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I. Abreviaturas e definições 

ArgK  Arginina Quinase  

cDNA   DNA complementar 

Contigs Sequências contíguas montadas por alinhamento de reads 

DNA   Ácido desoxirribonucléico 

dNTP  deoxinucleotídeo 

dsRNA  RNA fita dupla 

EC  Códigos de classificação enzimática 

EF1A  Fator de Elongação 1-Alpha 

EST   “expressed sequence tag”, etiquetas de transcritos 

GAPDH Gliceraldeído-3-Fosfato Desidrogenase 

GM   geneticamente modificado 

GO  Ontologia Gênica 

kb   Quilobase - 10
3
 pares de bases 

mRNA  RNA mensageiro 

NCBI   “National Center for Biotechnology Information” 

pb   Pares de base 

PCR   Reação de polimerização em cadeia (“polymerase chain reaction”) 

Primers Oligonucleotídeos iniciadores 

qPCR  PCR quantitativo 

RT-qPCR  RT-PCR quantitativa (em tempo real) 

RDRP  RNA Polimerase dependente de RNA 

reads  Sequências geradas na reação de sequenciamento 

RISC   RNA-Induced Silencing Complex 

RNA   Ácido ribonucléico 

RNAi   RNA interferente 

RPS11  Proteína Ribossomal S11 

RPS26  Proteína Ribossomal S26 

RPS3  Proteína Ribossomal S3 

RT   “reverse transcriptase”, transcriptase reversa 

RT-PCR  Transcrição reversa seguida de PCR 

scaffolds Série de contigs em ordem correta, mas não necessariamente conectados 
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siRNA  RNA interferente pequeno 

UBQ  Ubiquitina 
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IV. 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 introdução de genes que 

codificam moléculas entomotóxicas. Entre as diferentes estratégias de engenharia genética 

utilizadas para controle de insetos-praga, a estratégia envolvendo o silenciamento gênico, 

pelo uso da interferência mediada por RNA (RNAi), é atualmente bastante promissora e de 

grande relevância. O trabalho aqui apresentado resultou na geração de uma biblioteca 

completa de genes expressos de A. grandis, por meio de sequenciamento completo de 

ESTs, obtidas a partir de diferentes estágios 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. Após a montagem e anotação das 

sequências 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 formação e esclerotização da cutícula do inseto. Sua expressão se 

mostrou quantitativamente maior nas fases mais tardias do ciclo de vida do inseto. 

Observou-se que a expressão relativa dos transcritos de lacase2 foi altamente reduzida e o 

desenvolvimento do inseto foi afetado pelo silenciamento gênico. Além da validação do 

gene de lacase2 para potencial controle do bicudo, este trabalho disponibiliza dados para a 

escolha de genes de referência para experimentos de quantificação relativa de transcritos 

por PCR em tempo real em várias partes de larvas e adultos de A. grandis. O conjunto de 

dados aqui obtidos poderá contribuir enormemente para o agronegócio brasileiro e será de 

grande importância para a obtenção e geração de eventos de algodão transgênicos 

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. Introdução Geral 

 

a. Agronegócio e Biotecnologia 

 

A produção agrícola mundial tem recebido especial atenção no início do século XXI. 

A crescente demanda por alimentos e produtos agrícolas e as previsões do aumento da 

população mundial nas próximas décadas exige o desenvolvimento de metodologias e 

processos sustentáveis que venham ajudar a suprir essa demanda ao elevar a produção 

agrícola, principalmente nos países em desenvolvimento da África, Ásia e América Latina.  

No Brasil, o agronegócio é o mais importante setor da economia nacional, sendo 

responsável por mais de um terço do PIB, por 37% dos empregos gerados no país e 41% 

das nossas exportações (MAPA - MINISTÉRIO DA AGRICULTURA, 2012). A área 

plantada na safra de 2011/2012, estimada em 50,83 milhões de hectares, é 1,9% (960,7 mil 

hectares) maior que a cultivada em 2010/11, que totalizou 49,87 milhões de hectares 

(CONAB, 2012).  

Apesar da aplicação de mais de 2,5 milhões 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 fitopatógenos antes da colheita. 

Para algumas commodities como arroz, batata e milho, essa perda varia entre 30 e 40%. 

Além das perdas, o uso de pesticidas representa um custo de mais de 10 bilhões de dólares 

por ano (GATEHOUSE, 2008; DEVILLIERS; HOISINGTON, 2011). O controle de 

pragas com agentes químicos diminuiu bastante os danos causados por insetos e patógenos 

nas últimas cinco décadas. Porém, o uso indiscriminado, extensivo e contínuo de pesticidas 

químicos pode resultar na degradação do meio ambiente, em efeitos danosos à saúde 

humana e de outros organismos, além de prejudicar organismos não alvo e levar à seleção 

de populações de pragas resistentes (WAHAB, 2009).  

Neste contexto, a biotecnologia é uma área que tem se destacado na promissora 

tarefa de prover novos produtos, processos e metodologias para aumentar a produção 

agrícola, não só com o desenvolvimento de insumos, mas também de variedades resistentes 

a estresses abióticos como temperatura, seca, salinidade, e estresses bióticos, como ataque 

de pragas e incidência de doenças.  
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Por muitos anos o maior desafio para pesquisadores nessa área tem sido o 

desenvolvimento de variedades de plantas mais resistentes às pragas. Métodos 

convencionais de melhoramento assistido por marcadores, estudos de mutagênese e o uso 

de plantas geneticamente modificadas têm sido bastante eficazes. Características 

importantes têm sido transferidas de plantas não 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 esforços de pesquisadores de áreas 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 características de interesse 

disponíveis.  

Ferramentas de engenharia genética trouxeram à humanidade um poder de manipular 

e desenvolver novos genótipos de plantas sem precedentes, além de trazer uma promissora 

via para uma agricultura mais segura e sustentável. Genes de plantas e outros organismos, 

envolvidos em vias de sinalização reguladoras de processos fisiológicos importantes têm 

sido clonados e transferidos para plantas de interesse agronômico, conferindo novas 

características economicamente importantes para o aumento de sua produção.  

Neste sentido, o uso de plantas geneticamente modificadas (GM) para controle de 

insetos tem sido um dos métodos mais eficientes nos últimos anos. Desde o início da 

adoção desta tecnologia em 1996, foi observado um aumento de 1,7 milhões para 160 

milhões em 2011, fazendo desta tecnologia a mais rapidamente adotada na história da 

agricultura moderna (JAMES, 2011). De acordo com o Center for Environmental Risk 

Assessment (CERA - Washington, DC) que monitora a liberação mundial de variedades 

GM, 59 cultivares – milho, soja, algodão, tomate e batata – desenvolvidas para resistência 

a insetos são plantadas atualmente nos mais diversos países (CERA, 2012). Cultivares de 

algodão resistentes a larvas de lepidópteros e cultivares de milho resistentes a lepidópteros 

e coleópteros têm sido utilizados na agricultura mundial, reduzindo o uso de pesticidas e 

diminuindo os custos de produção (JAMES, 2011).  O uso da engenharia genética trouxe 

algumas vantagens em relação aos métodos de genética clássica. Além de aumentar a 

busca de potenciais genes envolvidos em características de interesse, proporciona a 

introdução de um número de genes diferentes numa mesma planta, reduzindo o tempo de 

introgressão de características desejadas em um evento genético elite.  
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Sendo assim, a introdução de genes envolvidos na resposta de plantas ao inseto, ou 

genes que codificam proteínas inseticidas, ou ainda cujo produto interfira no 

desenvolvimento do inseto-praga pode ser um caminho mais eficiente e rápido para 

melhorar variedades comerciais.  

 

b. O Bicudo do Algodoeiro 

 

A cultura do algodão é a mais importante das culturas de fibras têxteis, sendo o 

algodoeiro uma das espécies vegetais mais cultivadas no mundo. Além dos produtos 

primários do algodão (pluma, caroço e fibrila), a cadeia produtiva produz línter, fios, 

tecidos, malhas, torta, farelo, óleo bruto e biodiesel à base de algodão e movimenta bilhões 

de dólares no comércio mundial (NEVES; PINTO, 2012).  

No Brasil, a cultura do algodão está classificada entre as dez principais culturas 

agrícolas. No cenário mundial, o país se destaca: é o quarto maior produtor do mundo – 

mais de 2 milhões de toneladas na safra recorde de 2010/2011; é o terceiro país exportador 

e o quinto maior consumidor, com quase 1 milhão toneladas/ano. O faturamento total da 

cultura em 2010/2011 foi de US$ 37 bilhões (NEVES; PINTO, 2012).  

  Na safra de 2011/2012, cerca de 1,396 milhões de hectares foram plantados. A 

região Centro-Oeste que continua liderando a produção nacional e participa com 62,8 % na 

área plantada do país. Estima-se que o índice de produtividade média do algodão em 

caroço em 2012 deverá alcançar 3.612 kg/ha, contra 3.705 kg/ha obtidos na safra passada, 

representando um decréscimo médio de 2,5%. Quanto à produção do algodão em pluma, a 

pesquisa atual aponta para uma redução de 2,8% em relação à safra anterior, passando de 

1.959,8 para 1.900,1 mil toneladas (CONAB, 2012).  

Apesar dessa sutil diminuição na produção ser devida a problemas climáticos, a 

produção de algodão no Brasil é bastante afetada pela ação de pragas e doenças que fazem 

com a qualidade dos produtos agrícolas derivados da cotonicultura seja prejudicada, 

afetando não só o setor primário (produção), mas também o secundário (industrialização, 

comercialização e exportação) e terciário (serviços).  

Pragas, doenças e ervas daninhas de difícil controle, além de causarem danos às 

plantas de algodão, aumentam o custo da produção devido ao grande uso de defensivos 

agrícolas. De acordo com Neves e Pinto (2012), a indústria de defensivos no Brasil lucrou 
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o total de US$ 7,24 bilhões em 2010. Só a cultura do algodão teve participação de 10,6% 

desse lucro, resultando em um faturamento de US$ 767,44 milhões. A redução dos custos 

com defensivos agrícolas depende do desenvolvimento, transferência e utilização de 

tecnologias mais eficientes no combate a pragas, doenças e ervas daninhas. Para a safra 

2012/2013 espera-se, com o uso das cultivares transgênicas de segunda geração, que o 

número de aplicações de inseticidas seja reduzido para sete por ha. 

Existem no Brasil 20 pragas de importância econômica para o cotonicultor e 5 

pragas ocasionais, além de 15 doenças causadas por fungos, bactérias, vírus e nematoides 

(FREIRE, 2011). Os principais insetos-praga que infestam a cultura do algodão são a 

lagarta da maçã – Heliothis virescens Fabr., 1781 (Lepidoptera: Noctuidae), a lagarta 

rosada – Pectinophora gossypiella Saund, 1844 (Lepidoptera - Gelechiidae), o curuquerê – 

Alabama argillacea Hübner, 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 

combatê-las, os produtores chegam a efetuar 30 aplicações de defensivos, em sua maioria 

direcionadas ao combate de pulgões, lagartas e do bicudo, sendo este último um dos 

grandes responsáveis pela queda da área produzida entre as décadas de 1980 e 1990, 

quando chegou a dizimar plantações inteiras em regiões 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 algodão, sendo responsável por danos consideráveis 

na lavoura de vários países das Américas. É um inseto da ordem Coleoptera, família 

Curculionidae, que mede normalmente de quatro a nove milímetros de comprimento, de 

coloração castanho-ferruginosa quando adulto jovem e cinza quando se torna mais velho 

(Figura 1). Uma característica marcante, responsável pelo nome pelo qual o inseto é 

conhecido, é sua cabeça alongada para frente, que se prolonga em um rostro que tem 

metade do seu comprimento fino e recurvado (GALLO et al., 2002). A variação do 

tamanho do bicudo é influenciada por uma série de fatores, como temperatura, umidade e 

quantidade de alimento no estágio larval (GREENBERG et al, 2003).   

No campo, o bicudo se alimenta de pólen. Sem alimento suficiente, as fêmeas não 

conseguem desenvolver seus ovos. Por isso, é essencial que as plantas de algodão atacadas 

pelo inseto estejam no estágio reprodutivo. O inseto possui uma extraordinária capacidade 
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de reprodução sexuada. Após os adultos se alimentarem por 3 a 7 dias e copularem, as 

fêmeas põem ovos em botões florais do algodão que atingiram pelo menos um terço do 

tamanho (cerca de 5 milímetros de diâmetro). Pode ocorrer oviposição em botões menores. 

No entanto, as larvas podem não se desenvolver devido à escassez de alimento. Oviposição 

também ocorre nas maçãs (frutos) do algodão e uma fêmea coloca cerca de 200 ovos no 

intervalo de 10-12 dias (NAKANO et al., 1992; GALLO et al., 2002;  PRAÇA, 2007). As 

larvas demoram de 3 a 5 dias para eclodirem e começam a se alimentar por 7 a 18 dias 

antes de se tornarem pupas. Se os ovos foram postos no botão floral, este vai ficando 

amarelado e as flores têm a abertura das pétalas prejudicada. No caso das maçãs, estas não 

se desenvolvem, apresentando perfurações externas, devido ao hábito de alimentação e 

oviposição do inseto. Fibras e sementes são destruídas pelo desenvolvimento das larvas, o 

que impede sua abertura normal e leva a uma coloração escura (GALLO et al., 2002). 

Durante 4 a 7 dias, as pupas vão se tornando adultos. O adulto recém-formado sai do botão 

floral ou maçã e se alimenta por 5 dias, quando amadurecem os órgãos reprodutores. 

Durante este tempo ocorre a cópula e a fêmea põe ovos, reiniciando o ciclo. O ciclo de 

vida completo do bicudo, representado na figura 1, é de 24 a 36 dias. Em condições ótimas, 

esse tempo pode diminuir.  

Algumas características do ciclo de vida do bicudo dificultam o controle de sua 

população. Bicudos adultos podem hibernar durante o inverno (diapausa) em restos de 

cultura, lixo orgânico de fazendas e celeiros. Esta diapausa pode durar meses, por períodos 

variáveis de 150 a 180 dias até um novo ciclo da cultura. De cada 50 bicudos que entram 

em diapausa, estima-se que uma população de 500.000 adultos surgirá ao fim da próxima 

safra (WAGNER et al., 1999). Além disso, o inseto tem alta mobilidade, podendo voar 

alguns quilômetros, e alta tolerância aos seus inimigos naturais (BUSOLI, 1991;  PRAÇA, 

2007). A alimentação do bicudo é preferencial por plantas do gênero Gossypium. No 

entanto 104 espécies da família Malvaceae são atacadas pelo bicudo. Espécies como 

Hibiscus sp. são consideradas importantes para a manutenção da população do bicudo no 

período de entressafra do algodão (BUSOLI, 1991;  GONDIM et al., 2001). 
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Figura 1. Ciclo de vida do Bicudo do Algodoeiro. 

 

Até a década de 90, o bicudo era o mais importante inseto-praga do algodão na 

América do Norte. Devido a um severo programa de erradicação 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 o bicudo em mais de 95% das áreas plantadas 

(NATIONAL_COTTON_COUNCIL_OF_AMERICA, 2009). 

No Brasil, a detecção do bicudo do algodoeiro ocorreu pela primeira vez em 1983, 

na região de Campinas, SP. A partir daí, a praga disseminou-se para outras regiões, e em 

1985 havia se dispersado por cerca de 350 mil hectares de algodão, nos Estados de São 

Paulo, Paraíba, Pernambuco e Rio Grande do Norte. A rápida disseminação do bicudo, a 

abrangência, e os danos consideráveis nas áreas cotonicultoras do Brasil indicaram sua 

grande capacidade de adaptação a novos ambientes, reforçando suas características 

biológicas e comportamentais favoráveis, tornando-se uma praga-chave do algodão no país 

(ALMEIDA; SILVA, 1999). Os níveis de infestação crescem rapidamente, causando 
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prejuízos de até 100% da produção, caso as medidas de controle não sejam adequadas. O 

inseto representa um grande potencial de dano, sendo considerado praga-chave no 

planejamento e controle dos insetos nocivos à cultura, principalmente devido à dificuldade 

de controle pelos inseticidas químicos. Essa dificuldade é devida principalmente à sua fase 

larval, que ocorre dentro dos botões florais e maçãs. A principal forma de controle do 

bicudo está baseada na utilização de agroquímicos (SANTOS, 1999).  

