006) e Arabidopsis thaliana
(HUANG et al., 2006), ambas apresentando resisténcia acima de 90% a M. incognita. A
expressao de RNA dupla fita em células de plantas mostra-se compativel com o habito
sedentéario dos principais nematéides endofiticos, uma vez que desenvolvem em seus
hospedeiros sitios de alimentacdo e durante o estdgio adulto utilizam material
citoplasmatico como fonte de nutrientes (DAVIS et al., 2004), e desta forma também
ingerem o dsRNA, silenciando o gene alvo.

Desde a sua descricdo inicial a técnica transformou-se em uma ferramenta valiosa
para a gendémica funcional de insetos, em particular no estudo de funcdo génica em D.
melanogaster (MISQUITTA; PATERSON, 1999; KENNERDELL; CARTHEW, 2000). A
metodologia mais utilizada na maior parte dos estudos com insetos é a microinje¢do de
dsRNA na hemolinfa do inseto, que para fins praticos é inviavel. Este método contrasta
com o método utilizado em C. elegans, onde os efeitos do RNAIi podem ser produzidos
pela ingestdo de bactérias expressando dsRNA (TIMMONS; FIRE, 1998; TIMMONS et
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al., 2001), ou mesmo expondo o nematdide em solucdo com dsRNA (TABARA et al.,
1998). A microinjecdo de dsRNA nos insetos foi considerada ser necessaria para produzir
os efeitos de RNAI porque ndo foram encontrados no genoma de D. melanogaster (e,
subsequentemente, para outros insetos) genes que codificam a RNA-polimerase
dependente de RNA (RARP). A RdRP é a enzima necesséria para a etapa de amplificacdo
do siRNA que conduz a efeitos persistentes e sistemémicos de RNAI (SIJEN et al., 2001).
A auséncia de RdRP nos insetos sugere que todos os efeitos de RNAI estariam limitados as
células que absorvessem diretamente do meio o dsRNA, implicando que os efeitos em
insetos produzidos pela ingestdo de RNAIi poderiam estar limitados. No entanto efeitos
sistémicos j& foram observados em insetos.

A especificidade do RNAI para fins inseticidas € uma consideracéo importante para
0 uso desta tecnologia em aplicacBGes praticas, ja que os efeitos sobre insetos nao alvo
podem ser minimizados. Dentre outras vantagens, esta técnica permite o uso de apenas
fragmentos de sequéncias, tendo em vista que a traducdo de uma proteina ndo é necessaria,
0 que minimiza as preocupacdes com biosseguranca e alergenicidade, e representa uma
forma de controle provavelmente mais eficaz do que as atuais.

Resultados recentes mostraram a viabilidade de plantas que produziam dsRNA na
resisténcia contra insetos-praga. Dois artigos descrevem plantas transgénicas produzindo
dsRNAs contra genes essenciais no trato digestivo dos insetos causando mortalidade em
24h depois do contato com o dsRNA (BAUM et al., 2007; MAO et al., 2007). Estas
plantas apresentaram resisténcia aumentada contra pragas importantes da agricultura, a
lagarta Helicoverpa armigera (Lepidoptera) e a praga da raiz do milho, Diabrotica
virgifera virgifera (Coleoptera). Baum e colaboradores (2007) prospectaram 290 alvos
potenciais e sintetizaram dsRNA in vitro, testando seu efeito em dietas artificiais. Assim,
14 genes foram silenciados com baixas concentracfes e o procedimento resultou na morte
do inseto. O gene que codifica a subunidade A de uma V-ATPase foi o que melhor
apresentou resultado de silenciamento, com um rapido decréscimo dos niveis de mMRNA 24
horas apds a ingestdo do dsRNA, e o efeito produzido foi sistémico. Eventos de milho
geneticamente modificados expressando dsRNA de V-ATPase subunidade A de D.
virgifera foram gerados. Submetidas ao ataque do inseto, as plantas geneticamente
modificadas apresentaram um nivel significante de protecdo, com menor dano, quando

comparadas a plantas de milho ndo transformadas.
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Mao e colaboradores (2007) identificaram que um gene que codifica o citocromo
P450, CYP6AE14, é altamente expresso no intestino quando a lagarta de Helicoverpa
armigera se alimenta em dietas artificiais contendo o metabolito secundario gossipol,
produzido por plantas de algoddo como defesa contra herbivoria. Concluindo que
CYP6AE14 estava envolvido na tolerancia ao gossipol, plantas de fumo e Arabidopsis
thaliana foram transformadas com dsRNA de CYP6AE14 e lagartas alimentadas nestas
plantas apresentaram alta sensibilidade ao gossipol quando transferidas para dieta artificial
contendo o metabdlito. Recentemente, 0 mesmo grupo transformou plantas de algodao
expressando dsRNA de CYP6AE14 e os resultados foram semelhantes (MAO et al., 2011).

c. Cuticula de insetos: Sintese e Esclerotizacédo

Diferente dos vertebrados que tem um esqueleto mineralizado interno, as milhdes
de espécies de artropodes possuem um esqueleto externo nao-mineralizado, chamado de
exoesqueleto ou cuticula. Vérias fungdes sdo atribuidas a cuticula como (a) protecdo contra
predadores, patdgenos e estresses ambientais (abrasdo, radiacdo UV, dessecacao,
camuflagem), (b) percepcdo sensorial através de espinhos, cerdas, pelos providos de
sensilas (mecano e quimiorrecep¢do), (c) local de ligacdo de musculos e érgdos e (d)
locomocdo (terrestre e aérea) (VINCENT; WEGST, 2004; SUDERMAN et al., 2006;
ANDERSEN, 2010, 2012). A cuticula é composta de fibrilas de quitina mergulhadas numa
matriz de proteinas, lipideos, N-acetilcatecolaminas e pigmentos. H4 muito se sabe que a
estrutura e a composicao quimica da cuticula representam, provavelmente, as principais
barreiras de defesa do inseto e somente alguns fungos e nematdides sdo capazes de quebra-
la. Na passagem da cuticula para a hemocele (cavidade do corpo), esses micro-organismos
encontram VAarios componentes antimicrobianos que inibem o crescimento e a penetracdo
na hemocele (DUNN, 1986).

Um esquema geral da cuticula dos insetos pode ser vista na Figura 14. Muitos
trabalhos mostram que as células epiteliais sintetizam a cuticula a partir de proteinas
sintetizadas nelas proprias ou provenientes da hemolinfa, secretadas junto com filamentos
de quitina (ANDERSEN, 2012). Durante a muda, uma estrutura chamada envelope é
formada para proteger a camada epitelial de enzimas que digerem a cuticula. Logo €
sintetizada a epicuticula, proteica, desprovida de quitina e estabilizada por quinonas.
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Figura 14. Esquema da estrutura da cuticula de insetos.

A nomenclatura utilizada atualmente (LOCKE, 2001) retine os termos endocuticula
(regido mais flexivel, recém-sintetizada) e exocuticula (regido mais rigida e antiga) no
termo procuticula. Essa nomenclatura se deve a uma mudanca de conceito. Antes se
acreditava que havia uma nitida separacdo entre exo e endocuticula, mas com estudos de
microscopia, bioquimica, biologia molecular e imunoquimica, descobriu-se que existe uma
grande variacdo de niveis de endurecimento e composicdo proteica, de quitina e
catecolaminas, além de enzimas e pigmentos. A procuticula é a regido que contem varios
tipos de proteinas e quitina combinadas sozinhas de varias formas, ou combinadas com N-
acetilcatecolaminas.

A cuticula é formada por material organico e varia em hidrofobicidade,
flexibilidade, resisténcia, dureza, cor e forca. Esta variacdo nas propriedades fisicas da
cuticula pode ser percebida em fases de desenvolvimento diferentes da mesma espécie e
até em areas diferentes do mesmo individuo. Esta estrutura acelular rigida é produto da
secrecdo das células da epiderme e € periodicamente renovada durante o crescimento do
inseto. O processo de muda, que nos insetos ocorre nas mudancas de instares das larvas, na
fase de pupa e no adulto, é controlado principalmente por ecdisterdides, hormdnios que

também regulam a maturagéo definitiva do exoesqueleto (ANDERSEN, 2012).
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A esclerotizagdo, que envolve o endurecimento seguido muitas vezes de
pigmentacdo (tanning), é um processo em que a cuticula é estabilizada pela incorporacéao
de compostos fenolicos, cujas principais caracteristicas ja foram bem descritas e estudadas
por varios autores (ANDERSEN, 2010). A diversidade de propriedades da cuticula é
devida a uma arquitetura molecular variada e a diferencas na composicdo de proteinas, mas
as quantidades relativas de precursores do processo de esclerotizacdo e as vérias enzimas
envolvidas sdo essenciais para o estabelecimento correto da estrutura cuticular em uma
determinada regido. A hipdtese geral aceita atualmente é a de esclerotiza¢do por quinonas
(quinone tanning) que afirma que a esclerotizagdo é um processo quimico em que ocorre a
oxidacdo de N-acetilcatecolaminas formando quinonas altamente reativas que fazem
ligacbes cruzadas (crosslinks) com cadeias laterais nucleofilicas de aminoacidos nas
proteinas, estabilizando a estrutura da cuticula (LOCKE, 2001; SUDERMAN et al., 2006;
ANDERSEN, 2012). As quinonas podem ainda polimerizar, formando estruturas que
expulsam as moléculas de 4gua, aumentando a rigidez da cuticula (DITTMER; KANOST,
2010). Na esclerotizacao, regides da cuticula do inseto sdo transformadas irreversivelmente
de um material flexivel e elastico em uma estrutura mais rigida, dura e resistente,
caracterizada experimentalmente por uma diminuicdo da deformabilidade, e por um
aumento da dificuldade de extracdo proteica da matriz da cuticula e da resisténcia a
degradacdo por enzimas como quitinases e proteases. O termo tanning, que se refere a
pigmentacdo e escurecimento da cuticula que pode acompanhar a esclerotizacéo, é as vezes
usado erroneamente para designar a esclerotizacdo em si. No entanto, o processo de
endurecimento da cuticula nem sempre envolve pigmentacdo, como no caso de mudas de
larvas.

Entre as proteinas presentes na cuticula, algumas ndo sdo estruturais, como
pigmentos (inseticianinas, proteinas amarelas de insetos — I'YPs), enzimas (fenol-oxidases,
peroxidases), proteinas de defesa (cecropinas, escolexinas) e de fungdo desconhecida
(arilforinas). As proteinas cuticulares estruturais foram inicialmente detectadas e chamadas
de forma generalista de esclerotinas em 1940 (PRYOR, 1940). Atualmente estdo
classificadas em 13 familias (WILLIS, 2010), apesar de algumas continuarem sem
classificacdo. Muito estudo ainda precisa ser feito para caracterizar oS mecanismos

bioquimicos que diferenciam o papel destas proteinas nas partes da cuticula e nas
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diferentes regides dos insetos, ja que a presenca delas é diferente nas diversas fases de
desenvolvimento das diversas ordens de insetos estudados (ANDERSEN, S. O., 2010).