Atualmente, estudos têm sido conduzidos com o objetivo de gerar tecnologias 

econômica e ecologicamente viáveis para o controle desta praga. Estes incluem: (i) 

melhoramento clássico visando o desenvolvimento de cultivares com o ciclo curto e de 

rápida maturação, (ii) armadilhas de feromônios, e (iii) alternativas biológicas que incluem 

a utilização de agentes biológicos como bactérias, fungos e vírus que poderão ser utilizados 

por aspersão direta ou para manipulação e transformação de plantas de algodão.  

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 algodão GM 

resistentes a insetos são comercializadas no mundo. No entanto, nenhuma delas apresenta 

resistência ao bicudo do algodoeiro e, portanto, não controlam a principal praga da cultura 

do algodão no Brasil. 

As principais variedades transgênicas com efeitos entomotóxicos bem estabelecidos 

expressam toxinas do Bacillus thuringiensis (CHRISTOU et al., 2006). Em outras 

variedades, genes que expressam inibidores de proteinases e lectinas também são utilizados 

(FERRY et al., 2006;  HILDER; BOULTER, 1999). Atualmente especial foco tem sido 

dado à utilização de RNA de interferência (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 síntese de antocianinas que dão cor violeta às petúnias. Ao 

superexpressarem chalcona sintase, uma enzima envolvida no processo de síntese, 

esperavam petúnias com coloração violeta mais intensa. Ao contrário, obtiveram petúnias 

brancas. A baixa expressão da enzima sugeria que de alguma forma a expressão do gene 
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endógeno estava sendo suprimida por um mecanismo que seria confirmado pelo mesmo 

grupo em 1996 (JORGENSEN et al., 1996). Os primeiros indícios em animais só vieram 

algum tempo depois. No início da década de 90, Guo e Kemphues (1995) investigavam a 

expressão polarizada do gene par-1, codificante de uma quinase de Ser/Thr no corpo do 

embrião de Caenorhabditis elegans. Ao tratar os animais com RNA anti-sense para par-1, 

o gene não era expresso. No entanto, o controle com RNA sense também causava o mesmo 

efeito.  

Esse processo, descrito primeiramente em plantas, foi denominado como 

silenciamento gênico pós-transcricional, ou PTGS (Post-Trancriptional Gene Silencing) 

(JORGENSEN et al., 1996). Pouco tempo depois, o termo interferência 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 específico de C. elegans para uma 

determinada sequência nucleotídica, causado pela aplicação de RNA de fita dupla 

(dsRNA) exógeno. Seus experimentos mostravam que a aplicação 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 só tinham efeito 

quando o sense era administrado logo após o anti-sense ou vice-versa, indicando que eles 

hibridizavam, formando dsRNA, que foi considerado o responsável pelo silenciamento. O 

silenciamento em C. elegans possuía duas características marcantes: a iniciação por RNA 

de fita dupla e a capacidade de se espalhar de forma sistêmica no organismo. Uma terceira 

característica foi descoberta depois: em C. elegans RNAi era também hereditário. 

(GRISHOK et al., 2000).  Estes estudos iniciais indicavam um fenômeno transiente, que 

não afetava a sequência no DNA genômico, mas sim mRNA maduro (FIRE et al., 1998;  

MONTGOMERY; FIRE, 1998;  MONTGOMERY et al., 1998). Para que ocorresse o 

silenciamento, as fitas de dsRNA deveriam desanelar. No entanto, a impossibilidade de se 

encontrar a fita anti-sense sozinha levou à descoberta de RNA de interferência pequenos 

(siRNAs - short interfering RNAs). A identificação dos siRNAs de 21-28 pares de base, 

como intermediários comuns entre PTGS (HAMILTON; BAULCOMBE, 1999) e RNAi 

(PARRISH et al., 2000;  TIJSTERMAN et al., 2002;  ZAMORE et al., 2000), 

confirmaram uma intersecção entre os mecanismos dos dois processos de silenciamento 

específicos para uma determinada sequência. Estes pequenos RNAs guiariam, então, o 
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reconhecimento e a clivagem ou repressão da tradução de um mRNA complementar. 

Também foi descrito seu envolvimento com modificações na cromatina. 

Passada pouco mais de uma década desde a descoberta do RNAi, os pequenos 

RNAs envolvidos em mecanismo de silenciamento por RNAi são definidos não só por seu 

tamanho (~ 20-30 nucleotídeos), mas também por sua associação com proteínas da família 

Argonauta (GHILDIYAL; ZAMORE, 2009;  KETTING, 2011). A família das argonautas 

é caracterizada por proteínas que possuem os domínios conservados PAZ e PIWI. O 

domínio PAZ é a região específica de ligação a RNAs de fita dupla e o domínio PIWI tem 

uma estrutura parecida com o domínio de clivagem RNase H.  

Diferentes classes de pequenos RNAs estão envolvidas em complexos mecanismos 

de regulação da expressão gênica. siRNAs, por exemplo são derivados de dsRNA, ao 

contrário de outros pequenos RNAs, como Piwi-interacting RNAs (piRNAs). As várias 

classes de RNAs regulatórios diferem nos tipos proteínas requeridas para sua biossíntese, 

na constituição dos complexos Argonautas associados, nos modos de regulação dos genes 

e nas funções biológicas das quais eles participam. A tabela 1 mostra tipos de pequenos 

RNA envolvidos na regulação gênica por silenciamento (GHILDIYAL; ZAMORE, 2009).

 Muitos artigos foram publicados na última década no intuito de decifrar o 

mecanismo e as características do processo de silenciamento gênico via RNAi. RNAi foi 

reconhecido como um processo filogeneticamente antigo, utilizado pelos eucariotos para 

silenciar elementos genéticos exógenos e para a regulação precisa de genes endógenos 

durante seu desenvolvimento.  

A figura 2 mostra a via de RNAi em C. elegans a partir da aplicação de dsRNA 

exógeno. O dsRNA exógeno entra na célula pela mediação de proteínas SID-1 (Systemic 

RNA Interference Defective-1) e SID-2 (GHILDIYAL; ZAMORE, 2009; BRODERSEN et 

al., 2008). O dsRNA é reconhecido por um complexo (RISC – RNA-Induced Silencing 

Complex) formado por proteínas ligantes a dsRNA (helicases) e pela enzima Dicer, que 

cliva o dsRNA em siRNAs de 21-28 nucleotídeos numa reação dependente de ATP. Após 

separação das fitas do siRNA, uma delas, que garante a especificidade à sequência-alvo, é 

retida no RISC (GHILDIYAL; ZAMORE, 2009; PRICE; GATEHOUSE, 2008). A 

presença de siRNA fita-simples leva à ativação de outras proteínas da família das 

argonautas no complexo. A fita simples do siRNA é então direcionada para sequências 

complementares de RNA transcrito. Algumas argonautas do complexo tem função de 
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RNase H e degradam o mRNA alvo em aproximadamente 12 nucleotídeos a partir da 

extremidade 3’ do siRNA. No caso dos miRNAs, que não provêm de dsRNAs, as 

argonautas apenas dirigem a hibridização do siRNA com o mRNA, impedindo a tradução. 

Além desse processo, em C. elegans, ocorre a amplificação do sinal dos siRNAs. No 

momento em que as duas fitas do siRNA são separadas pelas helicases no RISC, a fita 

simples pode ser dissociada do complexo e servir de oligonucleotídeo iniciador da síntese 

de novas moléculas de dsRNA (PRICE; GATEHOUSE, 2008). A fita simples hibridiza 

com o mRNA complementar e uma RNA polimerase dependente de RNA (RDRP – RNA-

Dependent RNA Polymerase) conduz a reação de síntese de novos dsRNAs que voltarão a 

serem substratos para a Dicer e podem ser exportados de uma célula à outra pela ação das 

proteínas transmembrânicas SID, fazendo do silenciamento um efeito sistêmico e 

hereditário (GHILDIYAL; ZAMORE, 2009). 

Para uma revisão sobre mecanismos de ação de outros pequenos RNAs descritos na 

tabela 1, uma vasta literatura está disponível. Com o advento das tecnologias de 

sequenciamento de nova geração, a identificação de novos RNAs reguladores e genes que 

codificam proteínas envolvidas em seu mecanismo de ação têm 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 RNAi é conservada em 

vários organismos, mas difere em alguns pontos devido ao tipo de RNA, dos tipos de 

proteínas argonautas envolvidas e das funções celulares. O efeito sistêmico encontrado em 

plantas e C. elegans, por exemplo, não é descrito em insetos. Este efeito pode ser 

subdividido em duas partes: a “absorção” de dsRNA pelas células e o espalhamento 

sistêmico do silenciamento. A absorção de dsRNA pelas células de insetos é bem parecida 

com C. elegans. No entanto, nos genomas de insetos não foram encontrados genes 

ortólogos de sid-2 (GORDON; WATERHOUSE, 2007). Em insetos, homólogos do gene 

sid-1 de C. elegans foram encontrados em Tribolium castaneum, Bombyx mori e Apis 

mellifera, mas não no genoma de Drosophila (BELLES, 2010). Em Drosophila foi 

observado que o dsRNA entra nas células por endocitose mediada por um receptor, não 

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 necessários 

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 não é muito diferenciada entre as espécies, 

impossibilitando ainda uma melhor comparação e compreensão da especificidade aos 

dsRNAs. 

O único animal em que a amplificação do efeito de silenciamento foi descrita, com 

o dsRNA sendo transmitido de célula para célula foi C. elegans. Análise do genoma de 

Drosophila mostra que não há um gene ortólogo que codifique a enzima RDRP. Essa 

enzima nunca foi descrita para insetos e seu gene não foi detectado em genomas 

completamente sequenciados (GATEHOUSE, 2008;  GORDON; WATERHOUSE, 2007). 

Recentemente foi realizada uma análise comparativa do genoma de C. elegans com o 

genoma do besouro castanho Tribolium castaneum, o inseto-modelo mais caracterizado 

geneticamente depois do gênero Drosophila, com o objetivo de buscar indícios de 

conservação do mecanismo de amplificação do efeito do RNAi por RDRP (TOMOYASU 

et al., 2008). Ao contrário de Drosophila, Tribolium tem três genes para SID-1 e responde 

sistemicamente à indução de silenciamento via dsRNA. Entretanto foi observado um baixo 

nível de conservação entre os genes da maquinaria de RNAi dos dois organismos e 

nenhum homólogo de genes codificantes de RDRP ou argonautas secundárias envolvidos 

na amplificação do efeito do RNAi foi encontrado. Se alguns trabalhos científicos afirmam 

que células de mamíferos e insetos podem ter outro processo de amplificação, nenhum 

ainda conseguiu mostrá-lo. 

 

Figura 2 (Página seguinte). Via de silenciamento gênico por RNAi no nematoide Caenorhabtidis 

elegans. O dsRNA exógeno entra na célula pela mediação de proteínas SID-1 e SID-2. O dsRNA 

reconhecido pela enzima Dicer é clivado em siRNAs de 21-28 nucleotídeos eque se ligam a um 

complexo RISC formado por proteínas ligantes a dsRNA (helicases) e por proteínas argonautas. 

Após separação das fitas do siRNA, uma delas, que garante a especificidade à sequência-alvo, é 

retida no RISC. A presença de siRNA fita-simples leva à ativação de outras proteínas da família 

das argonautas no complexo. A fita simples do siRNA é então direcionada para sequências 

complementares de RNA transcrito. Além desse processo, ocorre a amplificação do sinal dos 

siRNAs quando a fita simples pode ser dissociada do complexo e servir de oligonucleotídeo 

iniciador da síntese de novas moléculas de dsRNA pela enzima RDRP. Os novos dsRNAs podem 
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ser exportados fazendo do silenciamento um efeito sistêmico e hereditário (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) 

Proteínas 

associadas 
Origem Função 

miRNA 

Plantas, algas, 

animais, vírus e 

protistas 

20-25 
Drosha (em animais) 

e Dicer 

Transcrição pela Pol 

II a partir dos pri-

miRNAS 

Regulação da 

estabilidade do 

mRNA, regulação da 

tradução. 

casiRNA Plantas 24 DCL3 

 

Transposons, 

sequências repetidas 

 

Modificação da 

cromatina 

tasiRNA Plantas 21 DCL4 

RNAs clivados dos 

loci TAS dirigidos por 

miRNA 

Regulação pós-

transcricional 

natsiRNA Plantas 21-24 DCL1 e DCL2 

 

Transcritos 

bidirecionais 

induzidos por 

mecanismos de stress 

 

Regulação de genes 

responsivos ao stress 

biótico (patógeno) e 

abiótico (salinidade). 

Exo-siRNA 

Animais, 

plantas, fungos 

e protistas 

21-25 Dicer 

RNA exógeno 

transgênico, viral ou 

sintetizado in vitro 

Regulação pós-

transcricional, defesa 

antiviral. 

Endo-

siRNA 

Plantas, algas, 

animais, fungos 

e protistas 

~21 

Dicer (exceto os 

siRNAs 

amplificados em C. 

elegans que são 

produtos de 

transcrição pela 

RDRP) 

 

Transcrição de loci 

estruturados, 

convergentes e 

bidirecionais; 

mRNAs pareados 

com transcritos anti-

sense de pseudogenes 

 

Regulação pós-

transcricional de genes 

e transposons 

piRNA 

Metazoários 

excluindo 

Trichoplax 

adhaerens 

24-30 
Independentes de 

Dicer 

Transcritos primários, 

longos precursores de 

DNA 

Regulação de 

retrotransposons; em 

C. elegans e humanos, 

essenciais na 

espermatogênese. 

piRNA-like 
Drosophila 

melanogaster 
24-30 

Independentes de 

Dicer 

 

Mutantes do gene 

ago2 em Drosophila 

 

Formação do embrião 

21U-RNA 

piRNAs 
C. elegans 21 

Independente de 

Dicer 

Transcrição 

individual de piRNAs 

Regulação de 

transposons 

26G RNA C. elegans 26 RDRP 

 

Enriquecido no 

esperma 

 

Desconhecido 

Abreviaturas: ago2, argonauta; casiRNA, cis-acting siRNA; 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 II, RNA polymerase II; 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 

geração de dados de biologia molecular para este organismo e também a avaliação de 

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

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

 

b. Objetivos Específicos 

 

I. Obter as fases do bicudo do algodoeiro (larvas, pupas e adultos) para a produção de 

cDNAs enriquecidos e normalizados; 

II. Obter uma biblioteca de todos os 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); 

III. Analisar as sequências e construir um banco de dados de ESTs de bicudo; 

IV. Identificar genes do bicudo do algodoeiro envolvidos no mecanismo de RNAi;  

V. Identificar genes candidatos ao uso no controle do inseto; 

VI. Selecionar genes para uso como referência em estudos de expressão gênica por 

quantificação relativa por RT-qPCR; 

VII. Determinar o perfil de expressão de gene-alvo ao longo do desenvolvimento do 

bicudo do algodoeiro; 

VIII. Validar um gene-alvo candidato por silenciamento via RNAi utilizando RT-qPCR e 

bioensaios. 
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CAPÍTULO I 

ANÁLISE DO TRANSCRITOMA DO BICUDO DO ALGODOEIRO 

(ANTHONOMUS GRANDIS) 
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I.1. Introdução 

 

a. Sequenciamentos de Nova Geração (NGS) 

 

Desde o descobrimento do DNA como código da vida na Terra, esforços foram 

feitos para realizar pesquisas que visassem desvendar os detalhes de sua estrutura e dos 

mecanismos de transmissão da informação genética. Da elucidação da estrutura do DNA 

aos métodos de sequenciamento, passaram-se quase 20 anos de descobertas sobre os ácidos 

nucleicos e suas funções celulares. E nos anos seguintes, as ferramentas de bioquímica e 

biologia molecular, especialmente de engenharia genética, puderam trazer ao século 

passado, numa velocidade jamais vista, milhares de informações genéticas sobre os 

diversos organismos e seus processos de regulação gênica.  