Duas principais moléculas, chamadas de precursores da esclerotizagdo, séo
sintetizadas a partir do aminoacido tirosina nas células epiteliais, ou importadas da
hemolinfa. A tirosina é hidroxilada formando 3,4-diidroxifenilalanina (DOPA), que por
descarboxilacdo é transformada em dopamina. Dopamina pode ser N-acetilada formando
N-Acetildopamina (NADA) e N-B-Alanildopamina (NBAD), o0s precursores da
esclerotizacdo. Exportados das células epiteliais, NADA e NBAD sd@o enzimaticamente
oxidados formando as orto-quinonas correspondentes na matriz cuticular. Estas orto-
quinonas, altamente reativas, podem reagir com grupos nucleofilicos disponiveis como tiol
e aminas de cadeias laterais dos aminoacidos cisteina, arginina, glutamina e asparagina. As
proteinas ligadas as quinonas e ao polimero de quitina formam uma estrutura rigida e
altamente resistente a degradacdo enzimatica, salvo em processos de muda (ANDERSEN,
2010, 2012; SUDERMAN et al., 2006).

d. Lacases

Lacases (p-difenol:dioxigénio oxidoredutase, EC 1.10.3.2) sdo enzimas da familia
das multi-cobre oxidases, que inclui também as ascorbato oxidases (L-ascorbato
dioxigénio oxidoredutases, E.C.1.10.3.3) e as ferroxidases (Fe(ll):dioxigénio
oxidoredutase, E.C.1.16.3.1) (DITTMER; KANOST, 2010). Sdo proteinas que contem
atomos de cobre (Cu) que reduzem o oxigénio molecular formando é&gua e
simultaneamente oxidam com a transferéncia de um elétron de vérios substratos como
difendis, monofendis metoxi-substituidos e aminas aromaticas e alifaticas (CLAUS, 2004;
RIVA, 2006). Normalmente isoladas de plantas superiores, procariotos, insetos e
principalmente de fungos, lacases catalisam uma reacdo de oxirreducdo dependente de um
agrupamento (cluster) de 4 atomos de cobre que formam o sitio ativo da enzima, que
contem um motivo de cobre tipo I, um motivo de cobre tipo Il e dois motivos de cobre tipo
I (RIVA, 2006; DITTMER; KANOST, 2010). O motivo cobre tipo | confere uma
coloracdo tipica a enzima devido a absorcéo eletronica intensa de uma ligagdo covalente
Cu-cisteina e é o0 local onde ocorre a oxidagcdo monoeletrénica do substrato. Os a&tomos de

cobre tipo Il e 1l formam um cluster trinuclear, para o qual os elétrons sdo transferidos e
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onde ocorre a reducdo do oxigénio formando agua. O resultado final é a oxidacéo de 4
moléculas de substrato e a reducdo de 2 moléculas de agua (Figura 15) (ANDERSEN,
2012; CLAUS, 2003;2004; DITTMER; KANOST, 2010; RIVA, 2006).

H,0

Cys
Cu Cu tipo |
/ tipo Il \ ~—
Phe
His Yo
Je

4 moléculas

Figura 15. Mecanismo de oxirreducdo catalisado pelas lacases. A oxidacdo dos substratos é
catalisada elétron por elétron até que 4 elétrons sejam transferidos para uma molécula de oxigénio
formando duas moléculas de agua. Adaptado de RIVA, 2006; DITTMER; KANOST, 2010;
ANDERSEN, 2012.

Devido ao grande numero de substratos, lacases estdo envolvidas em muitos
processos nos diversos organismos como formacdo de esporos resistentes a radiacdo UV
em bactérias, pigmentacdo em fungos e plantas, sintese e degradacéo de lignina e formacéo
de parede celular de plantas, protecdo contra taninos e fitoalexinas em fungos e formacéo e
esclerotizacdo da cuticula de insetos (SHRADDHA et al., 2011). Por suas caracteristicas
fisico-quimicas, tem um papel biotecnoldgico importante nas industrias de alimentos, de
papel, de cosméticos e na industria téxtil. Além disso, lacases, principalmente de fungos,
tém sido utilizadas em processos de sintese quimica a partir de compostos fendlicos,
biorremediagdo do solo e biodegradacdo de poluentes fenolicos e remocédo de disruptores
endécrinos (COUTO; TOCA HERRERA, 2006; KUNAMNENI et al., 2008).
Recentemente lacases tém sido aplicadas eficientemente no campo da nanotecnologia

devido a sua habilidade de catalisar reacdes de transferéncia de elétrons sem o uso de um
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cofator adicional (GE et al., 2012; KUNAMNENI et al., 2008; KUSHWAH et al., 2011,
SHRADDHA et al., 2011).

O principal papel das lacases descrito até agora é na esclerotizacdo da cuticula,
apesar de atividades de lacase e processos de esclerotizacdo possam ocorrer em casulos e
0vos. Sua presenca na cuticula e a atividade relacionada com a esclerotizagdo foi primeiro
descrita em 1969 (YAMAZAKI, 1969) e seu papel no processo tem sido estudado em
insetos desde entdo (DITTMER; KANOST, 2010; ANDERSEN, 2012). No entanto,
poucos trabalhos foram publicados relacionados com mecanismos de acao e caracterizacao
génica e proteica destas enzimas. Um dos desafios para o estudo desta classe de enzimas
em insetos é seu isolamento e purificacdo, principalmente sua solubilizacdo. Métodos
proteoliticos tem sido utilizados para tentar solubilizar a enzima, mas ndo é conhecido o
grau de alteracdo nas propriedades estruturais, cinéticas e fisico-quimicas em relacdo a
proteina nativa em seu meio de atuacdo (DITTMER et al., 2009; YATSU; ASANO,
2009).

Até recentemente, tirosinases e lacases se confundiam nos papeis de oxirreducgéo de
quinonas na esclerotizacdo. No entanto, experimentos de localizacdo das tirosinases nas
células da epiderme somados as diferencas de especifidades das duas enzimas deram
indicios para definir as lacases como responsaveis pelo processo. Tirosinases (o-
difenol:dioxigénio oxidoreductase, EC.1.10.3.1) sdo catalisadoras de reagdes de oxidacao
especificas para orto-difendis, enquanto que lacases aceitam tanto orto quanto para-
difendis como substrato. Além disso, ao contrario das lacases de fungos e bactérias, lacases
de insetos sdo insensiveis a quelantes como EDTA, tiouréia, 8-hidroxiquinolina, e o-
fenantrolina (DITTMER; KANOST, 2010).

Ha alguns anos, cDNAs de genes de lacases (MsLacl, MsLac?) foram identificados
no lepidéptero Manduca sexta, uma praga do fumo, e no mosquito vetor da maléria,
Anopheles gambiae (AgLaccasel) (DITTMER et al., 2004). Destes, MsLacl foi descrito
como um gene envolvido na esclerotizacdo da cuticula, j& que sua expressao era muito alta
nas células da epiderme durante o estagio de pupa, quando uma nova cuticula estava sendo
formada logo abaixo da antiga cuticula da larva. Recentemente, estudos estruturais e
cinéticos da proteina codificada por MsLac2 foram realizados para caracterizar a enzima
comparando a proteina purificada com uma recombinante, com intuito de compreender

melhor as lacases para possivel uso biotecnoldgico (DITTMER et al., 2009).
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Os cDNAs de dois genes de lacases, TcLacl e TcLac2, foram isolados do besouro
castanho Tribolium castaneum, cuja similaridade de sequéncia de aminoacidos e estruturas
de dominios das respectivas proteinas preditas corresponde a MsLacl e MsLac2
(ARAKANE et al., 2005). Neste estudo, o uso de RNAI para silenciar 0s genes mostrou
que TcLac2 e ndo TcLacl causava formacdo anormal da cuticula e mortalidade ap6s a
ecdise. No mesmo estudo foram silenciados por RNAI dois genes de tirosinases, TcTyrl e
TcTyr2, sem efeito para a esclerotizacdo da cuticula. Adultos tiveram cuticulas mais finas
e moles, com corpos anormais e estruturas cuticulares deformadas.

Nos hemipteros Riptortus pedestris, Nysius plebeius e Megacopta punctatissima o
uso de dsRNA de lacase2 também mostrou uma despigmentagdo, regides com cuticula
deformada e morte (FUTAHASHI et al., 2011). AlteracGes nos niveis do transcrito de
AmLac2, o gene de lacase2 da abelha comum, Apis melifera, foram diminuidos por
dsRNA e pela diminuicdo de ecdisteroides, levando a uma cuticula mal formada (ELIAS-
NETO et al., 2010). A fungéo de lacasel em insetos ainda n&o foi bem determinada.

Entre os insetos holometabolos, duas isoformas de proteinas codificadas por genes
de lacase2 (lacase2A e lacase 2B), que diferem na regido C-terminal, foram identificadas
no coledptero T. castaneum e no diptero A. gambiae (ARAKANE et al., 2005; GORMAN
et al., 2008; DITTMER; KANOST, 2010). A hipotese de isoformas resultantes de
processamento de mRNA (splicing) também foi descrita para Bombix mori, Drosophila
melanogaster e Aedes aegypti baseada na analise dos genomas sequenciados (DITTMER
et al., 2009; YATSU; ASANO, 2009). Apenas uma isoforma foi encontrada no genoma
dos himenopteros A. melifera e Nasonia vitripennis (ELIAS-NETO et al., 2010). Entre o0s
insetos hemimetabolos, apenas uma forma de lacase2 foi encontrada no genoma do
hemiptero Acyrthosiphon pisum e do ftirdptero Pediculus humanus (FUTAHASHI et al.,
2011; KIRKNESS et al., 2010). Importante notar que o gene de lacase2 é expresso
constitutivamente em todas as fases de desenvolvimento de A. gambiae (GORMAN et al.,
2008), diferentemente de todos os insetos em que a expressdo de genes de lacase2 foi
descrita até agora.

A importancia da lacase durante o desenvolvimento faz desta enzima um alvo
potencial para uso biotecnoldgico no controle do inseto. Por isso, neste trabalho, foi
avaliada a funcdo de um gene de lacase2 do bicudo do algodoeiro, Anthonomus grandis,

por silenciamento usando RNA interferente, na Gltima fase larval do inseto.
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11.2. Material e Métodos

1. Selecédo das Sequéncias dos Genes de Referéncia Candidatos

a. Disseccgéo das Partes do Bicudo do Algodoeiro

Larvas e insetos adultos de A. grandis foram obtidos do Laboratorio de Bioecologia
e Semioquimicos de Insetos da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia em Brasilia-
DF, conforme descrito anteriormente. Partes de larvas de 3° instar e adultos machos e
fémeas foram dissecados e separados para andlise da estabilidade génica. As partes das
larvas foram separadas e denominadas Cabeca, Intestino, Cuticula e Resto, sendo neste
ultimo consideradas todas as estruturas toracico-abdominais do inseto, menos o intestino.
As partes dos adultos foram divididas em Cérebro, Cuticula Dorsal, Intestino, Aparelho
Reprodutor Masculino e Aparelho Reprodutor Feminino. As dissecgOes foram feitas
conforme mostrado nas figuras 16 para larvas e 17 para adultos.

Na disseccdo de larvas, alfinetes entomoldgicos foram presos, para manter a larva
com a parte dorsal para baixo, evitando ao maximo o dano de estruturas (Figura 16,a e b).
Uma inciséo longitudinal foi feita com tesoura de ponta fina na regido ventral (Figura 16c).
Apos identificar o intestino, um corte foi feito perto da cabeca (intestino anterior) e outro
no final do intestino, separando-o. O intestino foi colocado em agua-DEPC e lavado para
retirar residuos de dieta (Figura 16d). Todo o conteudo interno foi entdo retirado, e a este
contetdo deu-se o nome de Resto (Figura 16e, f). Apos esse procedimento, a cuticula e a
cabeca restantes, foram separadas (Figura 16g, h, i).