Entender o alfabeto formado pelas bases nitrogenadas, a estrutura dos genes, a 

organização do DNA no núcleo e sua interação com outras moléculas fez da biologia 

molecular e da química de biomoléculas áreas do conhecimento de grandes investimentos 

para pesquisas. No início da década de 70, vários métodos foram desenvolvidos para 

sequenciar DNA de vírus 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 os métodos publicados até então. Baseado na reação de replicação 

(polimerização) do DNA, a reação de sequenciamento pelo método de Sanger utiliza um 

dideoxinucleotídeo (ddG, ddA, ddT ou ddC) marcado radioativamente e misturado aos 

deoxinucleotídeos (dG, dA, dT, dC) normalmente encontrados no DNA, além dos outros 

componentes necessários para a duplicação: primers, DNA polimerase e tampão com 

cofatores. Considerando a fita de DNA que está sendo polimerizada, em cada posição os 

nucleotídeos são adicionados um a um. Se um desoxinucleotideo for adicionado, a reação 

continua, com a adição do próximo. Caso um didesoxinucleotídeo seja adicionado, a 

reação de polimerização desta fita para. O sequenciamento era feito em quatro reações de 

polimerização, cada qual contendo um único tipo de didesoxinucleotídeo (A, C, T ou G), 

mas os quatro desoxinucleotídeos em todas. Após vários ciclos de replicação têm-se 

praticamente todos os tamanhos possíveis de cópias de moléculas de DNA baseados na 

sequência inicial, com diferenças de apenas uma base entre as cópias. No método original 
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que foi por muito tempo utilizado, após a polimerização uma etapa de eletroforese em gel 

de poli-acrilamida com resolução de uma base nucleotídica era necessária para separar as 

quatro reações, cada base em uma linha.  

Ao longo dos anos, aprimoramentos do método e inovações tecnológicas 

permitiram sua automatização. Os dideoxinucleotídeos utilizados foram ligados a 

fluoróforos, 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 aplicação, várias técnicas pré-sequenciamento 

precisaram ser desenvolvidas, quando o objetivo do sequenciamento era um gene 

completo, ou uma região de um genoma de um organismo, na tentativa de aumentar o 

tamanho da sequência.  

Foi o advento do sequenciamento de genomas completos (WGS – Whole Genome 

Sequencing) que permitiu a busca de um avanço das técnicas de sequenciamento. Na 

década de 90, para sequenciar pedaços 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, o DNA genômico é quebrado em pedaços 

menores, por processos enzimáticos ou mecânicos. Os pedaços são clonados em vetores de 

bactéria e enriquecidos. Após o sequenciamento, pedaços longos de DNA podem ser 

montados por alinhamento e sobreposição dos fragmentos aleatórios. O Projeto Genoma 

Humano foi uma iniciativa de determinar a sequência total do genoma humano, 

identificando e mapeando os aproximadamente 20.000 a 25.000 genes. O consórcio era 

formado principalmente por cientistas dos Estados Unidos, Reino Unido, França, Austrália, 

Alemanha e Japão, além de outros colaboradores. O projeto foi iniciado em 1990 com uma 

estimativa de 15 anos. Após 11 anos, os primeiros rascunhos foram publicados, com cerca 

de 90% do genoma sequenciado (LANDER et al., 2001;  YAMEY, 2000). Concluído em 

2003 (CONSORTIUM, 2004), dois anos antes do previsto, o projeto teve um cálculo 

estimado de gastos de cerca de US$ 3 a 4 bilhões de dólares. Além do sequenciamento do 

genoma humano, o consórcio 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 



35 
 
 

dois projetos juntos iniciaram uma era de estudos de desenvolvimento de técnicas para o 

estudo de genomas completos.  

Nas três décadas que se sucederam ao desenvolvimento da técnica, o 

sequenciamento capilar de Sanger evoluiu para uma escala que permitia a análise 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 revolução 

aconteceu por volta de 2005, quando as chamadas metodologias de sequenciamento de 

nova ou segunda geração (NGS - Next-Generation Sequencing; SGS – Second Generation 

Sequencing) começaram 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 mamífero 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 sequências de DNA 

genômico de forma randômica. Em geral, o DNA genômico é quebrado em pequenos 

pedaços e ligados a adaptadores. Uma leitura randômica é feita durante uma reação de 

síntese de DNA (sequenciamento por síntese). Uma limitação é 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 emissão de luz, e, portanto, de um sistema eficiente de detecção luminosa. 

Uma nova série de plataformas NGS, chamadas de NGS de terceira geração (TGS) já 

existe com a promessa de diminuir mais os custos e aumentar os tamanhos dos reads 

sequenciados. Metodologias mais recentes, como o sequenciamento de uma única 

molécula de DNA (SMRT, Helioscope ou RNAP), já permitem a leitura contínua 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 disponível foi desenvolvida pela empresa 454 Life 

Sciences em 2005. A tecnologia era baseada em um método de monitoramento da síntese 

de DNA pela polimerase por quimioluminescência descrito por Pal Nyren em 1987 

(NYREN, 1987). Em 1998, Ronaghi e colaboradores (RONAGHI et al, 1998) 
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aperfeiçoaram esse processo chamado então de pirosequenciamento, um método de 

sequenciamento por síntese, em tempo real, baseado na liberação de pirofosfato.  

Os passos da reação de pirosequenciamento estão resumidos na figura 3. A fita de 

DNA a ser sequenciada é hibridizada com um primer e cada deoxinucleotideo (dNTP) é 

adicionado por ciclo. A cada incorporação de um dNTP, um pirofosfato (PPi) é liberado 

pela reação catalisada pela DNA polimerase I. O PPi é incorporado a um substrato 5’-

Fosfosulfato de adenosina (APS) por uma sulfurilase formando ATP. O ATP formado é 

usado na conversão de luciferina em oxiluciferina mediada pela luciferase, uma reação que 

libera um fóton em quantidade equimolar à de PPi gerado na reação da polimerase. Assim, 

cada dNTP ligado ao DNA pela síntese, gera um fóton. 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 possíveis moléculas de ATP não utilizadas pela 

luciferase. Além disso, dATPαS (α-tio-trifosfato de adenosina) é utilizado no lugar do 

dATP na reação, por ser substrato da polimerase, mas não da luciferase. A quantidade de 

luz produzida na reação da luciferase pode ser estimada por um aparelho sensível à luz 

como um luminômetro ou uma câmera 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). 

 

Figura 3. Etapas da reação de pirosequenciamento. A adição de um nucleotídeo específico libera 

um pirofosfato que é utilizado para gerar ATP. O ATP é utilizado na oxidação da luciferina que 

libera um fóton em razão equimolar ao número de nucleotídeos incorporados na reação (Figura de 

autoria de Alexandre A. P. Firmino, 2012). 
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Em 2005, a 454 Life Sciences lançou 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 emulsão de uma única molécula com o pirosequenciamento dos 580.000 pb do genoma 

de Mycoplasma genitalia com uma cobertura de 96% e uma acurácia de 99,96% em uma 

única corrida de GS 20 (MARGULIES et al., 2005).  

Na PCR de emulsão, as amostras de DNA fita simples (fragmentos de DNA 

genômico ou de bibliotecas de cDNA gerados por shotgun, ou amplicons, polidos para 

evitar extremidades coesivas) são previamente ligados a adaptadores específicos. Em 

seguida, são misturadas a uma população de nanoesferas de agarose que contem 

oligonucleotídeos complementares aos adaptadores, de forma que, por titulação, cada 

nanoesfera se ligue a apenas um tipo de fragmento de DNA. Cada complexo fragmento-

nanoesfera é isolado em micelas individuais de óleo e água. Cada micela contem todos os 

reagentes necessários para uma PCR. A PCR de emulsão das micelas produz, então, 

milhões de cópias de um mesmo fragmento de DNA na superfície de cada nanoesfera.  

Cada fragmento do mesmo tipo amplificado em uma única nanoesfera é 

sequenciado em massa e de forma paralela. Isso acontece porque as nanoesferas são 

colocadas em poços de 44 μm de diâmetro x 50 μm de altura de uma placa de picotitulação 

(PicoTiter Plate - PTP) (Figura 4) (ROCHE_DIAGNOSTICS_CORPORATION, 2012). 

Em cada poço da PTP só cabe uma única nanoesfera. Atualmente, uma PTP pode ter até 

cerca de 1.500.000 poços. A disposição dos poços permite uma localização cartesiana fixa 

e uma monitoração das reações que ocorrem dentro deles. Esferas menores, contendo as 4 

enzimas da reação de pirosequenciamento, são adicionadas à PTP e a mistura é 

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, após reação da polimerase, 

e, portanto, a incorporação do dNTP, uma imagem é registrada pela câmera de CCD, que 

capta a luz emitida por cada nanoesfera. Os primeiros 4 nucleotídeos dos adaptadores 

ligados aos primers de sequenciamento são sempre dTdCdGdA. Isso foi determinado para 

que se possa calibrar o instrumento, a fim de que ele reconheça a luz emitida em cada poço 

após a incorporação de um único dNTP. Da mesma forma, a adição de dNTP nos ciclos 

segue a mesma ordem, um dNTP por vez, o que facilita a análise dos dados pelo 

instrumento, e a atribuição do nome da base em cada posição, 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 eletrônica da placa de pico-titulação (Picotiter plate) para 

pirosequenciamento, na qual esferas de reação de sequenciamento são colocadas nos poços de 44 

µm de diâmetro. 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 

lançou a plataforma 454 GS FLX (PAREEK et al., 2011). Esta plataforma conseguia 

produzir em uma corrida de 10 horas 500.000 sequências (reads) de cerca de 250 

nucleotídeos por um custo muito baixo em relação aos métodos clássicos. Após o 

lançamento da plataforma 454 GS FLX com reagentes da série Titanium, o numero de 

nucleotídeos por sequência passou para até 400 e o número de sequências por corrida 

chegou a 1.000.000. Atualmente, o sistema GS FLX Titanium XL+ promete uma leitura de 

até 1000 nucleotídeos por sequência numa corrida de 23 horas, com uma acurácia de 

99,997% (ROCHE_DIAGNOSTICS_CORPORATION, 2012).  

O uso do pirosequenciamento trouxe muitas vantagens aos estudos de genômica e 

transcritômica. É um método de maior acurácia, que garante maior cobertura de 

sequenciamento, em menor tempo e com um custo menor. Além disso, não necessita de 

uma etapa de clonagem em vetores, que normalmente produz um viés de sequências 

menores, preferencialmente clonadas. A incorporação de cada nucleotídeo é especifica, por 

ciclo, garantindo uma diminuição de erros de substituição nas sequências. Apesar de gerar 

sequências menores que os clássicos sequenciadores com capilares, o tamanho é de cada 

fragmento multiplicado pela cobertura de sequenciamento é suficiente para obter um 

genoma bacteriano completo em um só corrida (PAREEK et al., 2011).  

Algumas características do processo do pirosequenciamento são indesejáveis e 

metodologias de tratamento da amostra ou até outros métodos de sequenciamento devem 

ser utilizados dependendo do tipo de informação que se deseja. Uma biblioteca de cDNA 

http://www.454.com/


39 
 
 

gerada por RT-PCR, por exemplo, quando sequenciada, pode não conter as sequências dos 

transcritos menos representados, exigindo uma etapa de normalização (BOGDANOVA et 

al, 2008;  LAI et al., 2012). Outro problema é a presença sequências de DNA ricas em 

homopolímeros. Acima de 6 nucleotídeos seguidos iguais, o instrumento de 454 é incapaz 

de diferenciar o numero de nucleotídeos incorporados, gerando erros de inserção ou 

deleção durante o base calling. Um maior erro de base calling também ocorre nas 

extremidades 3’ das sequências (HUSE et al., 2007;  MILLER et al., 2010). 

 

c. Noções de Bioinformática para Pirosequenciamento 454 

 

A montagem de um genoma ou transcritoma é uma estrutura de dados hierárquica 

que mapeia os dados de uma sequência, agrupando reads em contigs, e, no caso de 

genomas, contigs em scaffolds. Contigs são formados por um alinhamento múltiplo de 

sequências de reads com uma sequência consenso, quando esta existir. Scaffolds definem a 

ordem dos contigs e sua orientação, além do tamanho dos gaps (espaços gerados por 

sequências não definidas) entre os contigs. Para organismos modelo, ou com um genoma 

ou transcritoma de referencia, o método de montagem de um transcritoma geralmente é 

menos complicado. No entanto, a quantidade de dados de transcritoma de organismos não 

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 sequências 

pequenas. As tecnologias atuais de sequenciamento de DNA compartilham da limitação de 

que o tamanho dos reads são bem menores que os genomas e ou transcritos dos quais 

fazem parte. Por essa razão, o pirosequenciamento 454 é 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 disponíveis é o 

.fasta. Para os reads 454 de um transcritoma, as ferramentas mais utilizadas para 

montagem de novo são CAP3 (HUANG; MADAN, 1999), MIRA (CHEVREUX et al., 

2004), Newbler (Roche), Seqman NGen (DNAStar), CLC bio, e a aplicação 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 bioinformática para que a montagem gere 
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contigs confiáveis. Além do já citado menor tamanho dos reads, transcritomas contêm 

dados de transcritos com os mais diversos níveis de expressão. Esta é uma característica 

facilmente resolvida pela normalização do nível de expressão dos transcritos. Mas a 

normalização nem sempre é interessante experimentalmente, como no caso de 

transcritômica comparativa.  

A presença de regiões repetitivas e de homopolímeros pode levar a erros de 

montagem. Por exemplo, qualquer ferramenta tolera uma certa margem de erro no 

alinhamento para evitar perder reads que aparentemente não se sobrepõem. Esta tolerância 

de erro pode levar a montagens quiméricas em regiões de homopolímeros. Por isso a 

cobertura do sequenciamento de uma base deve ser alta, isto é, o número de reads que se 

alinham contendo uma determinada base deve ser alto.   

 

d. Transcritomas de Insetos 

 

Insetos representam mais de um milhão de espécies descritas. Apesar da grande 

diversidade de espécies e da importância dos insetos, em especial como vetores de doenças 

e pragas agrícolas, faz-se necessário um aumento dos recursos disponíveis atualmente para 

estudos de biologia molecular de insetos, para melhor entender sua fisiologia e bioquímica, 

e para que seja possível encontrar novas moléculas para uso como ferramentas 

biotecnológicas de controle.  

O primeiro genoma completo de um inseto, o da mosca da fruta Drosophila 

melanogaster, foi publicado há mais de 10 anos pelos cientistas do projeto genoma 

humano utilizando sequenciadores com capilares baseado na tecnologia de Sanger 

(ADAMS et al., 2000). Desde então, 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 avanço dessas tecnologias, especialmente 

com tecnologia desenvolvida pela empresa Solexa, depois comprada pela empresa Illumina 

(MARDIS, 2008), alguns genomas foram re-sequenciados, como os das espécies D. 

melanogaster e Bombyx mori em projetos de sequenciamento de populações diferentes 

(TURNER et al., 2011;  XIA et al., 2009;  ZHU et al., 2012).  

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

genomas completos, é na área da genômica funcional que essas tecnologias somam o maior 
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número de trabalhos publicados. O sequenciamento de transcritomas de vários organismos 

produz uma grande quantidade de informações sobre a expressão e a regulação de genes de 

um organismo em determinadas regiões do corpo, tecido ou célula, durante um 

determinado processo fisiológico ou em uma situação específica, como estresse, por 

exemplo.  

A utilização de pirosequenciamento para estudo de transcritomas tem sido utilizada 

em preferência aos outros tipos de NGS quando o organismo estudado não tem um genoma 

sequenciado como referência. Isso se dá porque a montagem dos transcritomas após o 

sequenciamento se torna mais difícil quando o tamanho das sequências é pequeno, em 

torno de 100 nucleotídeos, como no caso das plataformas de sequenciamento das empresas 

Illumina (HiSeq 2000, HiScan) ABI (SOLiD 5500xl), Polonator (G.007), Helicos 

(Heliscope), Visigen Biotechnologies (FRET base-especifico), Life Technologies/Ion 

torrente systems (sequenciamento baseado em semicondutor iônico), 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 Illumina (LI et al., 2010).    

Após a introdução das técnicas NGS, a análise de transcritomas se tornou rápida e 

mais eficiente. É possível detectar e identificar microRNAs, regiões 3’ e 5’ não traduzidas 

e mRNAs completos (LEGRAND et al., 2010, SHIN et al., 2008).  

De forma mais específica, o estudo de transcritomas de insetos tem sido empregado 

para avaliar o perfil de expressão de genes para um determinado uso biotecnológico e se 

tornou uma ferramenta efetiva para a busca de moléculas candidatas, potenciais para uso 

no controle da população de insetos. Particularmente, a estratégia de pirosequenciamento 

utilizando 454 já foi utilizada para estudar transcritomas de insetos vetores de doenças, 

(HAHN et al., 2009;  LI, S. et al., 2009;  ZHANG, F. et al., 2010; GREGORY et al., 

2011), metagenômica (WONG GREGORY et al., 2011) e para analisar genes que 

codificam proteínas da hemolinfa e do intestino médio (ZOU et al., 2008; PAUCHET et 

al., 2009; DOSTALOVA et al., 2011;  MA et al., 2012;  PASCUAL et al., 2012; PENG et 

al., 2011), e enzimas de vias metabólicas (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 não modelos (CAHAIS et al., 

2012;  KEELING et al., 2012;  VERA et al., 2008;  ZHANG et al., 2011).  
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I.2. Materiais e Métodos 

 

a. Criação de Bicudo do Algodoeiro em Colônia 

 

Ovos, larvas e insetos adultos de A. grandis foram criados no Laboratório de 

Bioecologia e Semioquímicos de Insetos da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia 

em Brasília-DF. A colônia 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 ºC, umidade relativa de 60 ± 10% e fotofase de 12 horas.  