Para disseccdo dos adultos, machos e fémeas foram separados apds a sexagem
(SAPPINGTON; SPURGEON, 2000). Em primeiro lugar, os élitros, que sdo as asas
anteriores, modificadas por endurecimento, foram retirados (Figura 17a, b). Em uma placa
de petri contendo massa de modelar, o inseto adulto foi fixado ja sem os élitros, com a
regido dorsal para cima (Figura 17c, d). Utilizando uma tesoura de ponta fina, a cuticula
dorsal foi retirada, expondo o abdémen (Figura 17¢, f, g). Todo o contetdo abdominal foi
retirado e intestino (Figura 17h), aparelho reprodutor feminino (Figura 17i) e aparelho
reprodutor masculino (Figura 17j) foram separados. Além disso, a cabeca do inseto foi

cortada e aberta, para retirar o contetdo cerebral (Figura 17k, I, m).
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Figura 16. Disseccao da larva de A. grandis. Apds fixacdo da larva em massa de modelar (a, b), a
cuticula foi aberta na regido ventral (c). Ap6s a remocdo do intestino (d), foi retirado o contetdo
abdominal, chamado de Resto (e, f). A cuticula, entdo, foi separada da cabeca (g, h, i). Maiores
detalhes no texto.
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Figura 17 (Pagina anterior). Apds a retirada dos élitros (a, b), o bicudo foi fixado em massa de
modelar (c, d) e a cuticula dorsal retirada (e, f, g). Foram retirados intestino (h), aparelho
reprodutor feminino (i), aparelho reprodutor masculino (j) e cérebro (k, I, m). Maiores detalhes no
texto.

Durante a dissec¢do, procurou-se preservar toda a estrutura cerebral: lobos dpticos,
corpora allata, protocérebro, deutocérebro e tritocérebro, e os ganglios circum-esofagico,
subesofagico e frontal. Na disseccdo de larvas e adultos, todas as estruturas foram

imediatamente colocadas em N liquido e armazenadas em freezer a -80 °C até o uso.

b. Analise de estabilidade de expressao génica por RT-gPCR

Nove genes foram escolhidos para anélise da estabilidade de expressdo, que
codificam para sintese de Arginina Quinase (ArgK), B-actina, B-tubulina, Gliceraldeido-3-
Fosfato Desidrogenase (GAPDH), Fator de Elongacdo 1-Alpha (EF1A), Ubiquitina (UBQ)
e as Proteinas Ribossomais S3, S11 e S26 (RPS3, RPS11 e RPS26). Os oligonucleotideos
(primers) para cada gene foram desenhados utilizando a ferramenta Primer3
(http://frodo.wi.mit.edu/) (ROZEN; SKALETSKY, 2000) a partir das sequéncias de

nucleotideos retiradas do banco de dados do transcritoma do bicudo do algodoeiro para

gerar um fragmento amplificado (amplicon) que variou entre 150 a 200 pares de bases,
com o intuito de evitar tamanhos muito diferentes a serem amplificados. Para todos 0s
primers, a temperatura de desnaturacdo de metade das moléculas foi de 60 °C. Seguem na
tabela 7 as sequéncias dos pares de primers para cada gene. Em cada nome, Fw é para

direto e Rv para reverso.
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Tabela 7. Primers utilizados nos experimentos com genes de referéncia.

gPCR_AgArgKFw
gPCR_AgArgKRv

Argina Quinase (ArgK)
5>’ ACAAGGGTGGTCAAGTCGAG3’ Tm (°C) 60,15
5’CTACCGCTACAGCCTGATCC3’ Tm (°C) 59,86
Tamanho do amplicon 161 pb

gPCR_AgB_actina_Fw
gPCR_AgB_actina_Rv

B-Actina
5’CCTTTAACACCCCTGCTATG3’ Tm (°C) 60,08
5’ TGAGGTAGTCGGTCAAGTCA3’ Tm (°C) 59,91

Tamanho do amplicon 192 pb

gPCR_AgB_tubulina_Fw
gPCR_AgB_tubulina_ Rv

B-Tubulina
5’ GGTTGCGACTGTTTACAAGG3’ Tm (°C) 60,11
5’ GCACCACCGAGTAAGTGTTC3’ Tm (°C) 60,03
Tamanho do amplicon 156 pb

GPCR_AgGAPDH_Fw
GPCR_AgGAPDH_Rv

GAPDH
5’ AGATCGTCGAGGGTCTGATG3’ Tm (°C) 59,99
5>’ AAGGCGGGAATGACTTTACC3’ Tm (°C) 59,97

Tamanho do amplicon 166 pb

gPCR_AgEF1Afw
gPCR_AQEF1Arv

EF1A
5’CCGTTTTTATTGCCCGTAGA3’ Tm (°C) 59,96
5’ AACATCTCCACTCCCGTGAC3’ Tm (°C) 60,47

Tamanho do amplicon 158 pb

gPCR_AgUBQFw
gPCR_AgUBQRYV

UBQ
5’CGCTTCGCGCTACTTGTACT3’ Tm (°C) 60,73
5’ ACTCTTCAAGCGCAAACGAT3’ Tm (°C) 60,02

Tamanho do amplicon 175 pb

gPCR_AgRPS3_Fw
gPCR_AgRPS3_Rv

RPS3
5’TTGGAGACGGAGTCTTCAAG3’ Tm (°C) 60,54
5’TCCCAATACACGGTCAGTTC3’ Tm (°C) 60,63

Tamanho do amplicon 146 pb

gPCR_AgRPS11Fw
gPCR_AgRPS11Rv

RPS11
5’ACCCACGGTTTTCCTTAACC3’ Tm (°C) 60,09
5’GACGACTCCGGTGAGGATAC3’ Tm (°C) 59,54

Tamanho do amplicon 178 pb

gPCR_AgRPS26Fw
gPCR_AgRPS26RvV

RPS26
5’TCCCAAAAGACAAGGCAATC3’ Tm (°C) 60,05
5’CCTTCTTGCTCCTGTTACGC3’ Tm (°C) 60,02

Tamanho do amplicon 183 pb
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Para sintese de cDNA, foi extraido RNA total das partes dissecadas de larvas e de
adultos triturados em almofariz contendo N liquido, utilizando o reagente de Trizol
(Invitrogen Life Technologies) de acordo com instrucdes do fabricante. As amostras foram
tratadas com 2U de DNase | RNase-free (Ambion, Invitrogen Life Sciences) por 30
minutos a 37 °C, de acordo com instruc@es do fabricante. Apods etapa de limpeza em coluna
do kit RNeasy Micro Kit (QIAGEN) e verificagdo da qualidade da amostra em gel de
agarose 1,5%, a concentracdo de RNA foi determinada em um fluorémetro Qubit,
utilizando o kit Quant-iT RNA assay (Invitrogen Life Technologies). Para sintese de
cDNA foi utilizado 1 pg de RNA. A sintese de cDNA foi feita utilizando o kit Superscript
1™ First-Strand Synthesis SuperMix for RT-gPCR (Invitrogen), a partir de 500 ng de
RNA, seguindo orientacdes do fabricante.

Inicialmente, uma PCR foi realizada para amplificar os fragmentos, que froam
clonados e sequenciados a fim de testar os primers e confirmar a amplificacdo dos genes
selecionados. A PCR foi realizada com um passo de 95 °C por 1 minuto, seguidos por 30
ciclos de incubacdes a 95 °C por 15s e a 60 °C por 1 min. Apos a PCR, as amostras foram
analisadas em gel de agarose 1% e o fragmento amplificado correspondente foi excisado.
O DNA foi extraido com o kit QIAquick Gel Extraction (QIAGEN) de acordo com
instrucGes do fabricante. Apds quantificacdo, os produtos de PCR foram clonados em vetor
PGEM-T de acordo com o protocolo descrito pelo kit pPGEM®-T Easy Vector System |
(PROMEGA) e os vetores com inserto foram purificados e submetidos a sequenciamento.

Para realizacdo da RT-qPCR foi utilizado o termociclador 7500 Fast (Applied
Biosystems, EUA) utilizando primers especificos para cada gene (Tabela 7). Cada reacéao
foi feita num volume final de 10 pL, sendo 2,5 pL de SYBR Green Rox Plus PCR Mix
(LGC Biotecnologia), 2 uL. de cDNA diluido 40 vezes, 4,7 uL. de H,O bidestilada e 0,4 puL.
de cada primer (0,2 uM direto e reverso). A reagdo ocorreu a 95 °C por 10 minutos,
seguidos por 40 ciclos de incubagdes a 95 °C por 15s e a 60 °C por 1 min. Ao final dos 40
ciclos uma curva de dissociacdo para cada fragmento amplificado (60-94 °C, a cada 0,5 °C
por 1 s) foi feita para verificar a possivel formacdo de dimeros de primer ou contaminacao
da amostra. As reacdes de RT-gPCR foram feitas em triplicata e controles negativos
contendo &gua ao invés de cDNA foram incluidos para verificar contaminagdes nas
amostras. Um controle negativo contendo 500 ng de RNA total foi feito para garantir a

auséncia de DNA gendmico. Os niveis de expressdo foram determinados como o nimero
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de ciclos necessarios para alcangar um limite fixo na fase exponencial da PCR. O nimero
de ciclos foi referido como valor de Cq (quantification cycle), em substituicdo ao nomes
para os antigos Ct (threshold cycle) ou Cp (crossing point), de acordo com as normas
RDML (LEFEVER et al., 2009). A eficiéncia de cada primer para cada reacdo e as Cqgs
foram calculados individualmente a partir do software gPCR  miner
(www.miner.ewindup.info) (ZHAO; FERNALD, 2005). A analise da estabilidade do nivel
de transcricdo de cada gene em cada tecido ou regido do inseto foi feita utilizando as
ferramentas geNorm™® (Biogazelle Company) (VANDESOMPELE et al., 2002),
Normfinder (http://www.mdl.dk/publicationsnormfinder.htm) (ANDERSEN et al., 2004) e

Bestkeeper (http://bioinformatics.gene-quantification.info/bestkeeper.html) (PFAFFL et
al., 2004). Bestkeeper usa dados brutos (valores de Cq) e eficiéncia dos primers na PCR
para determinar 0s genes mais estaveis e 0os combina em um indice. Os valores de
quantidade de expressao transformados em uma escala linear (a quantidade relativa maior
para cada gene foi padronizada para 1) foram usados como dados de entrada para o

geNorm e NormFinder.

2. Silenciamento do gene de Lacase 2

a. Sintese de dsSRNA de Lacase 2

Para a clonagem e sequenciamento de uma fragmento de lacase 2 de A. grandis, o
RNA total foi extraido de larvas e insetos adultos utilizando Trizol (Invitrogen) seguindo o
protocolo indicado pelo fabricante. O cDNA foi sintetizado a partir de 5ug de um pool de
RNA total utilizando o kit Superscript Il TM First-Strand Synthesis System for RT-PCR
(Invitrogen) utilizando oligo d(T)-AP. Para a amplificacdo inicial do fragmento de Lacase
2 foram utilizados primers desenhados a partir do contig A_grandis_454 rep c1717,
obtido do banco de dados de transcritoma de A. grandis, cujo tamanho foi de 1817pb
(Figura 18). Dentro desta sequéncia foi selecionada uma regido de 332pb para servir de
molde para a sintese de moléculas de dsRNA correspondendo a uma regido do sitio de

ligacdo ao cobre da Lacase 2 (Figura 18, negrito).
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O desenho dos primers foi realizado com o programa BLOCK-iT™ RNAIi
Designer (http://rnaidesigner.invitrogen.com/rnaiexpress), que analisa as sequéncias e
indica regiGes de maior probabilidade para uso em silenciamento génico.