 

b. Extração de RNA total 

 

Para extração de RNA total de cada fase do inseto, foi determinado, na fase larval o 

número de instares pelo método de medição da cápsula encefálica. Larvas foram separadas 

ao eclodir do ovo e acompanhadas durante 12 dias em dieta artificial. A cada dia, a cápsula 

de 10 larvas foi medida em uma lupa em triplicata (30 larvas).  

Foi extraído RNA total separadamente de cada uma das fases distintas de 

desenvolvimento do inseto: ovos, larvas (3 ínstares), pupa e adulto (macho e fêmea). A 

sexagem foi feita como descrito por Sappington e Spurgeon (2000). 

Para extração de RNA, indivíduos de cada fase de desenvolvimento foram 

triturados em almofariz com pistilo, contendo N2 líquido, conforme a tabela 3 (ver 

Resultados – Extração de RNA Total). A extração de RNA de ovos e larvas foi feita 

utilizando o reagente de Trizol (Invitrogen Life Technologies) de acordo com instruções do 

fabricante. A extração de RNA de pupas foi feita com o kit RNeasy Micro Kit (QIAGEN).  

As amostras foram tratadas com 2U de DNase I RNase-free (Ambion, Invitrogen Life 

Sciences) por 30 minutos a 37 ºC, de acordo com instruções do fabricante. Após etapa de 

limpeza em coluna do kit RNeasy Micro Kit (QIAGEN) e verificação da qualidade em gel 

de agarose 1,5%, a concentração de RNA foi determinada em um fluorômetro 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 µg do pool de RNA foi 

enviado para síntese de cDNA e pirosequenciamento para a empresa Eurofins MWG 

Operon, em Huntsville, AL, USA (http://www.eurofinsdna.com/).   

http://www.eurofinsdna.com/
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c. Construção e Normalização da Biblioteca de cDNA e Pirosequenciamento 

 

De acordo com informações da empresa Eurofins, o RNA total foi analisado em um 

Agilent 2100 Bioanalyzer antes da purificação de mRNA. Para obtenção da biblioteca o 

cDNA foi sintetizado de um pool de quantidades iguais de RNA total de cada fase do 

inseto, numa reação de transcrição reversa utilizando primers randômicos. A síntese foi 

seguida da ligação de adaptadores 454 A e B (Roche 454 Life Sciences) nas extremidades 

5’ e 3’ do cDNA. O cDNA foi amplificado utilizando uma enzima com mecanismo de 

verificação (proof-reading) e analisado em gel de agarose 1,5%. Os fragmentos de 

nucleotídeos 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 os transcritos mais abundantes (ZHULIDOV et al., 2004). A 

normalização foi feita por um ciclo de desnaturação e reassociação 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. Após purificação e análise em gel de agarose, o 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 Sequências 

 

As sequências 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 bioinformática est2assembly 

versão 1.03 (PAPANICOLAOU et al., 2009). Nesta etapa foram removidas as sequências 

de baixa qualidade, os adaptadores 454, e as extremidades poli-A
+
. Além disso, sequências 

de organismos contaminantes (procariotos, vírus, DNA mitocondrial, etc.) foram retiradas 

após análise por BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) definida pelo usuário. Estes dados 

foram depositados no repositorio SRA do National Center for Biotechnology Information 

(NCBI) sob numero de acesso SRA059959. 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
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e. Montagem dos contigs, Anotação e Ontologia Gênica 

 

As sequências contíguas (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 sequências únicas e a 

anotação funcional por termos de ontologia gênica (GO; www.geneontology.org), InterPro 

(InterProScan, EBI), códigos de classificação enzimática (EC) e vias metabólicas (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 sequências foram 

submetidas a alinhamentos contra o banco de dados não redundante (nr) de proteínas do 

NCBI via BLASTx, utilizando um limite de E-value de 10
-5

 e selecionando as proteínas 

preditas com um mínimo de 20 aminoácidos. Para o mapeamento da ontologia, o programa 

extrai os termos GO associados com as homologias identificadas com QBLAST e retorna 

uma lista de anotações de GO representadas como categorias hierárquicas com 

especificidade crescente. Blast2GO permite uma seleção de nível de significância para uma 

taxa de falsos positivos (False Discovery Rate - FDR) que foi usada como um limite de 

0,05% de nível de probabilidade. Os termos de GO foram modulados com a ferramenta de 

melhoramento de anotação (ANNEX), seguido da ferramenta GOSlim genérico disponível 

no Blast2GO (goslim_generic.obo). GOSlim é um subset de vocabulário de ontologia 

gênica. Gráficos combinados foram construídos nos níveis 2, 3 e 5 das categorias 

Biological Process (Processo Biológico), Cellular Component (Componente Celular) e 

Molecular Function (Função Molecular), respectivamente. Os códigos de classificação 

enzimática e as anotações das vias metabólicas KEGG foram gerados do mapeamento 

direto dos termos de GO com os seus códigos enzimáticos equivalentes. As buscas de 

InterPro foram realizadas remotamente a partir do Blast2GO no servidor web InterProEBI. 

As configurações default do Blast2GO foram utilizadas em todos os passos da anotação. 

Uma comparação entre a anotação do transcritoma do bicudo com a do genoma do 

coleóptero 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 comparação dos acessos de pfam do genoma de Drosophila melanogaster e 

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

http://www.geneontology.org/
http://wego.genomics.org.cn/
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construindo um Diagrama de Venn, com uma ferramenta livre oferecida pelo Laboratório 

de Bioinformatica e Genômica Evolutiva do Departamento de Biologia de Sistemas de 

Plantas da Universidade de Gent, Belgica 

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

 

f. Análise in silico da Sequência do Domínio PAZ de contigs 

 

Uma busca textual e por sequência foi feita no transcritoma para as sequências de 

genes descritos na literatura envolvidos no mecanismo de RNAi, baseadas em sequências 

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

Os dois maiores contigs contendo um domínio PAZ foram selecionados para 

comparação com domínios de outros organismos. A sequência do domínio PAZ da 

Argonauta2 de Drosophila melanogaster foi utilizada como modelo e todas as sequências 

alinhadas contêm o domínio 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 sequências 

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

dados de proteínas do NCBI. 

>Ce_Dicer1 

DMSYTINMKYVSEVVANMENMPRIPKDEVRRQYKFNAEDYKDAIVMPWYRNLEQPVFYYVAEILPEWRPSSKF

PDTHFETFNEYFIKKYKLEIYDQNQSLLDVDFTSTRLNLLQPRIQNQP 

 

>Ce_Alg1 

SMPVIEFIAEVLELPVQALAERRALSDAQRVKFTKEIRGLKIEITHCGQMRRKYRVCNVTRRPAQTQTFPLQL

ETGQTIECTVAKYFYDKYRIQLKYPHLPCLQVGQEQKHTYLPPEVCNIV 

 

>Ce_Alg2 

AMPVIEFVAEVLELPVQALAERRALSDAQRVKFTKEIRGLKIEITHCGAVRRKYRVCNVTRRPAQTQTFPLQL

ETGQTIECTVAKYFFDKYRIQLKYPHLPCLQVGQEQKHTYLPPEVCDIV 

 
>Dm_AGO2 

VDISHKSFPISMPMIEYLERFSLKAKINNTTNLDYSRRFLEPFLRGINVVYTPPQSFQSAPRVYRVNGLSRAP

ASSETFEHDGKKVTIASYFHSRNYPLKFPQLHCLNVGSSIKSILLPIELCSIEEGQALNRKDGATQVANMIKY

AATS 

>Dm_AGO1C 

FYKAQPVIDFMCEVLDIRDINEQRKPLTDSQRVKFTKEIKGLKIEITHCGQMRRKYRVCNVTRRPAQMQSFPL

QLENGQTVECTVAKYFLDKYRMKLRYPHLPCLQVGQEHKHTYLPLEVCNIVAGQRCIKKLTDMQTSTMIKATA

RS 

 

http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/
http://www.jalview.org/
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>At_AGO 

STAFIEANPVIQFVCDLLNRDISSRPLSDADRVKIKKALRGVKVEVTHRGNMRRKYRISGLTAVATRELTFPV

DERNTQKSVVEYFHETYGFRIQHTQLPCLQVGNSNRPNYLPMEVCKIVEGQRYSKRLNERQITALLKVTCQR 

 

>At_AGO1 

HSSFRPTHGGLSLNIDVSTTMILEPGPVIEFLKANQSVETPRQIDWIKVAAKMLKHMRVKATHRNMEFKIIGL

SSKPCNQQLFSMKIKDGEREVPIREITVYDYFKQTYTEPISSAYFPCLDVGKPDRPNYLPLEFCNLVSLQRYT

KPLSGRQRVLLVESSRQK 

 

>Hs_Ago1 

FYKAQPVIEFMCEVLDIRNIDEQPKPLTDSQRVRFTKEIKGLKVEVTHCGQMKRKYRVCNVTRRPASHQTFPL

QLESGQTVECTVAQYFKQKYNLQLKYPHLPCLQVGQEQKHTYLPLEVCNIVAGQRCIKKLTDNQTSTMIKATA

RS 

 

>Sp_Ago1 

ISSSAFWRNDSLLQILMEYTDCSNVRDLTRFDLKRLSRKFRFLKVTCQHRNNVGTDLANRVYSIEGFSSKSAS

DSFFVRRLNGEEQKISVAEYFLENHNVRLQYPNLPCILVKNGAMLPIEFCFVVKGQRYTAKLNSDQTANMIRF

AVQR 

 

>Dm_Dicer-1 

VKAPAGGKHIDWQFLELIQANGNTMPRAVPDEERQAQPFDPQRFQDAVVMPWYRNQDQPQYFYVAEICPHLSP

LSCFPGDNYRTFKHYYLVKYGLTIQNTSQPLLDVDHTSARLNFLTPRYVNRKGVALPTSSEETKRAKRENLEQ

KQILVPELCTVHPFPASLWRTAVCLPCILYRINGLL 

 

>Hs_Dicer-1 

PLNVVNDSSTLDIDFKFMEDIEKSEARIGIPSTKYTKETPFVFKLEDYQDAVIIPRYRNFDQPHRFYVADVYT

DLTPLSKFPSPEYETFAEYYKTKYNLDLTNLNQPLLDVDHTSSRLNLLTPRHLNQKGKALPLSSAEKRKAKWE

SLQNKQILVPELCAIHPIPASLWRKAVCLPSILYRLHCLL 

 

>At_Dicer-like-1 

ASFDVVRASGLLPVRDAFEKEVEEDLSKGKLMMADGCMVAEDLIGKIVTAAHSGKRFYVDSICYDMSAETSFP

RKEGYLGPLEYNTYADYYKQKYGVDLNCKQQPLIKGRGVSYCKNLLSPRFEQSGESETVLDKTYYVFLPPELC

VVHPLSGSLIRGAQRLPSIMRRVESML 

 
>A_grandis_454_c1018 

REELGADFWSNLEKLIKNVKVKTNHRSPNNRELSFKVSGILQQPASSVMFEIEDKRQSVAEYFAAAYKPLTYP

NLPVVVVKKRGMTLFFPIEVLDLHDGQKYQKK 

 

>A_grandis_454_c4142 

EEEDYLTYQTSSGEKLLYFLRIARXETKHTNFPKKFKISGILSKSANEITFMKDDKEISVAEYFASVYGPLKN

PNYPVAIVKKQGKESFFPIEVLKIC 

 

I.3. Resultados e Discussão 

 

a. Determinação dos Instares na Fase Larval do bicudo 

 

Como não foi descrito um método de determinação de instares nos estágios larvais 

de A. grandis, fez-se necessário defini-los antes da extração de RNA. O método mais 

confiável e comumente utilizado para coleópteros é a medição da cápsula encefálica, ainda 

que outros parâmetros 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 possível determinar 3 grupos com tamanhos diferentes de 

cápsula encefálica, e 3 instares foram determinados (Tabela 2). Interessante notar que as 

larvas passaram mais tempo no 3º instar. As mudas ocorreram do segundo para o terceiro 

dia, e do quinto para o sexto dia após a eclosão. Com 12 dias, as larvas já estão em um 

estágio de pré-pupa.    

 

Tabela 2. Determinação de instares de larvas de bicudo baseada no tamanho da cápsula encefálica. 

O número de dias em que a larva permanece em cada instar também foi determinado 

 

Instar 
Tamanho da capsula encefálica  

(mm) 

Dias 

1 0.32±0.038 2-3 

2 0.53±0.023 2-3 

3 1.03±0.054 6-8 

 

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

sequências (reads) 

 

A figura 5 mostra um gel de agarose com as frações de RNA total de cada fase do 

bicudo do algodoeiro. Todas as amostras foram extraídas com Trizol, exceto o RNA de 

pupas. Todas as vezes que foi tentada esta metodologia com pupas houve degradação do 

RNA. Por isso, foi testado o kit RNeasy (QIAGEN). Para as primeiras fases de 

desenvolvimento do bicudo, como ovos e 1º e 2º instares, muitos indivíduos foram 

necessários para conseguir cerca de 5 µg de RNA total partindo de 1mL de Trizol (Tabela 

3). No caso dos das pupas e adultos, o uso de mais que 5 indivíduos provocou a 

degradação do RNA com os protocolos utilizados. O mesmo aconteceu com as larvas de 3º 

instar, quando utilizadas mais de 20 indivíduos.  

Conforme já 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 endógenos presentes de RNA ribossômico mais do que um perfil 

de degradação causado pela extração. A falta de conhecimento sobre a composição das 

subunidades de RNA ribossômico, que difere entre os organismos, leva geralmente a uma 

interpretação errada nos experimentos diários de laboratório. Uma análise em um 

equipamento como BioAnalyzer (Agilent) é mais eficaz para certificar a integridade do 

RNA. Nos resultados aqui apresentados essa análise foi feita pela empresa Eurofins MWG 

Operon (www.eurofinsdna.com). O número de integridade do RNA (RIN - RNA Integrity 

http://www.eurofinsdna.com/
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Number) para a amostra foi de 8,8. É aconselhável para obtenção de bibliotecas de cDNA, 

que o RIN esteja acima de 8,0. De acordo com a empresa, por controle de qualidade, 

abaixo desse valor, não é realizado o serviço de pirosequenciamento.  

 Da biblioteca de cDNA submetida ao pirosequenciamento, após 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 número pode ser 

considerado muito bom, uma vez que uma corrida com placa completa tinha capacidade de 

gerar 1.200.000 reads. Após o pré-processamento, 310.182 reads foram utilizados para 

montagem. Esse número de reads após o pré-processamento é o primeiro indicador de 

validação da qualidade do RNA e da biblioteca de cDNA. Apesar da diferença no número 

de reads, a quantidade de bases após o processamento não caiu muito, mostrando que os 

reads não selecionados eram muitos, porém de menor tamanho (Tabela 4). O tamanho 

médio dos reads também não alterou muito.  

As sequências (reads) enviadas após o pirosequenciamento foram analisadas 

segundo o pipeline descrito por Papanicolaou e colaboradores (2009). Os reads foram 

enviados em formato .sff, arquivos binários contendo uma identificação (ID), as sequências 

de nucleotídeos, 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 bioinformática para montagem e anotação do 

transcritoma.  A figura 6 mostra um exemplo de dados de um arquivo .qual no qual a cada 

base está atribuída um valor de qualidade com o máximo de 40. Estes valores ajudam a 

determinar, por exemplo, se o base calling de determinada sequência é confiável quando 

comparada com outros reads da mesma região do transcritoma. 

 Durante o pré-processamento, regiões contaminantes, determinadas por BLASTx 

foram “mascaradas” nos arquivos de sequências. Sequências com e-value limite superior 

de 10
-5

 que alinhavam com proteínas de procariotos e vírus foram separadas da montagem. 

Além disso, as sequências de adaptadores 454 utilizados, bem como as extremidades poli-

T/A, RNA ribossomal, DNA mitocondrial foram retiradas e não 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 1º, 2º e 3º instares; 5 – Marcador 

1kb plus (Invitrogen); 6 – Pupa; 7 – Adulto Macho; 8 – Adulto Fêmea.    