Os RNAs dupla fita foram sintetizados a partir de produtos das PCRs flanqueados
pela sequéncia minima do promotor T7. A PCR foi realizada nas seguintes condicdes: a
94°C por 1 min, temperatura de anelamento a 60°C e extensdo a 72 °C por 1 minuto por 30
ciclos. Os produtos das PCRs foram clonados e sequenciados. Apos a confirmacao da
sequéncia a sintese de dsRNA foi realizada utilizando 0,5ug de produto de PCR como
molde para um volume de reacéo de transcri¢do de 20 pL, conforme descrito no protocolo
do manual do kit MEGAscript® T7 High Yield (Ambion). A reagédo foi incubada por 16
horas a 37 °C, seguido por tratamento com DNase | RNase-free (Ambion, Invitrogen Life
Sciences) por 15 minutos. Para alinhamento do dsRNA, os produtos da reacdo foram
incubados a 70 °C por 5 minutos e resfriados em temperatura ambiente. Para purificacdo
dos produtos da transcri¢do seguiu-se uma extracdo com fenol/cloroférmio e subsequente
precipitacdo com alcool isopropilico, conforme protocolo descrito pelo fabricante do
produto. O dsRNA foi dissolvido em agua tratada com DEPC, e a quantificacdo foi obtida

por espectrofotometria.

b. Andlise da expressdo do gene de Lacase 2

A expressdo do gene de lacase2 foi feita nas diversas fases do desenvolvimento do
bicudo do algodoeiro. Para isso, RNA total foi extraido de ovos, larvas de todos os
instares, pupas e adultos machos e femeas, quantificado e analisado conforme descrito
anteriormente (Cap. Il, Material e métodos, I, b). A sintese de cDNA foi feita utilizando o
kit Superscript 111™ First-Strand Synthesis SuperMix for RT-gPCR (Invitrogen), seguindo
orientagdes do fabricante.

A RT-gPCR foi realizada utilizando o termociclador 7500 Fast (Applied
Biosystems, EUA) com primers especificos para o gene da lacase2 (Tabela 8), produzindo
um amplicon de 192 pb. Os genes de referéncia utilizados foram gapdh e g-tubulina de A.
grandis, com os mesmos primers descritos na tabela 7. Cada reacgéo foi feita num volume
final de 10 pL, sendo 2,5 pLL de SYBR Green Rox Plus PCR Mix (LGC Biotecnologia), 2
puL de cDNA diluido 40 vezes, 4,7 uL. de H,O bidestilada e 0,4 pL de cada primer (0,2 uM
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direto e reverso). A reacdo ocorreu a 95 °C por 10 minutos, seguidos por 40 ciclos de 95
°C por 15 s e 60 °C por 1 min. Ao final dos 40 ciclos uma curva de dissociagéo para cada
primer (60-94 °C, a cada 0,5 °C por 1 s) foi feita para verificar a possivel formacdo de
dimeros de primer ou contaminacdo da amostra. As reacdes de RT-gPCR foram feitas em
triplicata e controles negativos contendo agua ao invés de cDNA foram incluidos para
verificar contaminagdes nas amostras. Um controle negativo contendo RNA total foi feito
para garantir a auséncia de DNA gendmico. A eficiéncia de cada primer para cada reacéo e

as Cgs foram calculados individualmente a partir do software qPCR miner

(www.miner.ewindup.info) (ZHAO; FERNALD, 2005). A anélise da expressdo relativa do
gene da lacase 2 em cada fase de desenvolvimento do inseto foi feita utilizando a
ferramenta geNorm®"® (Biogazelle Company) (VANDESOMPELE et al., 2002).

c. Bioensaio com larvas microinjetadas com dsRNA de lacase2

O bioensaio com bicudo do algodoeiro foi feito por microinjecdo de dsRNA.
Larvas foram pesadas para que fossem utilizadas apenas individuos com peso entre 30 e
40mg. Em cada ensaio, 1pL contendo H,O ou 500ng de dsRNA foram injetados em na
regido dorsal de larvas de 3° instar, tomando o cuidado de nédo lesar a artéria dorsal. Na
microinjecédo foi utilizada uma microsseringa (Hamilton Co.), tipo Gastight com conexao
Luer (LT), modelo 1701LT, volume 10uL, com agulha de 51mm, gauge 26S, estilo de
ponta 4 e bisel de 12°. Vinte larvas de bicudo foram microinjetados e mantidos em dieta
artificial mantida em B.O.D a 26 £ 2 °C, umidade relativa de 60 + 10% e fotofase de 12
horas. Uma avaliacdo morfolégica foi realizada ao longo do tempo até 60 dias ap6s a

injecdo. Este experimento foi repetido trés vezes, em épocas diferentes.

Tabela 8. Primers utilizados nos experimentos de lacase 2A

Nome Sequéncia Experimento
iLAC2AGoFwd 5’GCTCCGCTTCTATCTCAGT3' Sintese de dsSRNA, Southern Blot
iLAC2AGaRv 5’GCAATGGTGTCTTTACCG3' Sintese de dsRNA, Southern Blot
gPCR_Ag_Lac2A Fwd 5’GGTTGATGAAGTTCAACA3’ RT-gPCR
gPCR_Ag_Lac2A Rv  5’GCAATGGTGTCTTTACCG3' RT-gPCR
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A_grandis 454 rep c1717
ATATTTTGAGATACTACAAGGGACCATATACTCCATTCACCCAAGCACCTACTTATGACTTCGGTATTCCACAGGGAGTGGWACTTAA
TCCTTTGGACGCAATTTGTAATGAAACCAGAGCAGATGCCGTTTGTATCAGTCAATTGAAAAATGCCAGAGAAGTGGACAGGGCG
CTGCTGATTGAAAAACCAAATGTGAAGATATTTTTGCCATTCAGATTCCACGTTTATACACCGGAGGATCTTTTTAATCCTAACAGTT
ACAACAGACATTTAGTTGCGCCAAACGGAGACCACGTAATCAGTTTAATCGACGAAATCTCGTACATGGCTGCGCCAGCTCCGCT
TCTATCTCAGTACGATGAAATTGACCCCGAGCAATTCTGTAATGGAGATAACAGACCACCCAATTGTGGACCTAACTGCATG
TGTACCCACAAAATTGATATTCCATTAAATGCGATTGTCGAAGTTGTTCTGGTTGATGAAGTTCAACAACCGAACTTATCCC

AAAACACGCTTTGGATCTGGATCGGAGAGGTCTGTTGCATAGGCACTTTGATCTGCCACCCGGTAAAGACACCATTGCTGT
ACCAAACAATGGATACGTAATCTTCAGATTCCGAGCAGACAATCCTGGTTTICTGGCTTTTCCACTGTCACTTCTTGTTCCACATAGTT
ATAGGAATGAATTTGGTCCTGCAAGTGGGTACACATGCAGACATACCACCAGTGCCACCGAATTTCCCTACTTGCGGCGATCACAC
GCCACGAATCAATTTAGATCCAACGAAAATATGAAGACTTAATACCTAGTATTTTTTTITAAGATTAAGGGTCCTTTTTAGTATAGGTT
GGTGTAAATAAGAGTCAAGTCAAAGGTTTGGTAAGTATTACGAGTTAATATATTTTGTGAAAAAATGTACAGGGTTATGCTACTCAT
GTATATTATTTCAGGTAGGTATAATAACGCAATGTATATAATTTTTTACTAGCACAATATTGTAAATATAACATATTTACACGATCTTATT
TGTCACCAACTGCTAGTATATTGTAGAGTTACCAAATTAATATTCTGAATATTTGGATTAAGTCTTGCCATCCAAAAATGTCGAAAAA
TCAGTATTCTAAATTGAGTGTTTTCCTATATTATGTATTTTATTTATCTGATATTTATCTGTACTGTACCAAATGGTCTTTATCGCCATATT
ATTATATATAATTTTAGATATTCTACCTCTTTCTATGTGTTTWTTTITTGTITTTTTTTAACTATCACTATTGGTGCTTTCTAAAACTTATA
AATCAATTATTTGAGTTAAAATCTTTAAATATTTTTTGATACTTTTCATAATAAGAAAAATGTTTTGGTTAATATTTTTAATATGGGAAA
TATTTAAAGATTTAAAGGTATGAACCCTTTCGTAAATAAATTATTICTTCCAGGAAGTAAGCTAAGGTCTTTAATGTAAAAATTCTTAT
AGTTATAGTAGAAATTTTATGATTATGTCATTGGAAATGTTACCAACATAACGAAGTAAATAAATATGAATTTTATCACATCTATACCA
CAAAAATAGGCACTTCATAGTACATTTTTTGGTAAAAGAACCACCTAGTCTATTACAAAACCAAGACGAATATGAAAATAAGTCATC
GTTGTAGATTTGTATATAAAATAATAGTGTAAAGTACCAATGTATTTAAAGTAATAAAATTTGTGACTATATTTATGT

Figura 18. Sequéncia do contig A_grandis_454 rep_cl1717. A regido em negrito representa o
amplicon utilizado para sintese de dsRNA para uso no silenciamento do gene da lacase2A e para
experimentos de Southern Blot. A sequéncia sublinhada é o amplicon analisado no RT-gPCR.

d. Analise do silenciamento de lacase 2 por RT-qPCR

Bioensaios com microinjecdo de dsRNA de lacase 2 foram realizados conforme
descrito anteriormente para extracdo de RNA total e posterior anélise por RT-qPCR.
Larvas microinjetadas com dsRNA de lacase2 ou com H,O foram coletadas 20 dias ap6s a
microinjecdo. Pupas/Adultos mal formados foram coletados 14 dias ap6s a microinjecdo. A
quantificacdo e analise de integridade do RNA foram feitas conforme descrito
anteriormente (Cap. 11, Material e Métodos, I, b). A sintese de cDNA foi feita utilizando o
kit Superscript 111™ First-Strand Synthesis SuperMix for RT-gPCR (Invitrogen), seguindo
orientagdes do fabricante. A RT-gqPCR foi realizada como descrito anteriormente (Cap. I,

Material e métodos, I, b).
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e. Determinacdo do numero de copias do gene de lacase2

Quatro aliquotas de DNA gendmico de A. grandis foram digeridas com as enzimas
Hindlll, Scal, EcoRI ou Xbal e submetidas a eletroforese num gel de agarose 0,8% e
transferidas para uma membrana de nylon Amersham Hybond N* (GE Healthcare Life
Sciences) utilizando procedimentos padrdo (SAMBROOK; RUSSEL, 2001). Um produto
de PCR produzido com os primers iLAC2AgaFwd e iLAC2AGoRv (Tabela 8) foi
marcado com a-[**P]dCTP com alta atividade especifica, utilizando o kit Amershan
Megaprime DNA-labeling (GE Healthcare Life Sciences) e foi utilizado para hibridizagéo
na membrana de nylon. A membrana foi lavada para a estringéncia de 0,1X SSC com 0,2%
SDS a 65°C.

11.3. Resultados e Discussao

1. Selecdo das Sequéncias dos Genes de Referéncia Candidatos

Um dos objetivos deste trabalho é a analise da expressdo relativa de um gene
envolvido em um processo vital para o inseto, o gene que codifica a enzima lacase 2. Uma
etapa importante para essa analise é estabelecer quais genes podem ser utilizados como
referéncia para a quantificagdo relativa da expressdo do gene alvo. A confiabilidade de
qualquer experimento de andlise de expressdo relativa por gPCR pode ser maior com a
inclusdo de genes que funcionem como controles enddgenos para corrigir variacdes na
eficiéncia de amplificacdo das reacdes e na quantificacdo de uma amostra para outra, sendo
chamados de genes de referéncia ou housekeeping genes. No caso do Bicudo do
Algodoeiro ndo existe indicacdo de genes de referéncia até 0 momento. Dessa forma, nove
genes candidatos foram analisados quanto a sua estabilidade de expressdo nas diferentes
partes ou Orgaos.

A dificuldade de encontrar metodologias e pessoas capazes de dissecar 0rgaos e
tecidos de insetos fez com que fossem escolhidos ndo s0 6érgdos, mas algumas partes
inteiras do inseto consideradas de relevancia para futuros estudos. Por exemplo, o intestino
é alvo de estudos ndo s6 sobre a fisiologia da digestdo, mas de moléculas-alvo para
controle, visando o0 uso biotecnologico na industria, para metagendémica de

microorganismos simbiontes. A cabeca, ou o cérebro foram escolhidos por sua importancia
85



nos estudos de moléculas neuroativas, horménios (a sintese de alguns hormonios de insetos
se d& na corpora allata, na cabeca do inseto), percepcao (visao, calor, feroménios, etc.). A
larva de bicudo € muito pequena para que se pudesse dissecar o0 cérebro e por isso
resolveu-se extrair a cabeca toda. Cuticula e aparelhos reprodutores feminino e masculino
sdo sempre objetos de estudo de genes tecido-especificos, ja que a adaptacdo ao ambiente,
a muda e o sucesso de reproducao dos insetos estdo na lista dos assuntos mais pesquisados,
principalmente para controle de pragas e vetores de doencas.

Nove genes candidatos foram escolhidos ap6s uma extensa busca de genes
comumente utilizados como referéncia em experimentos de PCR em tempo real. Apesar de
uma grande quantidade de trabalhos especificos de determinacdo de genes de referéncia
para qPCR para varios organismos, para insetos, esse numero é bem menor. Muitos
trabalhos de analise de expressdo relativa simplesmente assumem que genes comumente
utilizados sdo estaveis em diversas situacdes, 0 que muitas vezes ndo representa a
realidade. O ideal seria que para cada organismo e até cada situacdo bioldgica (estresse,
alimentacdo, ambiente, etc.), genes de referéncia sejam estudados. Ha certo tempo existe
uma preocupacdo na comunidade cientifica internacional em relacdo as inimeras fontes de
erro inerentes a um experimento de gPCR, desde o desenho do experimento, passando pela
integridade e garantia de similaridade da extracdo de RNA e sintese de cDNA , até a PCR
propriamente dita e seus métodos de analise (FLEIGE; PFAFFL, 2006; FLEIGE et al.,
2006; LEFEVER et al., 2009; BUSTIN, 2010; BUSTIN et al., 2010).

Neste trabalho, procurou-se, quando possivel, utilizar as recomendacdes do MIQE
(The Minimum Information for Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments)
para gerar resultados de qPCR mais confiaveis, sem duvidas de interpretacdo (BUSTIN et
al., 2010). Apesar de utilizar um método fluorimétrico para quantificar o RNA, a eficiéncia
da sintese de cDNAs nao foi quantificada. Para tentar diminuir o erro gerado por uma
possivel diferenca de quantidade de cDNA, todas as amostras das partes do inseto foram
diluidas previamente 30, 40 e 50 vezes, e uma corrida prévia mostrou que 40 vezes era
uma quantidade considerada boa para que os valores de Cqg se mantivessem entre 0s ciclos
15 e 30. Assim, todos as corridas foram feitas diluindo o cDNA 40 vezes. As gPCRs
realizadas para os nove genes foram feitas colocando todos os cDNAS para um mesmo

gene numa mesma placa. Um mesmo cDNA com o mesmo gene foi sempre utilizado como
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normalizador entre as placas. As analises das curvas de dissociagdo de cada corrida nao
apresentaram dimeros de primers nem amplificacGes inespecificas.

O sequenciamento dos amplicons clonados em vetor pPGEM-T mostraram que cada
um dos fragmentos amplificados correspondia ao gene esperado. Houve uma diferenca de
duas bases no gene de ArgK e de uma base no gene de RPS26, em relagéo ao contig do
transcritoma (Figura 19). Essas substituicbes podem ser SNPs (single nucleotide
polymorphisms), uma vez que as mudangas nos codons nao alteraram 0s aminoacidos
codificados, ou erros de amplificacdo pela DNA Taq Polimerase, ou até erros de
sequenciamento. Todas as outras sequéncias tiveram 100% de identidade com o respectivo
contig. E a identificacdo de todas as sequéncias, sem excecdo, foi confirmada por
BLASTN.

> Argk
ACAAGGGTIGGTCAAGTCGAGTCGAANCAGTTIGTCATAGACAGGCATTTCIAT TGGTCGGGOACACGOGCOGAGATGOGTOTATCGAT I TTAACAAAACTGC
COOCTGTTTIGOC A AAGTGCCAT TOAG T TAAACCAAG T CGLCATCAGGUTGIAGOGG IAG

n )
> fl-Actina
COTTTAACACCCCTGOTATGTIACGTIAGCAATCOAAGCOGTACTCTICCTIGTACGOCTTCOGGTCGTIACCACCGGTIATCGTCTTIGGACTOTGGOGATGGTGTAAN
COCACACCGTOCCAATTIATGAAGG T TATGCTICTICCOCACGOCATCOCTICGTTTGGACTIGGUOGGTCGTGACTTGACCGACTACCTCATGANG

> - Tubulina
GIGCGIAAGCAGGOCGAGGGTTGUGACTGT T TACAAGGGT TCCAAT TGACCOACTOTNT ICLGLGGGOGLGTIACOGLGTOCGGOATGLGGUACCT TACTANICT
COGAAGATCCGCGAGGAGTACCCGGACAGGATAATGAACACTIACTOGGTGG TGO

> GAFDH
COOGTIGQOCAAGTGATOCCACGACAATTICCACATCGTICGALGG ICTIGATCACCACCCTIGOACGOCACCACCGUCACCCAA A MCGLICGACGLOCOG
TCCGGOAAATTGTGOAGGOACGOACGOGGGGOOCAGOAGAACATOATCCOGGOGTOGACCGGTGOCGOGAAAGOGGTCGGTIAAAGTOATTCCOGOCTT

= EFIA
COGTTITIAT I GUOCGTAGAACACACT IACTOCATCCCIGUGIAGAGGUACAGT GG TCACGGOGAAGACTGGAGAGAGGAG TGO T TAAAMAAGGGOGLGGACT
GTGAATTTGTCGGATTTAATAAGGTGATAAAGAGTACGGTCACGGGAGTGGAGATGTT

» RPS3
CACANTCTOAAAMNAAGOCGAAAMTTCGTTGGAGACGGAGTCTTCAAGGCTGAAT TAAACGAAT TCT IAACCAGAGAACTGTCAGAAGATGGTIACTCOAGGTG
TCEAAGTACGTGICACCCCGACTOG TACCGAAATCATOATCATGGUCACCAGAACTGACCG TG TATTGGGA

> RPSH

ACCCACGGTTTTCCTTIAACCCOAAACAAGCCAGCAAAAAGAAGGTTGTANGGTTIATCAAGGAATG TAGGGCTCGGGTTCAAMACCCCTAGAGAGGCCATCOG
AAGCICACIACATCGACAAAMMAATCOCCAT TCACUGGOAACGIGICGAICCGAGGOCGIATCOICACCLGAGICGTIC

> RPS26 1)
TCOCAAAAGACAAGGOAATCAAGAAATTOGTOATTAGAAANTATTGTCGAAGOTGOCGOAGTTIAIGGGATATCACTGAGGOTTCAGTATATAATCAATACCTCC
ITCCCAAGTIGIACGOGAAGCTTCACTACTGIGTCICCTGOCGOTATCCACAGOAAAGTCGTGUGTANCAGGAGCAAGANGG

> UBQ

CGOTTCGOGOIACTTIGIACTIGGOAT IACCGT T TAAACGTIAACCAGTCTIGGACTCGAACT IGGACTOG TAAAAT T TCTIAGTGGATCAGTIAT ICCACTGT IO
CAACTGTAAGGATCAGTTOCGCGGGATCAGT TCCAGIATTAGGOAATATTGAATCGTTIGOGOTTGAAGAGT

Figura 19. Sequéncias dos produtos de PCR gerados com os primers dos genes candidatos de
referencia. Em destaque, os nucleotideos sequéncias de ArgK e RPS26 foram diferentes no contig
retirado do transcritoma (entre parénteses em vermelho).
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a. Andlise da estabilidade de expressdo por Bestkeeper

As analises de estabilidade dos genes foram feitas com as 3 mais utilizadas
ferramentas atualmente para estudo de genes de referéncia, Bestkeeper, geNorm e
NormFinder. O mais importante na identificagdo de genes de referéncia expressos de
forma estavel é que os genes precisam ter um perfil de expressdo similar entre as amostras,
isto é, seus niveis de expressdo devem ter uma alta correlacdo. O Bestkeeper combina
candidatos altamente correlacionados em um indice. A partir disso, a correlacdo de cada
gene candidato com este indice é calculada e expressa pelo coeficiente de determinacao e
pelo p value. Bestkeeper ainda determina o desvio-padrdo e o “poder” de referéncia de
cada gene, cabendo ao usuario selecionar os melhores genes baseado nessas variaveis
(PFAFFL et al., 2004).

Baseado na analise de variacGes calculadas (SD), o Bestkeeper revelou uma
estabilidade de expresséo para cada um dos nove genes (SD < 1) diferente para cada parte
do inseto adulto ou larva (Tabelas 9 e 10, respectivamente). Além disso, os melhores genes
candidatos se relacionaram de maneira significante com o indice do Bestkeeper calculado
como a média geométrica dos valores de Cq dos diferentes genes para um determinado
cDNA (p < 0,05). O coeficiente de determinacdo (CD) de cada gene indica a maior
estabilidade para cada gene quanto mais perto de 1 for o valor de CD. A variancia
intrinseca (InVar) desses genes para um determinada amostra teve baixa variacdo dos
valores de Cg. O Bestkeeper analisa a integridade da amostra através do calculo de uma
variacdo intrinseca para uma amostra, entre as diferencas nos valores respectivos de Cq e o
valor médio de Cq para cada gene de referéncia (PFAFFL et al., 2004).

No caso dos adultos, as proteinas ribossomais e a ubiquitina ndo se apresentaram
como bons candidatos a genes de referéncia. Em primeiro lugar, a amplificacdo para estes
dois genes ocorreu sempre apds 35 ciclos. Mas 0 mais importante € que para a maioria dos
casos, a variacdo intrinseca (InVar) dentro das amostras para estes genes variou muito, e
esses dados foram descartados, conforme recomendado (PFAFFL et al., 2004). Para o
cérebro, 0s genes mais estaveis, baseado no coeficiente de determinacéo sdo ArgK e EF1A.
No entanto, o coeficiente para estes genes foi baixo (Tabela 9). Para a cuticula dorsal, os
resultados foram melhores, sendo os genes GAPDH, ArgK, EF1A e B-tubulina e B-actina

considerados todos bons candidatos. No caso do intestino de adulto, -actina e EF1A
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foram os mais estaveis. Os genes B-actina e GAPDH foram 0s mais estaveis para o
aparelho reprodutor feminino (ARF). Interessante notar que pelo coeficiente de
determinacéo, o gene RPS3 teve a melhor avaliagdo. No entanto, devido a sua amplificacao
tardia, ndo é aconselhavel utiliza-lo como gene de referéncia. Para o aparelho reprodutor
masculino (ARM), apenas ArgK é um razodvel gene de referéncia, segundo analise do
Bestkeeper.

A analise das partes das larvas revelou um perfil melhor para os genes candidatos
(Tabela 10). Apenas para 0 gene da ubiquitina (UBQ) os valores de InVar foram muito
altos e por isso os dados foram descartados. Para a cabeca da larva os genes candidatos
RPS26, GAPDH, B-tubulina, ArgK e EF1A foram os que tiveram melhores resultados. Na
cuticula da larva, os genes mais estaveis foram GAPDH, ArgK, EF1A ¢ B-tubulina ¢ -
actina. Os outros genes tiveram Cqs entre 36 e 38, e ndo foram analisados. Para o intestino,
RPS26 e B-tubulina tiveram CDs mais altos. A analise do Resto mostrou que GAPDH e 0s

genes de proteinas ribossomais foram os mais estaveis.

b. Andlise da estabilidade expressdo por geNorm

Apesar de mais confiavel, o geNorm tem muitas similaridades com BestKeeper. A
principal regra no geNorm é que a taxa de expressdo entre dois genes de referéncia deve
ser constante entre as amostras (VANDESOMPELE et al.,, 2002). Para cada gene
candidato, o geNorm calcula o valor de estabilidade M como a variagcdo média no nivel dos
transcritos entre um gene e todos 0s outros genes em um dado grupo de amostras, por
pares. O valor de estabilidade M ¢ inversamente proporcional a estabilidade. Os genes séo,
entdo, classificados de acordo com a estabilidade por um processo de excluséo passo a
passo dos genes menos estaveis, gerando o valor de V. Quanto menor este valor, maior a
estabilidade e a possibilidade do gene excluido influenciar na expressdo relativa de genes-
alvo.