 

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

 

Fase de 

desenvolvimento 

Número de 

indivíduos 

RNA total antes da 

limpeza (µg) 

RNA total após 

limpeza (µg) 

Ovos >1000 3720 1950 

1º Instar >500 3860 1650 

2º Instar 50 5612 3000 

3º Instar 20 3320 1237 

Pupa 20 5990 4250 

Adulto Macho 5 3580 1650 

Adulto Fêmea 5 3940 2100 

  

1    2     3    4    5     6       7      8  

1000 pb 

 

500 pb 
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Tabela 4. Sumário da análise do pirosequenciamento do transcritoma do bicudo 

Número de reads antes do pré-processamento 576.297 

Número de bases antes do pré-processamento 179.676.724 

Tamanho médio dos reads antes do pré-processamento (pb) 379 

Número de reads após o pré-processamento 310.182 

Número de bases após o pré-processamento 119.094.383 

Tamanho médio dos reads após o pré-processamento (pb) 383 

Número de contigs 20.384 

Número de bases nos contigs 13.780.583 

Tamanho médio dos contigs (pb) 676 

Tamanho mínimo dos contigs (pb) 201 

Tamanho máximo 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 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Exemplo de dados contidos em um arquivo .qual mostrando o índice de qualidade de 

cada base sequenciada nos reads. 
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c. Montagem e Anotação 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 não são modelo e não possuem referência para 

montagem de sequência. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Distribuição dos contigs por tamanho. Um maior número de contigs tem menos de 

1000pb. 

Após a montagem dos reads, os contigs foram submetidos a uma busca por 

similaridade com a ferramenta BLASTx, contra o banco de dados não 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 ≤ 10
-3

 

(Figura 8). Contigs com e-value igual 0 foram representados no limite direito do gráfico, e 

correspondem a 2,5% dos contigs.  

A figura 9 mostra as principais espécies representadas após a busca de similaridade 

com BLASTx. Como já era esperado, 65,7% dos contigs foram similares a sequências de 

Tribolium castaneum. T. castaneum (besouro castanho) é o mais importante coleóptero da 

família Tenebrionidae porque ataca grãos e seus produtos armazenados, gerando grandes 

perdas para a agricultura após a colheita. Até agora, é o único coleóptero que possui um 

genoma completo sequenciado (RICHARDS et al., 2008), o que explica o maior número 

de contigs de A. grandis com similaridade com sequências 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 estão 

representados em um pico no lado direito do gráfico (*). 

As três seguintes espécies com maior número de sequências similares são fungos. 

Outros trabalhos com pirosequenciamento de transcritomas de insetos relatam um número 

de contigs contaminantes do filo Microsporidia. Nosema é um gênero de microsporídios 

conhecido por parasitar um grande número de artrópodes. As ordens de insetos parasitadas 

incluem Orthoptera, Lepidoptera, Diptera, Hymenoptera e Coleoptera. É uma 

contaminação muito comum em colônias laboratoriais de bicudo do algodoeiro, e é 

encontrada geralmente no intestino médio do inseto (MCLAUGHLIN, 1966).  
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Figura 9. Espécies com principais hits após BLASTx. O maior número de contigs teve 

similaridade alta com Tribolium castaneum.  

A espécie de microsporídeo mais estudada, com genoma completo sequenciado, é 

Nosema ceranae, que causa micose sistêmica em abelhas e grande perda para a apicultura 

(COX-FOSTER et al., 2007; CHEN et al., 2008). O gênero de microsporídeo 

Encephalitozoon também é descrito em associação simbiôntica com insetos (AGNEW et 

al., 2003;  LANGE et al., 2009). Por ser muito importante para a saúde humana, 7 projetos 

de sequenciamento de genoma de 3 espécies de Encephalitozoon foram depositados no 

NCBI Genome Bank. As sequências de microsporídios encontradas no transcritoma do 

bicudo sugerem que a colônia de criação dos insetos estava contaminada e alguns dos seus 
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ESTs foram sequenciados e bem anotados devido ao grande número de sequências 

disponíveis nos bancos de dados para esses fungos.  

A maior parte dos contigs do transcritoma do bicudo são similares a sequências de 

insetos. Além do coleóptero Tribolium castaneum, as outras espécies com genoma 

completo sequenciado, apesar de filogeneticamente mais distantes, estão distribuídas nas 

ordens Hymenoptera (Nasonia vitripennis, Camponotus floridanus, Apis mellifera, 

Harpegnathos saltator), Phthiraptera (Pediculus humanus), Diptera (Aedes aegypti, 

Anopheles gambiae, Culex quinquefasciatus, Anopheles darlingi, Drosophila virilis, 

Drosophila willistoni, Drosophila melanogaster, Drosophila mojavensis), Hemiptera 

(Acyrthosiphon pisum), and Lepidoptera (Bombix mori). Os coleópteros Tenebrio molitor 

and Chrysomela tremulae também estão entre as espécies com maior número de 

sequências similares, mas com um número mais baixo, provavelmente por não existirem 

dados de genoma sequenciado.  

O transcritoma de A. grandis foi anotado por ontologia gênica associada a dados de 

proteínas do InterPro, utilizando Blast2GO (GOTZ et al., 2008). Uma vez que os termos 

GO nos programas e ferramentas são descritos e gerados na língua inglesa, eles serão 

mantidos assim na descrição destes resultados. Para agrupar as proteínas com seus termos 

GO associados, os termos de nível mais alto pra cada categoria GO Molecular Function, 

Biological Process e Cellular Component foram registrados em diferentes níveis de 

associação. Os termos dominantes para Molecular Function foram claramente transporter 

activity e binding, enquanto que o termo dominante para Biological Process é 

pigmentation. Dentro da categoria Cellular Component os termos dominantes foram 

organelle, cell part e organelle part (Figura 10 A, B e C). 

 Uma classificação funcional mais detalhada dos contigs pode ser obtida na tabela 5, 

com as 35 categorias mais representadas de InterPro. O número de IPR (IPR016040) mais 

representado corresponde ao domínio de ligação a NAD(P). Chaperonas, domínios de 

ligação a ácidos nucleicos e relacionados a estresse oxidativo constituem a maior parte das 

entradas de InterPro, o que está de acordo com os termos GO agrupados anteriormente 

descritos.  
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Tabela 5. Principais categorias de proteínas representadas no transcritoma do bicudo 

N
o
 de Acesso de entrada 

no InterPro 

 

N
o 
de 

Contigs 

 

Nome da categoria de InterPro 

 

 

IPR016040 

 

154 

 

NAD(P)-binding domain 

IPR011009 145 Protein kinase-like domain 

IPR016196 116 Major facilitator superfamily domain, general substrate transporter 

IPR011046 110 WD40 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 WD40 repeat 

IPR012336 77 Thioredoxin-like fold 

IPR007087 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 

IPR009057 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 

IPR003959 41 ATPase, AAA-type, core 

IPR012340 41 Nucleic acid-binding, OB-fold 

IPR002557 40 Chitin binding domain 

IPR009072 40 Histone-fold 

IPR011701 40 Major facilitator superfamily 

IPR001353 39 Proteasome, subunit alpha/beta 
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Figura 10 (Página anterior). Categorias de ontologia gênica (GO) para o transcritoma de A. grandis. 

Os termos foram classificados nos níveis 2, 3 e 5 nas categorias (A) Biological Process (Processo 

Biológico), (B) Molecular Function (Componente Celular) e (C) Cellular Component (Função 

Molecular), respectivamente. A porcentagem de contigs em cada termo está representada.  
 

Uma validação da anotação e dos termos GO foi feita utilizando WEGO (Web 

Gene Ontology Annotation Plot) para visualizar e comparar os resultados de bicudo com a 

anotação do genoma de Tribolium (Figura 11). Um número similar de genes foi anotado 

para os mesmos termos de GO em ambos os insetos para uma determinada categoria e 

diferenças significantes não foram notadas. Este resultado mostra que a montagem e 

anotação de novo para A. grandis é comparável à anotação 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 comparação das entradas de pfam (banco de famílias de proteínas do InterPro) 

do transcritoma de A. grandis com os dados de pfam dos transcritos de Drosophila 

melanogaster e Bombyx mori extraídos 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 sobreposição genética 

simplificada entre as três espécies. O baixo número de sequências de A. grandis que não 

são similares nem às sequências de D. melanogaster nem B. mori (Figura 12) é 

provavelmente devido à soma de contigs representando genes específicos, não muito 

conservados ou reads sequenciados erroneamente. Além disso, a similaridade de famílias 

proteicas é maior com Drosophila (Diptera) do que com Bombyx (Lepidoptera). Este 

resultado é importante porque a quantidade de dados de interação planta-praga é muito 

maior para lepidópteros do que para dípteros, o que leva geralmente os pesquisadores a 

buscarem sequências ortólogas de coleópteros pragas de plantas em bancos de lepidópteros 

e não de dípteros.  

http://flybase.org/
http://silkbase.ab.a.u-tokyo.ac.jp/cgi-bin/index.cgi
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Figura 11. Comparação entre as ontologias gênicas do transcritoma de A. grandis e T. castaneum. 

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

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

Biological Process (Processo Biológico). 
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Figura 12. Diagrama de Venn da similaridade entre as famílias de proteínas do transcritoma do 

bicudo as famílias 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. Proteínas Envolvidas nos Mecanismos de RNA interferente 

 

Os mecanismos de RNAi são conservados entre as espécies, apesar das diferenças 

descritas nos processos de amplificação do sinal, efeito sistêmico e hereditariedade. Vários 

contigs relacionados a genes que codificam proteínas envolvidos nos mecanismos de RNAi 

foram encontrados (Tabela 6). Os contigs encontrados são similares a genes de insetos, 

especialmente de dípteros e coleópteros. A maioria das proteínas encontradas foram da 

família das argonautas, dicers e helicases. 

Para analisar domínios conservados entre proteínas do sistema RNAi, foi feito um  

alinhamento dos domínios 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_Dicer1, Ce_Alg1, Ce_Alg2), Homo sapiens (Hs_Dicer-1, Hs_Ago1), 

Arabidopsis thaliana (At_Dicer-like-1, At_AGO, At_AGO1) e Schizosaccharomyces 
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pombe (Sp_AGO1). PAZ é um domínio de ligação a dsRNA, presente em todas as 

argonautas e dicers (SONTHEIMER, 2005; LIU; PAROO, 2010). Os resíduos conservados 

na maioria dos domínios de argonautas estão presentes nos contigs de A. grandis, o que 

pode, de certa forma, validar a montagem do transcritoma para esse domínio. Os resíduos 

conservados ficam normalmente na superfície do domínio e estão localizados em apenas 

um lado da proteína (SONG et al., 2003). Na figura 13, os resíduos destacados são 

responsáveis pela estabilidade da região de ligação ao dsRNA, formando estruturas 7β e 

uma α-hélice. Em amarelo estão os resíduos que formam um subdomínio rico em anéis 

aromáticos. Por ligações de hidrogênio, estes mantem o dobramento do domínio 

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 

cisteína (em azul), que é precedida de uma prolina e um glutamato proximais (em 

amarelo), além de uma Serina ou Treonina (em verde), alguns resíduos invariantes (em 

vermelho) criam um subdomínio hidrofóbico que interage com o RNA. Em marrom, 

resíduos diferentes entre dicers e argonautas sugerem que os contigs alinhados do bicudo 

sejam argonautas e não dicers. No entanto, uma avaliação experimental desta sequência 

deve ser feita, caso se deseje caracterizar estes contigs. 

Nenhum gene ortólogo de RDRP, enzima envolvida com a amplificação do sinal de 

RNAi, foi encontrado, confirmando que este processo deve ser mediado por outro 

mecanismo em insetos, especificamente em coleópteros (GATEHOUSE, 2008). Dois 

contigs de sid-1, que codifica a proteína de membrana responsável 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
-31

). Os contigs 

não se sobrepõem, podendo ser sequências de genes diferentes, já 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. Dípteros não tem nenhum gene sid. Hemípteros, himenópteros, 

ortópteros e phtirápteros tem só um gene. Lepidópteros variam mais: enquanto Bombyx 

mori tem 3, Spodoptera exigua tem só um. Como para outros insetos, não foi encontrado 

nenhum gene ortólogo 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
o
 de contigs 

Dicer e Dicer-like 5 

Família das Argonautas   

Argonautas 8 

Auberginas 3 

RNA helicases putativas   

Armitages 1 

SpindleE 3 

Rm62 8 

Transporte de dsRNA   

SID-1 2 

Outros fatores   

R2D2 1 

VIG 1 

TudorSN (p100) 2 

MUT-7 2 
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Figura 13. Comparação entre as sequências proteicas do domínio PAZ de dicers e 

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

NCBI. Os resíduos destacados são responsáveis pela estabilidade da região de ligação ao dsRNA. 
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Em amarelo estão os resíduos que formam um subdomínio rico em anéis aromáticos. Junto com 

uma cisteína (em azul), que é precedida de uma prolina e um glutamato proximais (em amarelo), 

além de uma Serina ou Treonina (em verde), alguns resíduos invariantes (em vermelho) criam um 

subdomínio hidrofóbico que interage com o RNA. Em marrom, resíduos diferentes entre dicers e 

argonautas. Drosophila melanogaster (Dm_Dicer-1, Dm_AGO1C, Dm_AGO2), Caenorhabditis 

elegans (Ce_Dicer1, Ce_Alg1, Ce_Alg2), Homo sapiens (Hs_Dicer-1, Hs_Ago1), Arabidopsis 

thaliana (At_Dicer-like-1, At_AGO, At_AGO1) e Schizosaccharomyces pombe (Sp_AGO1).  

 

e. Considerações Finais 

 

O trabalho até aqui apresentado gerou um novo banco de dados de biologia 

molecular altamente representativo para o bicudo do algodoeiro, Anthonomus grandis. É o 

maior conjunto de dados disponível sobre este inseto até o momento. Genes de importância 

biotecnológica estão 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 validação dos genes, bem como de sequenciamento e análise da 

expressão de genes expressos em condições e fases de desenvolvimento específicas devem 

ser realizados para caracterização de processos, seja com intuito de conhecimento da 

biologia do inseto, seja para fins biotecnológicos.  
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CAPÍTULO II 

SILENCIAMENTO DO GENE QUE CODIFICA A ENZIMA LACASE 2 
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II.1. Introdução 

 

a. Validação de Genes por Silenciamento Gênico em insetos 

Vários estudos utilizando RNA interferente para avaliação funcional de um 

determinado gene têm sido realizados nos mais diversos organismos. Estes estudos variam 

nos métodos de administração do dsRNA e de avaliação do efeito de silenciamento. Muitos 

trabalhos feitos com insetos visam estudar a função de um determinado gene para melhor 

compreensão de um processo fisiológico visando, na maioria das vezes, a uma aplicação 

biotecnológica. O uso de RNAi tem sido funcional em várias 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 alimentação, injeção e até mesmo eletroporação, 

dessa forma causando silenciamento de genes-alvo e mudanças de fenótipo.  

Vários trabalhos podem ser encontrados na literatura com uso de RNAi em insetos. 

No isóptero Reticulitermes flavipes, o silenciamento dos genes de hexamerinas Hex-1 e 

Hex-2 demonstrou sua função na regulação de papéis sociais de cupins trabalhadores e sua 

diferenciação entre o fenótipo reprodutivo ou de soldados (ZHOU et al., 2006).  O 

silenciamento do gene do receptor de ecdisona no blatódeo Blatella germanica revelou que 

este gene é essencial no último instar de ninfas para que estas consigam sofrer muda 

(CRUZ et al., 2006). Também em lepidópteros, experimentos de RNAi tiveram sucesso. 

Em Spodoptera litura, o silenciamento do gene do receptor de vitelogenina aumentou os 

níveis desta proteína na hemolinfa, diminuído sua captação no ovário e impedindo a 

formação correta dos embriões (SHU et al., 2011). O gene que codifica a enzina 

diacilglicerol transferase, que catalisa o último passo da síntese de triacilgliceróis foi 

silenciado em Bombix mori, reduzindo a produção de feromônio sexual (DU et al., 2012).  