Os valores de M obtidos por geNorm estéo plotados nas figuras 20 e 21. Os valores
de M para todos as partes de adulto (Figura 20) e larva (Figura 21) que estdo abaixo de 1,5
indicam que a expressao de diferentes candidatos é relativamente estavel. Em alguns casos
apenas, como aparelho reprodutor feminino, cérebro e cuticula de adulto, genes tiveram

valor de M acima de 1,5. Entretanto, genes estaveis foram diferentes entre as diversas
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partes do inseto. Entre 0s mais estaveis para a maioria das partes estdo 3-tubulina, B-actina,
GAPDH, ArgK e EF1A.

Analise de variacdo dos pares de genes para estimar o efeito de incluir um gene
adicional nos experimentos de qPCR para expressao relativa (VANDESOMPELE et al.,
2002) mostrou que entre as diferentes partes do inseto o uso de 2 genes de referéncia pode
ser suficiente para normalizar os valores de expressdo dos genes-alvo, tanto para adultos
quanto para larvas (Figuras 22 e 23, respectivamente). A adicdo de um terceiro gene
contribuiu muito pouco para uma diminuicdo do fator de normalizacdo, a ndo ser no caso
das amostras de cérebro. A inclusdo dos genes menos estaveis pode levar a um aumento ou
diminuigéo do fator de normalizagdo. Uma alta variacdo V indica que o gene adicionado
tem um efeito significante e ndo deve ser incluido na normalizacdo. Nas figuras 22 e 23, a
linha azul mostra o limite para V € 0,15 (VANDESOMPELE et al., 2002).

c. Analise da estabilidade de expressdo por NormFinder

NormFinder é uma ferramenta que permite estimar a variacdo total dos genes de
referéncia candidatos, mas também estima a variacdo entre e dentro de subgrupos de
amostras. Este processo possibilita uma medicdo direta da variacdo da expresséo,
permitindo ao usuério avaliar o erro sistémico introduzido quando utilizar como modelo
um determinado gene. Esta abordagem baseada em um modelo é teoricamente menos
sensivel a uma corregulacdo por genes normalizadores que as abordagens do BestKeeper e
do geNorm. Da mesma forma que o geNorm, o NormFinder gera um valor de estabilidade
M para cada gene, que é a medida direta da variagcdo da expressdo estimada. Esta variacdo
na expressdo esta diretamente relacionada com o valor M, ja que um baixo valor M
demonstra menor variacao de expressao génica entre as amostras estudadas (ANDERSEN
et al., 2004).

A anélise por NormFinder mostrou um perfil parecido com a analise por geNorm.
B-tubulina, B-actina, GAPDH, ArgK e EF1A foram mais estaveis para a todas as partes de
adulto (Figura 24). Na larva, alguns genes de proteinas ribossomais estdo entre 0s mais
estaveis (Figura 25).

O NormFinder foi a Unica ferramenta que permitiu a analise de todos 0s genes e

todas as partes dos inseto adulto (intragrupo 1) e larva (intragrupo 2) e intergrupos (Figura
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26), sendo GAPDH e p-tubulina os dois genes mais estaveis para todas as partes. E
interessante notar que as combinagOes de dois candidatos calculada no NormFinder,
reduziu o valor da estabilidade no conjunto de partes de adulto e de larva, mas néao
correspondem sistematicamente aos genes mais estaveis individualmente para a anélise

intergrupos (larvas e adultos) (Tabela 11).

d. Comparacdo entre as analises de estabilidade

As analises dos genes candidatos mostrou uma diferenga nos resultados gerados
pelas 3 ferramentas utilizadas. Apenas o gene para ubiquitina (UBQ) teve um péssimo
resultado para todos os casos. Na maioria dos casos, 5 genes (B-tubulina, B-actina,
GAPDH, ArgK e EF1A) foram os mais estaveis. No entanto para alguns casos, como
intestino, genes para proteinas ribossomais (RPS3, RPS11, RPS26) foram estaveis. A
capacidade de RNA ribossomal (rRNA) e mRNAs que codificam proteinas ribossomais de
representar niveis estaveis de mRNA ja foi questionada por alguns autores, que
argumentam que estes ndo deveriam ser utilizados para corrigir variacdes entre amostras na
quantificacdo de mMRNAs alvo (SOLANAS et al., 2001; TRICARICO et al., 2002; CHEN
et al., 2011). No entanto, genes como GAPDH e B-actina também foram questionados
quanto sua estabilidade. Um dado real sobre genes de proteinas ribossomais ou rRNA ¢é
que estdo em maior quantidade, o que obriga o investigador a uma diluicdo as vezes alta
antes de realizar a gPCR.

Quais genes devem ser usados, baseado em qual ferramenta de analise? Em muitos
trabalhos que utilizam os trés algoritmos, ocorre uma convergéncia entre geNorm e
NormFinder, e uma discrepancia destes com BestKeeper. Bestkeeper parece ser 0 menos
utilizado dos 3 na escolha da validacdo de genes-alvo apds uma analise de estabilidade.
geNorm e NormFinder se baseiam em algoritmos parecidos para analise e por isso 0
resultado gerado por eles sdo 0s mais considerados por muitos trabalhos cientificos.

Genes de referéncia em estudos de RT-qPCR para muitas espécies foram baseados
em Cconsenso e experimentos com outros organismos, sem uma evidéncia empirica que
demonstrasse sua estabilidade. Apesar da escolha dos genes aqui testados ser baseada na
analise de genes de referencia ja testados para insetos, os resultados aqui apresentados,

somados aos dados da literatura, mostram que a estabilidade da expressdo de genes ja
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considerados de referéncia deve ser verificada para cada tipo de experimento,
principalmente se algum tratamento especifico vai ser analisado (estresse, interagéo,
alimentacéo, etc). No minimo, ao mudar uma condicao a qual o organismo sera submetido,
a estabilidade de um gene ja utilizado como referéncia deve ser confirmada. Apesar de nao
existir um gene universalmente estdvel em todos os tipos celulares e em todas as
condices, a expressdo de alguns genes parece ser estavel, isto é, é invariavel em processos
que parecem nao afetd-los diretamente. Por isso 0 uso de um Unico gene como
normalizador pode potencialmente influenciar a analise estatistica dos niveis de expressao
de genes-alvo. O uso de mais de um gene pode minimizar o potencial erro do uso de um
gene sO, que pode ndo ser estavel em um determinado experimento. Por isso €
recomendavel a analise da combinacdo de dois ou mais genes feita pelo NormFinder ou
pelo geNorm. Baseado nas analises deste trabalho, o uso dos genes para GAPDH, B-actina,
B-tubulina, Arginina Quinase e EF1A deve ser levado em consideracdo em experimentos
mais generalistas com o bicudo do algodoeiro.
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Tabela 9. Sumério da anélise estatistica gerada pela ferramenta Bestkeeper para 0s genes
candidatos de referencia para as partes de insetos adultos. O Coeficiente de Determinagéo
(CD) indica maior estabilidade quanto mais perto de 1

ArgKk p-act B-tub GAPDH EFIA UBQ RPS3 RPS11 RPS26
Cérebro
N 9 9 9 9 9 9 9 9 9
MG 26,37 25,61 26,45 26,72 26,66 - - - -
SD 0,16 0,32 0,38 0,26 0,89 - - - -
CD 0,58 0,13 0,15 0,02 0,48 - - - -
pvalue 0,047 0,043 0,038 0,048 0,085 - - - -
Cuticula Dorsal
N 9 9 9 9 9 9 9 9 9
MG 24,46 23,74 24,67 24,93 24,00 - -
SD 0,36 0,33 043 0,46 0,39 - - - -
CD 095 0,86 0,9 0,97 0,92 - - - -
pvalue 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 - - - -
Intestino
N 9 9 9 9 9 9 9 9 9
MG 23,08 21,96 23,43 23,45 22,54 - -
SD 0,13 056 0,14 0,36 0,08 - - - -
CD 0,00 069 0,19 0,03 0,64 - - - -
pvalue 0,977 0,005 0,235 0,653 0,009 - - - -
ARF
N 9 9 9 9 9 9 9 9 9
MG 23,23 22,90 24,06 23,99 23,12 - 35,43
SD 0,13 0,27 0,18 0,31 0,13 - 0,83 - -
CD 0,65 095 0,73 0,83 0,60 - 0,97 - -
pvalue 0,054 0,001 0,030 0,011 0,071 - 0,001 - -
ARM
N 9 9 9 9 9 9 9 9 9
MG 24,58 23,04 23,90 24,22 24,17 - -
SD 025 0,23 0,19 0,38 0,51 - - - -
CD 0,78 0,52 0,00 0,56 0,00 - - - -
pvalue 0,004 0,043 0,954 0,032 0,893 - - - -

N, nimero de amostras; MG, Média Geométrica das Cqs; SD, desvio-padrdo; CD,

coeficiente de

determinagdo; ArgK, Arginina Quinase;, B-act, B-actina; B-tub, B-tubulina; GAPDH, Gliceraldeido-3-Fosfato
Desidrogenase; EF1A, Fator de Elongacdo 1-Alpha; UBQ, Ubiquitina; RPS3, RPS11, RPS26 Proteinas
Ribossomais S3, S11 e S26; ARM, Aparelho Reprodutor Masculino; ARM, Aparelho Reprodutor Feminino.
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Tabela 10. Sumério da andlise estatistica gerada pela ferramenta Bestkeeper para os genes
candidatos de referencia para as partes de larvas. O Coeficiente de Determinagdo (CD)

indica maior estabilidade quanto mais perto de 1

ArgKk p-act B-tub GAPDH EFIA UBQ RPS3 RPS11 RPS26
Cabeca
N 9 9 9 9 9 9 9 9 9
MG 24.35 16.91 18.14 17.77 21.15 - 20.63 18.46 15.99
SD 0,33 0,16 0,35 0,46 0,36 - 0.52 0,34 0,58
CD 0,88 0,58 0,97 0,98 0,86 - 0,87 0,65 0,99
pvalue 0,001 0,017 0,001 0,001 0,001 - 0,001 0,009 0,001
Cuticula
N 9 9 9 9 9 9 9 9 9
MG 25,01 24,20 25,25 25,49 24,59 - - - -
SD 0,25 044 0,37 0,49 0,31 - - - -
CD 091 092 0,89 0,98 0,95 - - - -
pvalue 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 - - - -
Intestino
N 9 9 9 9 9 9 9 9 9
MG 19,11 18,39 15,89 16,77 20,09 - 17,81 15,48 14,29
SD 0,29 0,15 0,30 0,23 0,14 - 0,45 0,19 0,24
CD 0,01 0,03 0,82 0,11 0,65 - 0,79 0,66 0,83
pvalue 0,789 0,682 0,002 0,018 0,015 - 0,003 0,015 0,002
Resto
N 9 9 9 9 9 9 9 9 9
MG 23,06 21,12 20,12 18,81 21,96 - 21,25 19,11 17,20
SD 0,17 0,16 0,28 0,34 0,12 - 0,43 0,23 0,24
CD 0,63 049 0,73 0,93 0,76 - 0,84 0,86 0,81
pvalue 0,010 0,035 0,003 0,001 0,002 - 0,001 0,001 0,001

N, nimero de amostras; MG, Média Geométrica das Cqgs; SD, desvio-padrdo; CD, coeficiente de

determinagdo; ArgK, Arginina Quinase;, B-act, p-actina; B-tub, B-tubulina; GAPDH, Gliceraldeido-3-Fosfato
Desidrogenase; EF1A, Fator de Elongacdo 1-Alpha; UBQ, Ubiquitina; RPS3, RPS11, RPS26 Proteinas
Ribossomais S3, S11 e S26.
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Figura 20. Valores de M ap0s analise da estabilidade dos genes candidatos Arginina Quinase, [3-
actina, B-tubulina, GAPDH, Gliceraldeido-3-Fosfato Desidrogenase, Fator de Elongacéo 1-Alpha,
Ubiquitina, e Proteinas Ribossomais S3, S11 e S26, com geNorm nas partes do inseto adulto. Os

genes mais estaveis tém valores de M menores que 1,5. Quanto mais a direita do grafico, maior a
estabilidade.
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Figura 21. Valores de M ap6s analise da estabilidade dos genes candidatos Arginina Quinase, [3-
actina, B-tubulina, GAPDH, Gliceraldeido-3-Fosfato Desidrogenase, Fator de Elongacdo 1-Alpha,
Ubiquitina, e Proteinas Ribossomais S3, S11 e S26, com geNorm nas partes da larva. Os genes
mais estaveis tém valores de M menores que 1,5. Quanto mais a direita do grafico, maior a
estabilidade.
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Figura 22. Valores de V ap0s analise da estabilidade dos genes candidatos com geNorm nas partes
do inseto adulto. A linha azul mostra o limite superior aceitavel de V para estabilidade (V = 0,15).
Para cada parte do inseto, a adi¢cdo de um novo gene de referéncia altera o valorde V. Por exemplo,
no cérebro, a adi¢cdo de um 4° gene (V3/4) de referéncia ndo deve ser feita porque o valor de V

indica que a baixa estabilidade deste gene influencia de maneira errada na expresséo relativa dos
genes de interesse.
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Figura 23. Valores de V ap0s analise da estabilidade dos genes candidatos com geNorm nas partes
da larva. A linha azul mostra o limite superior aceitavel de V para estabilidade (V = 0,15). Para
cada parte do inseto, a adicdo de um novo gene de referéncia altera o valorde V. Por exemplo, no
cérebro, a adicdo de um 4° gene (\VV3/4) de referéncia ndo deve ser feita porque o valor de V indica

gue a baixa estabilidade deste gene influencia de maneira errada na expressao relativa dos genes de
interesse.
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Figura 24. Valores de M ap6s analise da estabilidade dos genes candidatos Arginina Quinase, [3-
actina, B-tubulina, GAPDH, Gliceraldeido-3-Fosfato Desidrogenase, Fator de Elongacéo 1-Alpha,
Ubiquitina, e Proteinas Ribossomais S3, S11 e S26, com NormFinder nas partes do inseto adulto.
Os genes mais estaveis tém valores de M menores que 1,5. Quanto mais a direita do grafico, maior
a estabilidade.
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Figura 25. Figura 24. Valores de M ap0s analise da estabilidade dos genes candidatos Arginina
Quinase, p-actina, B-tubulina, GAPDH, Gliceraldeido-3-Fosfato Desidrogenase, Fator de
Elongacdo 1-Alpha, Ubiquitina, e Proteinas Ribossomais S3, S11 e S26, com NormFinder nas
partes da larva. Os genes mais estaveis tém valores de M menores que 1,5. Quanto mais a direita do
gréafico, maior a estabilidade.
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Figura 26. Figura 24. Valores de M ap0s analise da estabilidade dos genes candidatos Arginina
Quinase, p-actina, B-tubulina, GAPDH, Gliceraldeido-3-Fosfato Desidrogenase, Fator de
Elongacdo 1-Alpha, Ubiquitina, e Proteinas Ribossomais S3, S11 e S26, com NormFinder nas
partes do inseto adulto, da larva e de ambos.. Os genes mais estaveis tém valores de M menores
gue 1,5. Quanto mais a direita do grafico, maior a estabilidade.

Tabela 11. Anélise da combinacdo de dois genes candidatos com menor valor de M.

Partes Genes Valor M
(NormFinder)
Intragrupo | Partes de Adulto GAPDH e B-tubulina 0,011
Intragrupo |1 Partes da Larva GAPDH e B-tubulina 0,013
Intergrupos Adulto + Larva GAPDH e B-actina 0,012
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2. Silenciamento do gene de Lacase 2

a. Analise da expressdo do gene de Lacase 2

Antes de avaliar o silenciamento do gene da lacase 2, foi determinado o perfil de

sua expressao nas diversas fases de desenvolvimento do inseto, para que fosse possivel

restringir o silenciamento as fases onde essa expressao € mais alta.

O contig A_grandis_454 rep_c1717, montado no transcritoma de A. grandis, foi

identificado por BLASTx como uma Lacase2A (Tabela 12). Os primers desenhados a

partir deste contig amplificaram um fragmento de 192 pb com identidade de 100% com o

contig do transcritoma (Figura 27).

Tabela 12. Cinco melhores matches da sequéncia do contig A_grandis_454 rep cl1717

apos BLASTX

BLAST Match E value Identidade
0i|193211474|ref|[NP_001034487.2| laccase 2A
o 4,795 e-137 81,85%
[Tribolium castaneum]
0i|156481746|gb|ABU68466.1| laccase 2 81,60%
1,542 e-135
[Monochamus alternatus]
0i|61658224|gb|AAX49501.1| laccase-2 isoform A
) 1,105 e-133 82,17%
[Anopheles gambiae]
0i|195984431|gb|ACG63789.1| laccase-like
_ o 2,085 e-132 82,11%
protein [Culex pipiens pallens]
gi|170063562|ref|XP_001867157.1| laccase-like
2,084e-131 82,11%

multicopper oxidase 1 [Culex quinquefasciatus]
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Figura 27. Gel de agarose com o produto de PCR produzido com primers de Lacase2.

Nos experimentos de RT-gPCR, as curvas de dissociagdo mostraram que ndo houve
dimeros de primers, nem multiplas amplificacbes em uma mesma reacdo. Os genes de
referéncia utilizados foram gapdh e -tubulina, baseando-se nos resultados de estabilidade
de expressao obtidos por NormFinder e geNorm.

O gene da lacase 2 é mais expresso nas fases tardias do bicudo, quando o
exoesqueleto é mais rigido e o inseto é maior (Figura 28). A expressdo aumenta bastante a
partir do final da fase larval, atingindo um maximo na fase de pupa. A diferenca entre a
expressdo relativa de lacase 2 entre pupa e adultos machos e fémeas ndo foi
estatisticamente diferente. O resultado sugere que a expressdo do gene diminui até que o
inseto esteja pronto para virar pupa. Nas fases primarias do ciclo de vida do inseto, parece
que o nivel de expressdo condiz com a baixa rigidez do exoesqueleto das larvas, ainda que
a larva cresca de poucos micrometros para cerca de 5 a 10 milimetros. Além disso, o
processo de escurecimento do exoesqueleto ndo acontece nas larvas, o que pode justificar a
baixa expressdo da lacase e uma composicdo menos fendlica do exoesqueleto. Estes
resultados confirmam estudos anteriores, em que a expressdo do gene de lacase2 é
aumentada logo ap6s um pico de um ecdisterdide 20-hidroxiecdisona, que acontece antes
da muda de larva para pupa em outras espécies de insetos (DITTMER et al., 2004;
YATSU; ASANO, 2009; ELIAS-NETO et al., 2010; FUTAHASHI et al., 2010;
FUTAHASHI et al., 2011).
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Figura 28. Perfil de expressao do gene de lacase 2 nas diversas fases de desenvolvimento do bicudo
do algodoeiro. Os genes de referéncia utilizados foram gapdh e g-tubulina. Uma gquantidade maior
de transcritos é observada nas fases tardias do ciclo de vida do inseto, onde ocorre uma sintese
maior da cuticula.

b. Microinjecdo em bicudo do algodoeiro

Para testar o local da injecdo nas larvas foi feita a microinjecdo de 1uL de H,O
destilada no dorso de 20 larvas (Figura 29, ponto azul). Como controle, foram utilizadas 20
larvas sem injecdo mantidas em dieta. A cada 24 horas ap6s a microinjecdo, por 3 dias
cada larva foi pesada, para verificar se elas continuavam aumentando de tamanho. No
terceiro dia, apos 48 horas, a maioria das larvas havia morrido. Por ser um local onde passa
um grande vaso dorsal, é possivel que a lesdo da agulha tenha provocado a morte das
larvas. Por isso foi establecido outro lugar (Figura 29, ponto laranja) para injecao de outras
20 larvas, na lateral (alguns micrometros abaixo do local da injecdo dorsal anterior). Apds
os 3 dias de pesagem, apenas uma larva havia morrido, mostrando que o local da
microinjecdo escolhido foi adequado. Este local possibilitou ndo s6 um melhor manuseio
da larva durante a microinjecdo, mas também uma precisdo de injecdo logo abaixo da
cuticula.

Além disso, foram testadas trés agulhas diferentes. Uma agulha normalmente usada

para aplicacdo de insulina humana (8mm de comprimento e calibre 29G) se mostrou
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eficiente. No entanto, as seringas usadas para esse tipo de agulha impossibilitavam a
aplicacdo de pressdo adequada para injecdo de um volume tdo pequeno (1uL), levando a
morte do inseto. Preferiu-se entdo utilizar microsseringas e agulhas da empresa Hamilton

Co. (http://www.hamiltoncompany.com/). A microsseringa Gastight com conexdo Luer

(LT), modelo 1701LT, volume 10uL, foi testada com duas agulhas. A agulha mais fina,
gauge 30, apesar de ser ideal para diminuir a extensdo da lesdo, ndo possibilitou a injecéo
devido a fragilidade frente a rigidez do exoesqueleto da larva do bicudo. Por isso, agulha
de 51mm, gauge 26S, estilo de ponta 4 e bisel de 12° foi a que deu melhor resultado nas
microinjecoes.

Também foi interessante notar que apds a microinjecdo, a larva mantida em dieta
artificial deve ser coberta de novo com um pouco da propria dieta. Esse cuidado teve que
ser tomado, porque a prépria larva normalmente criada em dieta artificial cava a dieta e se
cobre com ela antes de empupar. Nos experimentos iniciais, quando ndo se fazia esse

procedimento apos a injecdo, as larvas morriam antes de virar pupa.

Figura 29. Locais de microinjecéo testados no bicudo do algodoeiro. A primeira regido testada (em
azul) causou mortalidade por dano mecéanico. A regido onde esta a agulha (em laranja no lado
esquerdo da figura) foi considerada mais facil e mais adequada para a microinjecéo.
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c. Bioensaio com larvas microinjetadas com dsRNA de lacase2

As larvas de 3° instar microinjetadas com H,O (controle) ou 500ng de dsRNA de
lacase2A foram observadas por varios dias para verificar se completavam o ciclo de
desenvolvimento. Caso isso acontecesse, as fémeas adultas colocariam ovos e as larvas
eclodidas seriam coletadas para ver se havia efeito hereditario do RNAI. No entanto, dois
tipos de fenotipos resultaram da aplicacdo de dsRNA de lacase2A que impossibilitaram
que os insetos se tornassem adultos viaveis.