Especificamente em coleópteros, um número maior de experimentos tem sido feito 

com o inseto-modelo Tribolium castaneum. A injeção de dsRNA ou siRNA em T. 

castaneum possibilitou diferenciar a função de dois genes de quitina sintase TcCHS1 e 

TcCHS2 (ARAKANE et al., 2005). A regulação endócrina da síntese de vitelogenina, uma 

proteína sintetizada pelas fêmeas e incorporada nos ovócitos em desenvolvimento para 

futura alimentação do embrião, foi estudada por silenciamento de genes envolvidos na 

síntese de hormônios via RNAi em T. castaneum (PARTHASARATHY et al., 2010).  

Identificados no genoma de T. castaneum, 21 genes de receptores nucleares foram 
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silenciados e sua função nos aparelhos reprodutores de machos e fêmeas foram validadas 

por RT-qPCR e modificações morfológicas e fisiológicas (XU et al., 2012). Estes são 

apenas alguns das dezenas de exemplos da aplicação de RNAi para validação funcional de 

genes em insetos.  

 

b. RNA interferente para Controle de Insetos 

 

Apesar de muitos desses trabalhos visarem à análise da função dos genes para 

compreensão da biologia dos insetos, a maioria dos estudos, principalmente de 

lepidópteros, coleópteros e dípteros busca genes de interesse biotecnológico. Muito 

utilizado para a análise de expressão gênica, o RNA interferente vem se mostrando uma 

ferramenta promissora no auxílio ao controle de pragas. Seu mecanismo de ação baseia-se 

principalmente na introdução de um RNA dupla fita em um organismo alvo, por 

microinjeção ou ingestão (FIRE et al., 1998). Esse RNA dupla fita inicia um processo de 

silenciamento gênico pós-transcricional, através da degradação de mRNAs homólogos, 

causando uma diminuição na síntese da proteína correspondente (MEISTER; TUSCHL, 

2004), dificultando a sobrevivência ou até mesmo levando o inseto à morte. 

Esta técnica já vem sendo utilizada com sucesso para a obtenção de plantas 

resistentes a pragas, como no caso do fumo (YADAV et al., 2006) e Arabidopsis thaliana 

(HUANG et al., 2006), ambas apresentando resistência acima de 90% a M. incognita. A 

expressão de RNA dupla fita em células de plantas mostra-se compatível com o hábito 

sedentário dos principais nematóides endofíticos, uma vez que desenvolvem em seus 

hospedeiros sítios de alimentação e durante o estágio adulto utilizam material 

citoplasmático como fonte de nutrientes (DAVIS et al., 2004), e desta forma também 

ingerem o dsRNA, silenciando o gene alvo.  

Desde a sua descrição inicial a técnica transformou-se em uma ferramenta valiosa 

para a genômica funcional de insetos, em particular no estudo de função gênica em D. 

melanogaster (MISQUITTA; PATERSON, 1999; KENNERDELL; CARTHEW, 2000). A 

metodologia mais utilizada na maior parte dos estudos com insetos é a microinjeção de 

dsRNA na hemolinfa do inseto, que para fins práticos é inviável.  Este método contrasta 

com o método utilizado em C. elegans, onde os efeitos do RNAi podem ser produzidos 

pela ingestão de bactérias expressando dsRNA (TIMMONS; FIRE, 1998; TIMMONS et 
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al., 2001), ou mesmo expondo o nematóide em solução com dsRNA (TABARA et al., 

1998). A microinjeção de dsRNA nos insetos foi considerada ser necessária para produzir 

os efeitos de RNAi porque não foram encontrados no genoma de D. melanogaster (e, 

subsequentemente, para outros insetos) genes que codificam a RNA-polimerase 

dependente de RNA (RdRP). A RdRP é a enzima necessária para a etapa de amplificação 

do siRNA que conduz a efeitos persistentes e sistemêmicos de RNAi (SIJEN et al., 2001). 

A ausência de RdRP nos insetos sugere que todos os efeitos de RNAi estariam limitados às 

células que absorvessem diretamente do meio o dsRNA, implicando que os efeitos em 

insetos produzidos pela ingestão de RNAi poderiam estar limitados. No entanto efeitos 

sistêmicos já foram observados em insetos. 

A especificidade do RNAi para fins inseticidas é uma consideração importante para 

o uso desta tecnologia em aplicações práticas, já que os efeitos sobre insetos não alvo 

podem ser minimizados. Dentre outras vantagens, esta técnica permite o uso de apenas 

fragmentos de sequências, tendo em vista que a tradução de uma proteína não é necessária, 

o que minimiza as preocupações com biossegurança 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 

resistência contra insetos-praga. Dois artigos descrevem plantas transgênicas 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 resistência 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 concentrações 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 rápido decréscimo dos níveis de mRNA 24 

horas após a ingestão do dsRNA, e o efeito produzido foi sistêmico. 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 nível significante de proteção, com menor dano, quando 

comparadas a plantas de milho não 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 metabólito secundário gossipol, 

produzido por plantas de algodão como defesa contra herbivoria.  Concluindo que 

CYP6AE14 estava envolvido na tolerância 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 metabólito. Recentemente, o mesmo grupo transformou plantas de algodão 

expressando dsRNA de CYP6AE14 e os resultados foram semelhantes (MAO et al., 2011). 

 

c. Cutícula de insetos: Síntese e Esclerotização 

  

Diferente dos vertebrados que tem um esqueleto mineralizado interno, as milhões 

de espécies de artrópodes possuem um esqueleto externo não-mineralizado, chamado de 

exoesqueleto ou cutícula. Várias funções são atribuídas à cutícula como (a) proteção contra 

predadores, patógenos e estresses ambientais (abrasão, radiação UV, dessecação, 

camuflagem), (b) percepção sensorial através de espinhos, cerdas, pelos providos de 

sensilas (mecano e quimiorrecepção), (c) local de ligação de músculos e órgãos e (d) 

locomoção (terrestre e aérea) (VINCENT; WEGST, 2004; SUDERMAN et al., 2006; 

ANDERSEN, 2010, 2012). A cutícula é composta de fibrilas de quitina mergulhadas numa 

matriz de proteínas, lipídeos, N-acetilcatecolaminas e pigmentos. Há muito se sabe que a 

estrutura e a composição química da cutícula representam, provavelmente, as principais 

barreiras de defesa do inseto e somente alguns fungos e nematóides são capazes de quebrá-

la. Na passagem da cutícula para a hemocele (cavidade do corpo), esses micro-organismos 

encontram vários componentes antimicrobianos que inibem o crescimento e a penetração 

na hemocele (DUNN, 1986). 

Um esquema geral da cutícula dos insetos pode ser vista na Figura 14. Muitos 

trabalhos mostram que as células epiteliais sintetizam a cutícula a partir de proteínas 

sintetizadas nelas próprias 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 cutícula. Logo é 

sintetizada a epicutícula, proteica, desprovida de quitina e estabilizada por quinonas.  
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Figura 14. Esquema da estrutura da cutícula de insetos. 

  

 A nomenclatura utilizada atualmente (LOCKE, 2001) reúne os termos endocutícula 

(região mais flexível, recém-sintetizada) e exocutícula (região mais rígida e antiga) no 

termo procutícula. Essa nomenclatura se deve a uma mudança de conceito. Antes se 

acreditava que havia uma nítida separação entre exo e endocutícula, mas com estudos de 

microscopia, bioquímica, biologia molecular e imunoquímica, descobriu-se que existe uma 

grande variação de níveis de endurecimento e composição proteica, de quitina e 

catecolaminas, além de enzimas e pigmentos. A procutícula é a região que contem vários 

tipos de proteínas e quitina combinadas sozinhas de várias formas, ou combinadas com N-

acetilcatecolaminas. 

A cutícula é formada por material orgânico e varia em hidrofobicidade, 

flexibilidade, resistência, dureza, cor e força. Esta variação nas propriedades físicas da 

cutícula pode ser percebida em fases de desenvolvimento diferentes da mesma espécie e 

até em áreas diferentes do mesmo indivíduo. Esta estrutura acelular rígida é produto da 

secreção das células da epiderme e é periodicamente renovada durante o crescimento do 

inseto. O processo de muda, que nos insetos ocorre nas mudanças de instares das larvas, na 

fase de pupa e no adulto, é controlado principalmente por ecdisteróides, hormônios que 

também regulam a maturação definitiva do exoesqueleto (ANDERSEN, 2012). 
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A esclerotização, que envolve o endurecimento seguido muitas vezes de 

pigmentação (tanning), é um processo em que a cutícula é estabilizada pela incorporação 

de compostos fenólicos, cujas principais características já foram bem descritas e estudadas 

por vários autores (ANDERSEN, 2010). A diversidade de propriedades da cutícula é 

devida a uma arquitetura molecular variada e a diferenças na composição de proteínas, mas 

as quantidades relativas de precursores do processo de esclerotização e as várias enzimas 

envolvidas são essenciais para o estabelecimento correto da estrutura cuticular em uma 

determinada região. A hipótese geral aceita atualmente é a de esclerotização por quinonas 

(quinone tanning) que afirma que a esclerotização é um processo químico em que ocorre a 

oxidação de N-acetilcatecolaminas formando quinonas altamente reativas que fazem 

ligações cruzadas (crosslinks) com cadeias laterais nucleofílicas de aminoácidos nas 

proteínas, estabilizando a estrutura da cutícula (LOCKE, 2001;  SUDERMAN et al., 2006; 

ANDERSEN, 2012). As quinonas podem ainda polimerizar, formando estruturas que 

expulsam as moléculas de água, aumentando a rigidez da cutícula (DITTMER; KANOST, 

2010). Na esclerotização, regiões da cutícula do inseto são transformadas irreversivelmente 

de um material flexível e elástico em uma estrutura mais rígida, dura e resistente, 

caracterizada experimentalmente por uma diminuição da deformabilidade, e por um 

aumento da dificuldade de extração proteica da matriz da cutícula e da resistência à 

degradação por enzimas como quitinases e proteases. O termo tanning, que se refere à 

pigmentação e escurecimento da cutícula que pode acompanhar a esclerotização, é às vezes 

usado erroneamente para designar a esclerotização em si. No entanto, o processo de 

endurecimento da cutícula nem sempre envolve pigmentação, como no caso de mudas de 

larvas.  

Entre as proteínas presentes na cutícula, algumas não são estruturais, como 

pigmentos (inseticianinas, proteínas amarelas de insetos – IYPs), enzimas (fenol-oxidases, 

peroxidases), proteínas de defesa (cecropinas, escolexinas) e de função desconhecida 

(arilforinas). As proteínas cuticulares estruturais foram inicialmente detectadas e chamadas 

de forma generalista de esclerotinas em 1940 (PRYOR, 1940). Atualmente estão 

classificadas em 13 famílias (WILLIS, 2010), apesar de algumas continuarem sem 

classificação. Muito estudo ainda precisa ser feito para caracterizar os mecanismos 

bioquímicos que diferenciam o papel destas proteínas nas partes da cutícula e nas 
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diferentes regiões dos insetos, já que a presença 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 esclerotização, são 

sintetizadas a partir do aminoácido tirosina nas células epiteliais, ou importadas da 

hemolinfa. A tirosina é hidroxilada formando 3,4-diidroxifenilalanina (DOPA), que por 

descarboxilação é transformada em dopamina. Dopamina pode ser N-acetilada formando 

N-Acetildopamina (NADA) e N-β-Alanildopamina (NBAD), os precursores da 

esclerotização. Exportados das células epiteliais, NADA e NBAD são enzimaticamente 

oxidados formando as orto-quinonas correspondentes na matriz cuticular. Estas orto-

quinonas, altamente reativas, podem reagir com grupos nucleofílicos disponíveis como tiol 

e aminas de cadeias laterais dos aminoácidos cisteína, arginina, glutamina e asparagina. As 

proteínas ligadas às quinonas e ao polímero de quitina formam uma estrutura rígida e 

altamente resistente à degradação enzimática, salvo em processos de muda (ANDERSEN, 

2010, 2012;  SUDERMAN et al., 2006). 

  

d. Lacases 

 

Lacases (p-difenol:dioxigênio oxidoredutase, EC 1.10.3.2) são enzimas da família 

das multi-cobre oxidases, que inclui também as ascorbato oxidases (L-ascorbato 

dioxigênio oxidoredutases, E.C.1.10.3.3) e as ferroxidases (Fe(II):dioxigênio 

oxidoredutase, E.C.1.16.3.1) (DITTMER; KANOST, 2010). São proteínas que contem 

átomos de cobre (Cu) que reduzem o oxigênio molecular formando água e 

simultaneamente oxidam com a transferência de um elétron de vários substratos como 

difenóis, monofenóis metoxi-substituídos e aminas aromáticas e alifáticas (CLAUS, 2004;  

RIVA, 2006). Normalmente isoladas de plantas superiores, procariotos, insetos e 

principalmente de fungos, lacases catalisam uma reação de oxirredução dependente de um 

agrupamento (cluster) de 4 átomos de cobre que formam o sítio ativo da enzima, que 

contem um motivo de cobre tipo I, um motivo de cobre tipo II e dois motivos de cobre tipo 

III (RIVA, 2006; DITTMER; KANOST, 2010). O motivo cobre tipo I confere uma 

coloração típica à enzima devido à absorção eletrônica intensa de uma ligação covalente 

Cu-cisteína e é o local onde ocorre a oxidação monoeletrônica do substrato. Os átomos de 

cobre tipo II e III formam um cluster trinuclear, para o qual os elétrons são transferidos e 
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onde ocorre a redução do oxigênio formando água. O resultado final é a oxidação de 4 

moléculas de substrato e a redução de 2 moléculas de água (Figura 15) (ANDERSEN, 

2012;  CLAUS, 2003;2004;  DITTMER; KANOST, 2010;  RIVA, 2006).  

 

 

Figura 15. Mecanismo de oxirredução catalisado pelas lacases. A oxidação dos substratos é 

catalisada elétron por elétron até que 4 elétrons sejam transferidos para uma molécula de oxigênio 

formando duas moléculas de água. Adaptado de RIVA, 2006; DITTMER; KANOST, 2010; 

ANDERSEN, 2012. 

 

 Devido ao grande número de substratos, lacases estão envolvidas em muitos 

processos nos diversos organismos como formação de esporos resistentes a radiação UV 

em bactérias, pigmentação em fungos e plantas, síntese e degradação de lignina e formação 

de parede celular de plantas, proteção contra taninos e fitoalexinas em fungos e formação e 

esclerotização da cutícula de insetos (SHRADDHA et al., 2011). Por suas características 

físico-químicas, tem um papel biotecnológico importante nas indústrias de alimentos, de 

papel, de cosméticos e na indústria têxtil. Além disso, lacases, principalmente de fungos, 

têm sido utilizadas em processos de síntese química a partir de compostos fenólicos, 

biorremediação do solo e biodegradação de poluentes fenólicos e remoção de disruptores 

endócrinos (COUTO; TOCA HERRERA, 2006;  KUNAMNENI et al., 2008). 

Recentemente lacases têm sido aplicadas eficientemente no campo da nanotecnologia 

devido a sua habilidade de catalisar reações de transferência 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 esclerotização da cutícula, 

apesar de atividades de lacase e processos de esclerotização possam ocorrer em casulos e 

ovos. Sua presença na cutícula e a atividade relacionada com a esclerotização foi primeiro 

descrita em 1969 (YAMAZAKI, 1969) e seu papel no processo tem sido estudado em 

insetos desde então (DITTMER; KANOST, 2010; ANDERSEN, 2012). No entanto, 

poucos trabalhos foram publicados relacionados com mecanismos de ação e caracterização 

gênica e proteica destas enzimas.  Um dos desafios para o estudo desta classe de enzimas 

em insetos é seu isolamento e purificação, principalmente sua solubilização. Métodos 

proteolíticos tem sido utilizados para tentar solubilizar a enzima, mas não é conhecido o 

grau de alteração nas propriedades estruturais, cinéticas e físico-químicas em relação à 

proteína nativa em seu meio de atuação (DITTMER et al., 2009;  YATSU; ASANO, 

2009).  

Até recentemente, tirosinases e lacases se confundiam nos papeis de oxirredução de 

quinonas na esclerotização. No entanto, experimentos de localização das tirosinases nas 

células da epiderme somados às diferenças de especifidades das duas enzimas deram 

indícios para definir as lacases como responsáveis pelo processo. Tirosinases (o-

difenol:dioxigênio oxidoreductase, EC.1.10.3.1) são catalisadoras de reações de oxidação 

específicas para orto-difenóis, enquanto que lacases aceitam tanto orto quanto para-

difenóis como substrato. Além disso, ao contrário das lacases de fungos e bactérias, lacases 

de insetos são insensíveis a quelantes como EDTA, tiouréia, 8-hidroxiquinolina, e o-

fenantrolina (DITTMER; KANOST, 2010).  

Há alguns anos, cDNAs de genes de lacases (MsLac1, MsLac2) foram identificados 

no lepidóptero Manduca sexta, uma praga do fumo, e no mosquito vetor da malária, 

Anopheles gambiae (AgLaccase1) (DITTMER et al., 2004). Destes, MsLac1 foi descrito 

como um gene envolvido na esclerotização da cutícula, já que sua expressão era muito alta 

nas células da epiderme durante o estágio de pupa, quando uma nova cutícula estava sendo 

formada logo abaixo da antiga cutícula da larva. Recentemente, estudos estruturais e 

cinéticos da proteína codificada por MsLac2 foram realizados para caracterizar a enzima 

comparando a proteína purificada com uma recombinante, com intuito de compreender 

melhor as lacases para possível uso biotecnológico (DITTMER et al., 2009).   
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Os cDNAs de dois genes de lacases, TcLac1 e TcLac2, foram isolados do besouro 

castanho Tribolium castaneum, cuja similaridade de sequência de aminoácidos e estruturas 

de domínios das respectivas proteínas preditas corresponde a MsLac1 e MsLac2 

(ARAKANE et al., 2005). Neste estudo, o uso de RNAi para silenciar os genes mostrou 

que TcLac2 e não TcLac1 causava formação anormal da cutícula e mortalidade após a 

ecdise. No mesmo estudo foram silenciados por RNAi dois genes de tirosinases, TcTyr1 e 

TcTyr2, sem efeito para a esclerotização da cutícula. Adultos tiveram cutículas mais finas 

e moles, com corpos anormais e estruturas cuticulares deformadas. 

Nos hemípteros Riptortus pedestris, Nysius plebeius e Megacopta punctatissima o 

uso de dsRNA de lacase2 também mostrou uma despigmentação, regiões com cutícula 

deformada e morte (FUTAHASHI et al., 2011). Alterações nos níveis do transcrito de 

AmLac2, o gene de lacase2 da abelha comum, Apis melífera, foram diminuídos por 

dsRNA e pela diminuição de ecdisteróides, levando a uma cutícula mal formada (ELIAS-

NETO et al., 2010). A função de lacase1 em insetos ainda não foi bem determinada. 

Entre os insetos holometábolos, duas isoformas de proteínas codificadas por genes 

de lacase2 (lacase2A e lacase 2B), que diferem na região C-terminal, foram identificadas 

no coleóptero T. castaneum e no díptero A. gambiae (ARAKANE et al., 2005;  GORMAN 

et al., 2008; DITTMER; KANOST, 2010). A hipótese de isoformas resultantes de 

processamento de mRNA (splicing) também foi descrita para Bombix mori, Drosophila 

melanogaster e Aedes aegypti baseada na análise dos genomas sequenciados (DITTMER 

et al., 2009;  YATSU; ASANO, 2009). Apenas uma isoforma foi encontrada no genoma 

dos himenópteros A. melifera e Nasonia vitripennis (ELIAS-NETO et al., 2010). Entre os 

insetos hemimetábolos, apenas uma forma de lacase2 foi encontrada no genoma do 

hemíptero Acyrthosiphon pisum e do ftiráptero 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 expressão de genes de lacase2 foi 

descrita até agora.  

A importância da lacase durante o desenvolvimento faz desta enzima um alvo 

potencial para uso biotecnológico no controle do inseto. Por isso, neste trabalho, foi 

avaliada a função de um gene de lacase2 do bicudo do algodoeiro, Anthonomus grandis, 

por silenciamento usando RNA interferente, na última fase larval do inseto.   
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II.2. Material e Métodos 

 

1. Seleção das Sequências dos Genes de Referência Candidatos 

 

a. Dissecção das Partes do Bicudo do Algodoeiro 

 

Larvas e insetos adultos de A. grandis foram obtidos do Laboratório de Bioecologia 

e Semioquímicos de Insetos da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia em Brasília-

DF, conforme descrito anteriormente. Partes de larvas de 3º instar e adultos machos e 

fêmeas foram dissecados e separados para análise da estabilidade gênica. As partes das 

larvas foram separadas e denominadas Cabeça, Intestino, Cutícula e Resto, sendo neste 

último consideradas todas as estruturas torácico-abdominais do inseto, menos o intestino. 

As partes dos adultos foram divididas em Cérebro, Cutícula Dorsal, Intestino, Aparelho 

Reprodutor Masculino e Aparelho Reprodutor Feminino. As dissecções foram feitas 

conforme mostrado nas figuras 16 para larvas e 17 para adultos. 

Na dissecção de larvas, alfinetes entomológicos foram presos, para manter a larva 

com a parte dorsal para baixo, evitando ao máximo o dano de estruturas (Figura 16,a e b). 

Uma incisão longitudinal foi feita com tesoura de ponta fina na região ventral (Figura 16c). 

Após identificar o intestino, um corte foi feito perto da cabeça (intestino anterior) e outro 

no final do intestino, separando-o. O intestino foi colocado em água-DEPC e lavado para 

retirar resíduos de dieta (Figura 16d). Todo o conteúdo interno foi então retirado, e a este 

conteúdo deu-se o nome de Resto (Figura 16e, f). Após esse procedimento, a cutícula e a 

cabeça restantes, foram separadas (Figura 16g, h, i). 

 Para dissecção dos adultos, machos e fêmeas foram separados após a sexagem 

(SAPPINGTON; SPURGEON, 2000). Em primeiro lugar, os élitros, que são 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 já sem os élitros, com a 

região dorsal para cima (Figura 17c, d). Utilizando uma tesoura de ponta fina, a cutícula 

dorsal foi retirada, expondo o abdômen (Figura 17e, f, g). Todo o conteúdo abdominal foi 

retirado e intestino (Figura 17h), aparelho reprodutor feminino (Figura 17i) e aparelho 

reprodutor masculino (Figura 17j) foram separados. Além disso, a cabeça do inseto foi 

cortada e aberta, para retirar o conteúdo cerebral (Figura 17k, l, m).  
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Figura 16. Dissecção da larva de A. grandis. Após fixação da larva em massa de modelar (a, b), a 

cutícula foi aberta na região ventral (c). Após a remoção do intestino (d), foi retirado o conteúdo 

abdominal, chamado de Resto (e, f). A cutícula, então, foi separada da cabeça (g, h, i). Maiores 

detalhes no texto. 
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Figura 17 (Pagina anterior). Após a retirada dos élitros (a, b), o bicudo foi fixado em massa de 

modelar (c, d) e a cutícula dorsal retirada (e, f, g). Foram retirados intestino (h), aparelho 

reprodutor feminino (i), aparelho reprodutor masculino (j) e cérebro (k, l, m). Maiores detalhes no 

texto. 

 

Durante a dissecção, procurou-se preservar toda a estrutura cerebral: lobos ópticos, 

corpora allata, protocérebro, deutocérebro e tritocérebro, e os gânglios circum-esofágico, 

subesofágico e frontal. Na dissecção de larvas e adultos, todas as estruturas foram 

imediatamente colocadas em N2 líquido e armazenadas em freezer a -80 
o
C até o uso. 

 

b. Análise de estabilidade de expressão gênica por RT-qPCR 

 

 Nove genes foram escolhidos para análise da estabilidade de expressão, que 

codificam para síntese de Arginina Quinase (ArgK), β-actina, β-tubulina, Gliceraldeído-3-

Fosfato Desidrogenase (GAPDH), Fator de Elongação 1-Alpha (EF1A), Ubiquitina (UBQ) 

e as Proteínas Ribossomais S3, S11 e S26 (RPS3, RPS11 e RPS26). Os oligonucleotídeos 

(primers) para cada gene foram desenhados utilizando a ferramenta Primer3 

(http://frodo.wi.mit.edu/) (ROZEN; SKALETSKY, 2000) a partir das sequências de 

nucleotídeos 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 os 

primers, a temperatura de desnaturação de metade das moléculas foi de 60 
o
C. Seguem na 

tabela 7 as sequências dos pares de primers para cada gene. Em cada nome, Fw é para 

direto e Rv para reverso.  

  

http://frodo.wi.mit.edu/
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Tabela 7. Primers utilizados nos experimentos com genes de referência. 

Argina Quinase (ArgK) 

qPCR_AgArgKFw   5’ACAAGGGTGGTCAAGTCGAG3’ Tm (
o
C) 60,15 

qPCR_AgArgKRv  5’CTACCGCTACAGCCTGATCC3’ Tm (
o
C) 59,86 

Tamanho do amplicon 161 pb 

β-Actina 

qPCR_AgB_actina_Fw                  5’CCTTTAACACCCCTGCTATG3’ Tm (
o
C) 60,08 

qPCR_AgB_actina_Rv                  5’TGAGGTAGTCGGTCAAGTCA3’ Tm (
o
C) 59,91 

Tamanho do amplicon 192 pb 

β-Tubulina 

qPCR_AgB_tubulina_Fw              5’GGTTGCGACTGTTTACAAGG3’ Tm (
o
C) 60,11 

qPCR_AgB_tubulina_ Rv              5’GCACCACCGAGTAAGTGTTC3’ Tm (
o
C) 60,03 

Tamanho do amplicon 156 pb 

GAPDH 

qPCR_AgGAPDH_Fw                  5’AGATCGTCGAGGGTCTGATG3’ Tm (
o
C) 59,99 

qPCR_AgGAPDH_Rv                  5’AAGGCGGGAATGACTTTACC3’ Tm (
o
C) 59,97 

Tamanho do amplicon 166 pb 

EF1A 

qPCR_AgEF1Afw  5’CCGTTTTTATTGCCCGTAGA3’ Tm (
o
C) 59,96 

qPCR_AgEF1Arv  5’AACATCTCCACTCCCGTGAC3’ Tm (
o
C) 60,47 

Tamanho do amplicon 158 pb 

UBQ 

qPCR_AgUBQFw   5’CGCTTCGCGCTACTTGTACT3’ Tm (
o
C) 60,73 

qPCR_AgUBQRv   5’ACTCTTCAAGCGCAAACGAT3’ Tm (
o
C) 60,02 

Tamanho do amplicon 175 pb 

RPS3 

qPCR_AgRPS3_Fw                       5’TTGGAGACGGAGTCTTCAAG3’ Tm (
o
C) 60,54 

qPCR_AgRPS3_Rv              5’TCCCAATACACGGTCAGTTC3’ Tm (
o
C) 60,63 

Tamanho do amplicon 146 pb 

 

RPS11 

qPCR_AgRPS11Fw   5’ACCCACGGTTTTCCTTAACC3’ Tm (
o
C) 60,09 

qPCR_AgRPS11Rv   5’GACGACTCCGGTGAGGATAC3’ Tm (
o
C) 59,54 

Tamanho do amplicon 178 pb 

RPS26 

qPCR_AgRPS26Fw   5’TCCCAAAAGACAAGGCAATC3’ Tm (
o
C) 60,05 

qPCR_AgRPS26Rv   5’CCTTCTTGCTCCTGTTACGC3’ Tm (
o
C) 60,02 

Tamanho do amplicon 183 pb 
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Para síntese de cDNA, foi extraído RNA total das partes dissecadas de larvas e de 

adultos triturados em almofariz contendo N2 líquido, utilizando o reagente de Trizol 

(Invitrogen Life Technologies) de acordo com instruções do fabricante. As amostras foram 

tratadas com 2U de DNase I RNase-free (Ambion, Invitrogen Life Sciences) por 30 

minutos a 37 ºC, de acordo com instruções do fabricante. Após etapa de limpeza em coluna 

do kit RNeasy Micro Kit (QIAGEN) e verificação da qualidade da amostra em gel de 

agarose 1,5%, a concentração de RNA foi determinada em um fluorômetro Qubit, 

utilizando o kit Quant-iT RNA assay (Invitrogen Life Technologies). Para síntese de 

cDNA foi utilizado 1 µg de RNA. A síntese de cDNA foi feita utilizando o kit Superscript 

III
TM

 First-Strand Synthesis SuperMix for RT-qPCR (Invitrogen), a partir de 500 ng de 

RNA, seguindo orientações 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 amplificação dos genes 

selecionados. A PCR foi realizada com um passo de 95 °C por 1 minuto, seguidos por 30 

ciclos de incubações a 95 °C por 15s e a 60 °C por 1 min. Após a PCR, as amostras foram 

analisadas em gel de agarose 1% e o fragmento amplificado correspondente foi excisado. 

O DNA foi extraído com o kit QIAquick Gel Extraction (QIAGEN) de acordo com 

instruções do fabricante. Após quantificação, os produtos de PCR foram clonados em vetor 

pGEM-T de acordo com o protocolo descrito pelo kit pGEM®-T Easy Vector System I 

(PROMEGA) e os vetores com inserto foram purificados e submetidos a sequenciamento.  

Para realização da RT-qPCR foi utilizado o termociclador 7500 Fast (Applied 

Biosystems, EUA) utilizando primers específicos para cada gene (Tabela 7). Cada reação 

foi feita num volume final de 10 μL, sendo 2,5 μL de SYBR Green Rox Plus PCR Mix 

(LGC Biotecnologia), 2 μL de cDNA diluído 40 vezes, 4,7 μL de H2O bidestilada e 0,4 μL 

de cada primer (0,2 μM direto e reverso). A reação ocorreu a 95 °C por 10 minutos, 

seguidos por 40 ciclos de incubações a 95 °C por 15s e a 60 °C por 1 min. Ao final dos 40 

ciclos uma curva de dissociação para cada fragmento amplificado (60-94 °C, a cada 0,5 °C 

por 1 s) foi feita para verificar a possível formação de dímeros de primer ou contaminação 

da amostra. As reações de RT-qPCR foram feitas em triplicata e controles negativos 

contendo água ao invés de cDNA foram incluídos para verificar contaminações nas 

amostras. Um controle negativo contendo 500 ng de RNA total foi feito para garantir a 

ausência de DNA genômico. Os níveis de expressão foram determinados como o número 
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de ciclos necessários para alcançar um limite fixo na fase exponencial da PCR. O número 

de ciclos foi referido como valor de Cq (quantification cycle), em substituição ao nomes 

para os antigos Ct (threshold cycle) ou Cp (crossing point), de acordo com as normas 

RDML (LEFEVER et al., 2009). A eficiência de cada primer para cada reação e as Cqs 

foram calculados individualmente a partir do software qPCR miner 

(www.miner.ewindup.info) (ZHAO; FERNALD, 2005). A análise da estabilidade do nível 

de transcrição de cada gene em cada tecido ou região do inseto foi feita utilizando as 

ferramentas geNorm
plus

 (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 eficiência dos primers na PCR 

para determinar os genes mais estáveis e os combina em um índice. Os valores de 

quantidade de expressão 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. Síntese de dsRNA de Lacase 2 

 

Para a clonagem e sequenciamento de uma fragmento de lacase 2 de A. grandis, o 

RNA total foi extraído de larvas e insetos adultos utilizando Trizol (Invitrogen) seguindo o 

protocolo indicado pelo fabricante. O cDNA foi sintetizado a partir de 5µg de um pool de 

RNA total utilizando o kit Superscript II TM First-Strand Synthesis System for RT-PCR 

(Invitrogen) utilizando oligo d(T)-AP. Para a amplificação 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 sequência foi selecionada uma região de 332pb para servir de 

molde para a síntese de moléculas de dsRNA correspondendo a uma região do sitio de 

ligação ao cobre da Lacase 2 (Figura 18, negrito).  

http://www.miner.ewindup.info/
http://www.mdl.dk/publicationsnormfinder.htm
http://bioinformatics.gene-quantification.info/bestkeeper.html


82 
 
 

O desenho dos primers foi realizado com o programa BLOCK-iT™ RNAi 

Designer (http://rnaidesigner.invitrogen.com/rnaiexpress), que analisa as sequências e 

indica regiões de maior probabilidade para uso em silenciamento gênico. 

Os RNAs dupla fita foram sintetizados a partir de produtos das PCRs flanqueados 

pela sequência mínima do promotor T7. A PCR foi realizada nas seguintes condições: a 

94ºC por 1 min, temperatura de anelamento a 60ºC e extensão a 72 ºC por 1 minuto por 30 

ciclos. Os produtos das PCRs foram clonados e sequenciados. Após a confirmação da 

sequência a síntese de dsRNA foi realizada utilizando 0,5μg de produto de PCR como 

molde para um volume de reação de transcrição de 20 µL, conforme descrito no protocolo 

do manual do kit MEGAscript® T7 High Yield (Ambion). A reação foi incubada por 16 

horas a 37 °C, seguido por tratamento com DNase I RNase-free (Ambion, Invitrogen Life 

Sciences) por 15 minutos. Para alinhamento do dsRNA, os produtos da reação foram 

incubados a 70 °C por 5 minutos e resfriados em temperatura ambiente. Para purificação 

dos produtos da transcrição seguiu-se uma extração com fenol/clorofórmio e subsequente 

precipitação com álcool isopropílico, conforme protocolo descrito pelo fabricante do 

produto. O dsRNA foi dissolvido em água tratada com DEPC, e a quantificação foi obtida 

por espectrofotometria. 