Neste experimento, insetos com 20 dias apds a microinje¢do conseguiram entrar na
fase de pupa, mas o desenvolvimento foi anormal, gerando um hibrido de pupa/adulto
(Figura 30b, c, d), com cuticula mal formada, cheia de protuberancias anormais (Figura
30a), e coloracdo mais clara. No entanto, a maioria destes insetos deformados estava morta
quando analisada e nenhum dos insetos chegou a fase adulta normalmente, com nenhum
sobrevivente 25 dias ap6s a microinjecéo.

No mesmo experimento, observou-se que 20 dias apds a microinjecdo, alguns
insetos continuavam na fase larval, vivos, e se alimentando. Porém, com 30 dias, todas
estas larvas estavam mortas. O acumulo de lipideos que ocorre normalmente no Gltimo
instar da fase larval foi observado mostrando que a larva continuou se alimentando apos a
microinjecdo (Figura 31b). Este acimulo de lipideos serve como depdsito de energia para a
fase de pupa que ndo se alimenta. Porém, como estas larvas ndo entraram na fase de pupa,
sua aparéncia ¢ de larvas “estufadas”, ja que aparentemente ndo houve crescimento da
cuticula que acompanhasse o aumento de volume corporal (Figura 31b, d). Estruturas
semelhantes ao ovipositor das fémeas adultas ou edeago (6rgdo copulador) masculino
aparecem nestas larvas (Figura 31e, f).

A figura 32 mostra um esquema do ciclo de vida do bicudo com um resumo do que
aconteceu temporalmente nos experimentos. No ciclo de aproximadamente 30 dias, a
microinjecédo foi feita por volta do 18° dia (Figura 32, seta azul). Observados no 20° dia
apos a microinjecdo, cerca de 50 dias de ciclo (Figura 32, seta vermelha), os trés
experimentos de bioensaio, com 20 larvas cada um, gerou o resultado visto na figura 33.
Cerca de 10% das larvas microinjetadas com H,O (controle) e 25% das microinjetadas
com dsRNA morreram provavelmente por manipulacdo. As larvas restantes do

experimento-controle (90%) chegaram a fase adulta e a placa estava cheia de ovos e
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algumas larvas recentes, mostrando que a injecdo de H,O aparentemente ndo afetou a
reproducdo dos insetos. Das larvas microinjetadas com dsRNA de lacase 2, 33% ainda
eram larvas e 42% chegaram a continuar o ciclo (Figura 33), mas pararam em algum
momento entre pupa e adulto, sendo que no momento da observacdo estavam mortas
(Figura 30).

Figura 30. Pupas/Adultos observados 20 dias ap6s microinjecdo de dsRNA de lacase2A. E possivel
notar uma ma-formacao e menor pigmentacdo da cuticula na cabeca (a), e deformagdes no corpo,
além da manutengdo de um fenotipo pupo-larval (b, c,d) quando comparados com adultos normais
(a direita).
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Figura 31. Comparagdo entre larvas normais de 3° instar (1 — a, c, e) e larvas observadas 20 dias
apo6s microinjecdo de dsRNA de lacase2A (2 — b, d, f). Em f, é possivel observar formacdo de
estrutura que pode ser um ovipositor ou edeago, estrutura presente somente em adultos normais.
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Figura 32. Esquema do bioensaio de bicudo com dsRNA de lacase 2 durante o ciclo de vida do
inseto. A seta azul indica 0 momento da microinjecao e a seta vermelha, 0 momento da observacao

dos efeitos. Para mais esclarecimentos, vide texto.
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Figura 33. Avaliacdo do efeito de dsRNA de lacase2 20 dias ap6s a microinjecdo. Em vermelho
experimento feito com dsRNA de lacase2 e em azul, experimentos controle, feitos com H,0O
bidestilada.

d. Avaliacdo do silenciamento do gene de lacase2 por RT-gPCR

A partir dos resultados obtidos nos bioensaios, foi realizada uma anélise da
expressdo relativa do gene da lacase2A por RT-gPCR, nos dois tipos de insetos
encontrados 20 dias apds a microinjecdo. As pupas/adultos deformados tiveram que ser

coletadas com menos tempo (14 dias ap6s a microinjecdo), uma vez que foi dificil
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encontrar individuos vivos com 20 dias. Nestas, a expressdo do gene da lacase2A foi
diminuida cerca de 15 vezes (Figura 34A) em relacdo a expressdo do mesmo gene em
pupas provenientes de larvas microinjetadas com H,O. O gene da lacase2A foi cerca de 3
vezes menos expresso nas larvas microinjetadas com dsRNA e que continuaram larvas

vivas apds 20 dias (Figura 34B).
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Figura 34. Comparagdo da quantidade de transcritos de lacase2 entre os insetos-controle e as
pupas/adultos (A) ou larvas (B) ap6s a microinje¢do com dsRNA. Os genes de referéncia utilizados
foram gapdh e g-tubulina.

Estes resultados indicam um efeito sobre a formacéo e esclerotizacdo da cuticula do
inseto, uma vez que o gene de lacase2A é expresso nas células epiteliais subcuticulares,
quando ha formacao de nova cuticula e esclerotizagdo, como nos casos de muda.

Mas por que houve larvas que conseguiram continuar o ciclo, ainda que néo o
terminassem? Isso pode ser explicado pela inexatiddo da escolha das larvas para

microinjecdo. Apesar de todas terem mais ou menos 0 mesmo peso, e estarem no 3° instar,
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a expressao de lacase2 ocorre com um pico na fase de pré-pupa (Figura 28) e devem seguir
a queda dos niveis de hormonio juvenil e aumento de ecdisona, que ocorre quando a larva
deve empupar (YATSU; ASANO, 2009; ELIAS-NETO et al., 2010; FUTAHASHI et al.,
2011). Em algumas das larvas utilizadas estes eventos podem ja ter se iniciado, e por isso,
uma expressao de lacase2A ja teria ocorrido quando foi feita a microinjecdo, permitindo a
formacdo da cuticula. No entanto, ap6s a microinjecdo, o dsRNA foi capaz de diminuir o
nivel de expressdao do gene e a formacdo da cuticula foi interrompida causando a ma-
formacdo. Interessante notar que menos cuticula é observada perto do abdémen, no dorso
do inseto, local da microinjecdo (Figura 30). Provavelmente a maior concentracdo de
dsRNA ficou nesta regido, sendo espalhado em menor proporcéo para o térax e a cabeca,
onde também foram percebidas alteracbes (Figura 30a), indicando um nivel de
espalhamento do efeito ndo descrito em outras ordens de insetos, a ndo ser Coleoptera
(TOMOYASU et al, 2008). Este resultado indica que além das proteinas SID-1 envolvidas
no mecanismo de espalhamento, uma amplificagdo do sinal pode estar ocorrendo através
de um mecanismo ainda ndo conhecido, independente de RdRP.

A diferenca de quantidade de inibicdo da transcricdo entre os as larvas que
conseguiram continuar o ciclo e as que permaneceram na fase larval se deve a pequena
quantidade de transcritos lacase2 presente normalmente em larvas, em relacdo a quantidade
presente em pupas e adultos.

Outro fato importante é que as larvas que permaneceram nesta fase apds 20 dias
parecem estar “estufadas”. Este fato sugere que a formagdo da nova cuticula ndo
acompanhou o crescimento do inseto, que aparentemente se preparou para a muda e pode
ter até entrado na fase de pupa, sem que as mudancas na cuticula tenham ocorrido. Isto
pode indicar que o nivel de expressdao do gene da lacase2A pode ter diminuido pela
presenca de dsRNA.

A identificagcdo do contig A_grandis_454 rep_c1717 como lacase2A foi feita por
busca em banco de dados. O resultado do Southern blotting (Figura 35) sugere mais de
uma isoforma. Nenhuma das enzimas utilizadas na digestdo do DNA gendmico corta a
sequéncia do contig. Quatro bandas distintas podem ser vistas apds a hibridizacdo com a
sonda de lacase2A (Figura 35). Este resultado pode ser a identificacdo das duas isoformas
de lacase2, bem como de lacasel, ja que a sonda utilizada foi muito pequena e reconhece

uma regido comum entre elas. Infelizmente ndo foi possivel utilizar outra sonda, especifica
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para lacasel, uma vez que este gene ndo foi identificado em nenhum contig do
transcritoma. A confirmagéo se o bicudo tem mais de um isoforma de lacase2 ainda precisa
ser feita, j& que ndo ha genoma deste inseto sequenciado. O isolamento e clonagem dos
genes de lacase de bicudo é um experimento que ainda precisa ser realizado para melhor
caracteriza-los. O resultado do Southern blot sugere a possibilidade de que as andlises de
RT-qPCR e os bioensaios reflitam o silenciamento do conjunto de parédlogos de lacase.
Nenhum trabalho mostrou que lacasel esteja envolvido na formacdo da cuticula, e ha
indicios de que a enzima seja responsavel pela desintoxicacdo de compostos fendlicos
ingeridos na alimentacdo do inseto, e por isso 0 gene é expresso preferencialmente nos
tubulos de Malpighi, glandulas salivares e intestino (DITTMER et al., 2004; LIANG,
2006). Alguns estudos ja mostraram, no entanto, que em coledpteros e hemipteros, apenas
genes de lacase2A sao envolvidos na esclerotizacdo da cuticula (ARAKANE et al., 2005;
ELIAS-NETO et al., 2010; FUTAHASHI et al., 2011). No intuito de entender o melhor o
papel da lacase2 no inseto, experimentos de hibridizacdo in situ precisam ser feitos para
localizar o dsRNA de lacase2 no inseto e microscopia deve ser feita para verificar a

estrutura da cuticula apds o silenciamento.
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Figura 35. Anélise de lacase2A de A. grandis por Southern blot. Os valores a esquerda indicam

kilobases.
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e. Consideragdes finais

Para os fins futuros de aplicacdo biotecnoldgica, o silenciamento de lacase2 se
mostra eficaz na mortalidade dos insetos. Ainda que possibilite um aumento do ciclo de
algumas larvas, os resultados somados mostram que 75% dos insetos testados morreram
antes de virarem adultos viaveis. A transformacdo de plantas de algoddo com construcdo
expressando dsRNA de lacase2 pode diminuir bastante a populacdo de bicudo do
algodoeiro na proxima geracdo. Algumas questdes, porém, permanecem sem resposta e
muito precisa ser feito para a geragdo de um evento de algoddo geneticamente modificado
resistente ao bicudo. Por exemplo, obviamente, 0 sucesso depende do efeito observado por
microinjecdo ser repetido quando o inseto se alimentar nos botdes florais. Neste trabalho
tentou-se, primeiramente alimentar o bicudo com dsRNA. Em dieta artificial seria
impossivel, uma vez que o dsRNA seria degradado. Um teste foi feito deixando adultos e
larvas 12 horas sem se alimentar e apds isso, colocando-os em contato com gotas de
solucdo de sacarose contendo dsRNA de lacase. Porém, nenhum inseto se alimentou,
morrendo alguns dias depois (dados ndo mostrados). Pensou-se também na possibilidade
de utilizar bactérias transformadas com vetor que expressa o dsSRNA de lacase, inseridas na
dieta artificial. Devido ao longo ciclo de vida do bicudo, a proliferacdo das bactérias tornou
esta abordagem também inviavel. Além disso, quantidades menores de dsRNA ainda estdo
sendo testados, para estabelecer uma quantidade minima de dsRNA capaz de reproduzir 0s
efeitos j4 obtidos. Para evitar um efeito de inibicdo do silenciamento por uma
superexpressdo de dsRNA na planta, promotores especificos de botdes florais do algodao
estdo sendo isolados e analisados. Ainda mais 0 uso concomitante deste gene de lacase2
com outros genes validados de bicudo na transformacdo de plantas de algoddo pode
aumentar a capacidade de gerar eventos com uma resisténcia maior ao bicudo do

algodoeiro.
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