 

b. Análise da expressão do gene de Lacase 2  

 

A expressão do gene de lacase2 foi feita nas diversas fases do desenvolvimento do 

bicudo do algodoeiro. Para isso, RNA total foi extraído de ovos, larvas de todos os 

instares, pupas e adultos machos e fèmeas, quantificado e analisado conforme descrito 

anteriormente (Cap. II, Material e métodos, I, b). A síntese de cDNA foi feita utilizando o 

kit Superscript III
TM

 First-Strand Synthesis SuperMix for RT-qPCR (Invitrogen), seguindo 

orientações do fabricante.  

A RT-qPCR foi realizada utilizando o termociclador 7500 Fast (Applied 

Biosystems, EUA) com primers específicos para o gene da lacase2 (Tabela 8), produzindo 

um amplicon de 192 pb. Os genes de referência utilizados foram gapdh e β-tubulina de A. 

grandis, com os mesmos primers descritos na tabela 7. Cada reação foi feita num volume 

final de 10 μL, sendo 2,5 μL de SYBR Green Rox Plus PCR Mix (LGC Biotecnologia), 2 

μL de cDNA diluído 40 vezes, 4,7 μL de H2O bidestilada e 0,4 μL de cada primer (0,2 μM 
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direto e reverso). A reação 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 dissociação para cada 

primer (60-94 °C, a cada 0,5 °C por 1 s) foi feita para verificar a possível formação de 

dímeros de primer ou contaminação da amostra. As reações de RT-qPCR foram feitas em 

triplicata e controles negativos contendo água ao invés de cDNA foram incluídos para 

verificar contaminações nas amostras. Um controle negativo contendo RNA total foi feito 

para garantir a ausência de DNA genômico. A eficiência de cada primer para cada reação e 

as Cqs foram calculados individualmente a partir do software qPCR miner 

(www.miner.ewindup.info) (ZHAO; FERNALD, 2005). A análise da expressão relativa do 

gene da lacase 2 em cada fase de desenvolvimento do inseto foi feita utilizando a 

ferramenta geNorm
plus

 (Biogazelle Company) (VANDESOMPELE et al., 2002).  

 

c. Bioensaio com larvas microinjetadas com dsRNA de lacase2 

 

O bioensaio com bicudo do algodoeiro foi feito por microinjeção de dsRNA. 

Larvas foram pesadas para que fossem utilizadas apenas indivíduos com peso entre 30 e 

40mg. Em cada ensaio, 1µL contendo H2O ou 500ng de dsRNA foram injetados em na 

região dorsal de larvas de 3º instar, tomando o cuidado de não lesar a artéria dorsal. Na 

microinjeção foi utilizada uma microsseringa (Hamilton Co.), tipo Gastight com conexão 

Luer (LT), modelo 1701LT, volume 10µL, 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 ºC, umidade relativa de 60 ± 10% e fotofase de 12 

horas. Uma avaliação morfológica foi realizada ao longo do tempo até 60 dias após a 

injeção. Este experimento foi repetido três vezes, em épocas diferentes. 

 

Tabela 8. Primers utilizados nos experimentos de lacase 2A 

Nome Sequência Experimento 

iLAC2AGαFwd 5’GCTCCGCTTCTATCTCAGT3' Síntese de dsRNA, Southern Blot 

iLAC2AGαRv 5’GCAATGGTGTCTTTACCG3' Síntese de dsRNA, Southern Blot 

qPCR_Ag_Lac2A_Fwd 5’GGTTGATGAAGTTCAACA3’ RT-qPCR 

qPCR_Ag_Lac2A_Rv 5’GCAATGGTGTCTTTACCG3' RT-qPCR 

http://www.miner.ewindup.info/
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Figura 18. Sequência do contig A_grandis_454_rep_c1717. A região em negrito representa o 

amplicon utilizado para síntese de dsRNA para uso no silenciamento do gene da lacase2A e para 

experimentos de Southern Blot. A sequência sublinhada é o amplicon analisado no RT-qPCR.  

 

 

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

Bioensaios com microinjeção de dsRNA de lacase 2 foram realizados conforme 

descrito anteriormente para extração de RNA total e posterior análise por RT-qPCR. 

Larvas microinjetadas com dsRNA de lacase2 ou com H2O foram coletadas 20 dias após a 

microinjeção. Pupas/Adultos mal formados foram coletados 14 dias após a microinjeção. A 

quantificação e análise de integridade do RNA foram feitas conforme descrito 

anteriormente (Cap. II, Material e Métodos, I, b). A síntese de cDNA foi feita utilizando o 

kit Superscript III
TM

 First-Strand Synthesis SuperMix for RT-qPCR (Invitrogen), seguindo 

orientações do fabricante. A RT-qPCR foi realizada como descrito anteriormente (Cap. II, 

Material e métodos, II, b).  
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e. Determinação do número de cópias do gene de lacase2 

 

Quatro alíquotas de DNA genômico de A. grandis foram digeridas com as enzimas 

HindIII, ScaI, EcoRI ou XbaI e submetidas à eletroforese num gel de agarose 0,8% e 

transferidas para uma membrana de nylon Amersham Hybond N
+
 (GE Healthcare Life 

Sciences) utilizando procedimentos padrão (SAMBROOK; RUSSEL, 2001). Um produto 

de PCR produzido com os primers iLAC2AgαFwd e iLAC2AGαRv (Tabela 8) foi 

marcado com α-[
32

P]dCTP com alta atividade específica, utilizando o kit Amershan 

Megaprime DNA-labeling (GE Healthcare Life Sciences) e foi utilizado para hibridização 

na membrana de nylon. A membrana foi lavada para a estringência de 0,1X SSC com 0,2% 

SDS a 65
o
C.    

II.3. Resultados e Discussão  

 

1. Seleção das Sequências dos Genes de Referência Candidatos 

 

Um dos objetivos deste trabalho é a análise da expressão 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 análise é estabelecer quais genes podem ser utilizados como 

referência para a quantificação relativa da expressão do gene alvo. A confiabilidade de 

qualquer experimento de análise de expressão relativa por qPCR pode ser maior com a 

inclusão de genes que funcionem como controles endógenos para corrigir variações na 

eficiência de amplificação das reações e na quantificação de uma amostra para outra, sendo 

chamados de genes de referência ou housekeeping genes. No caso do Bicudo do 

Algodoeiro não existe indicação de genes de referência até o momento. Dessa forma, nove 

genes candidatos foram analisados quanto à sua estabilidade de expressão nas diferentes 

partes ou órgãos.  

A dificuldade de encontrar metodologias e pessoas capazes de dissecar órgãos e 

tecidos de insetos fez com que fossem escolhidos não só órgãos, mas algumas partes 

inteiras do inseto consideradas de relevância para futuros estudos. Por exemplo, o intestino 

é alvo de estudos não só sobre a fisiologia da digestão, mas de moléculas-alvo para 

controle, visando o uso biotecnológico na indústria, para metagenômica de 

microorganismos simbiontes. A cabeça, ou o cérebro foram escolhidos por sua importância 
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nos estudos de moléculas neuroativas, hormônios (a síntese de alguns hormônios de insetos 

se dá na corpora allata, na cabeça do inseto), percepção (visão, calor, feromônios, etc.). A 

larva de bicudo é muito pequena para que se pudesse dissecar o cérebro e por isso 

resolveu-se extrair a cabeça toda. Cutícula e aparelhos reprodutores feminino e masculino 

são sempre objetos de estudo de genes tecido-específicos, já que a adaptação ao ambiente, 

a muda e o sucesso de reprodução dos insetos estão na lista dos assuntos mais pesquisados, 

principalmente para controle de pragas e vetores de doenças. 

   Nove genes candidatos foram escolhidos após uma extensa busca de genes 

comumente utilizados como referência em experimentos de PCR em tempo real. Apesar de 

uma grande quantidade de trabalhos específicos de determinação de genes de referência 

para qPCR para vários organismos, para insetos, esse número é bem menor. Muitos 

trabalhos de análise de expressão relativa simplesmente assumem que genes comumente 

utilizados são estáveis em diversas situações, o que muitas vezes não representa a 

realidade. O ideal seria que para cada organismo e até cada situação biológica (estresse, 

alimentação, ambiente, etc.), genes de referência sejam estudados. Há certo tempo existe 

uma preocupação na comunidade científica internacional em relação às inúmeras fontes de 

erro inerentes a um experimento de qPCR, desde o desenho do experimento, passando pela 

integridade e garantia de similaridade da  extração de RNA e síntese de cDNA , até a PCR 

propriamente dita e seus métodos de análise (FLEIGE; PFAFFL, 2006;  FLEIGE et al., 

2006;  LEFEVER et al., 2009; BUSTIN, 2010;  BUSTIN et al., 2010).  

 Neste trabalho, procurou-se, quando possível, utilizar as recomendações do MIQE 

(The Minimum Information for Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments) 

para gerar resultados de qPCR mais confiáveis, sem dúvidas de interpretação (BUSTIN et 

al., 2010). Apesar de utilizar um método fluorimétrico para quantificar o RNA, a eficiência 

da síntese de cDNAs não foi quantificada. Para tentar diminuir o erro gerado por uma 

possível diferença de quantidade de cDNA, todas as amostras das partes do inseto foram 

diluídas previamente 30, 40 e 50 vezes, e uma corrida prévia mostrou que 40 vezes era 

uma quantidade considerada boa para que os valores de Cq se mantivessem entre os ciclos 

15 e 30. Assim, todos as corridas foram feitas diluindo o cDNA 40 vezes. As qPCRs 

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 análises das curvas de dissociação de cada corrida não 

apresentaram dímeros de primers nem amplificações inespecíficas.  

 O sequenciamento dos amplicons clonados em vetor pGEM-T mostraram que cada 

um dos fragmentos amplificados correspondia ao gene esperado. Houve uma diferença de 

duas bases no gene de ArgK e de uma base no gene de RPS26, em relação ao contig do 

transcritoma (Figura 19). Essas substituições podem ser SNPs (single nucleotide 

polymorphisms), uma vez que as mudanças nos códons não alteraram os aminoácidos 

codificados, ou erros de amplificação pela DNA Taq Polimerase, ou até erros de 

sequenciamento.  Todas as outras sequências tiveram 100% de identidade com o respectivo 

contig. E a identificação de todas as sequências, sem exceção, foi confirmada por 

BLASTn.  

 

 

Figura 19.  Sequências dos produtos de PCR gerados com os primers dos genes candidatos de 

referencia. Em destaque, os nucleotídeos sequências de ArgK e RPS26 foram diferentes no contig 

retirado do transcritoma (entre parênteses em vermelho).  
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a. Análise da estabilidade de expressão por Bestkeeper 

 

As análises de estabilidade dos genes foram feitas com as 3 mais utilizadas 

ferramentas atualmente para estudo de genes de referência, Bestkeeper, geNorm e 

NormFinder. O mais importante na identificação de genes de referência expressos de 

forma estável é que os genes precisam ter um perfil de expressão similar entre as amostras, 

isto é, seus níveis de expressão devem ter uma alta correlação. O Bestkeeper combina 

candidatos altamente correlacionados em um índice. A partir disso, a correlação de cada 

gene candidato com este índice é calculada e expressa pelo coeficiente de determinação e 

pelo p value. Bestkeeper ainda determina o desvio-padrão e o “poder” de referência de 

cada gene, cabendo ao usuário selecionar os melhores genes baseado nessas variáveis 

(PFAFFL et al., 2004). 

Baseado na análise de variações calculadas (SD), o Bestkeeper revelou uma 

estabilidade de expressão 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 índice do Bestkeeper calculado 

como a média geométrica dos valores de Cq dos diferentes genes para um determinado 

cDNA (p < 0,05). O coeficiente de determinação (CD) de cada gene indica a maior 

estabilidade para cada gene quanto mais perto de 1 for o valor de CD. A variância 

intrínseca (InVar) desses genes para um determinada amostra teve baixa variação dos 

valores de Cq. O Bestkeeper analisa a integridade da amostra através do cálculo de uma 

variação intrínseca para uma amostra, entre as diferenças nos valores respectivos de Cq e o 

valor médio de Cq para cada gene de referência (PFAFFL et al., 2004). 

No caso dos adultos, as proteínas ribossomais e a ubiquitina não se apresentaram 

como bons candidatos a genes de referência. Em primeiro lugar, a amplificação para estes 

dois genes ocorreu sempre após 35 ciclos. Mas o mais importante é que para a maioria dos 

casos, a variação intrínseca (InVar) dentro das amostras para estes genes variou muito, e 

esses dados foram descartados, conforme recomendado (PFAFFL et al., 2004). Para o 

cérebro, os genes mais estáveis, baseado no coeficiente de determinação são ArgK e EF1A. 

No entanto, o coeficiente para estes genes foi baixo (Tabela 9). Para a cutícula dorsal, os 

resultados foram melhores, sendo os genes GAPDH, ArgK, EF1A e β-tubulina e β-actina 

considerados todos bons candidatos. No caso do intestino de adulto, β-actina e EF1A 
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foram os mais estáveis. Os genes β-actina e GAPDH foram os mais estáveis para o 

aparelho reprodutor feminino (ARF). Interessante notar que pelo coeficiente de 

determinação, o gene RPS3 teve a melhor avaliação. No entanto, devido a sua amplificação 

tardia, não é aconselhável utilizá-lo como gene de referência. Para o aparelho reprodutor 

masculino (ARM), apenas ArgK é um razoável gene de referência, segundo análise do 

Bestkeeper.  

 A análise das partes das larvas revelou um perfil melhor para os genes candidatos 

(Tabela 10). Apenas para o gene da ubiquitina (UBQ) os valores de InVar foram muito 

altos e por isso os dados foram descartados. Para a cabeça da larva os genes candidatos 

RPS26, GAPDH, β-tubulina, ArgK e EF1A foram os que tiveram melhores resultados. Na 

cutícula da larva, os genes mais estáveis foram GAPDH, ArgK, EF1A e β-tubulina e β-

actina. Os outros genes tiveram Cqs entre 36 e 38, e não foram analisados. Para o intestino, 

RPS26 e β-tubulina tiveram CDs mais altos. A análise do Resto mostrou que GAPDH e os 

genes de proteínas ribossomais foram os mais estáveis. 

b. Análise da estabilidade expressão por geNorm 

 

Apesar de mais confiável, o geNorm tem muitas similaridades com BestKeeper. A 

principal regra no geNorm é que a taxa de expressão entre dois genes de referência deve 

ser constante entre as amostras (VANDESOMPELE et al., 2002). Para cada gene 

candidato, o geNorm calcula o valor de estabilidade M como a variação média no nível dos 

transcritos entre um gene e todos os outros genes em um dado grupo de amostras, por 

pares. O valor de estabilidade M é inversamente proporcional à estabilidade. Os genes são, 

então, classificados de acordo com a estabilidade por um processo de exclusão passo a 

passo dos genes menos estáveis, gerando o valor de V. Quanto menor este valor, maior a 

estabilidade e a possibilidade do gene excluído influenciar na expressão relativa de genes-

alvo.  

Os valores de M obtidos por geNorm estão plotados nas figuras 20 e 21. Os valores 

de M para todos as partes de adulto (Figura 20) e larva (Figura 21) que estão abaixo de 1,5 

indicam que a expressão de diferentes candidatos é relativamente estável. Em alguns casos 

apenas, como aparelho reprodutor feminino, cérebro e cutícula de adulto, genes tiveram 

valor de M acima de 1,5. Entretanto, genes estáveis foram diferentes entre as diversas 
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partes do inseto. Entre os mais estáveis para a maioria das partes estão β-tubulina, β-actina,  

GAPDH, ArgK e EF1A.  

Análise de variação dos pares de genes para estimar o efeito de incluir um gene 

adicional nos experimentos de qPCR para expressão relativa (VANDESOMPELE et al., 

2002) mostrou que entre as diferentes partes do inseto o uso de 2 genes de referência pode 

ser suficiente para normalizar os valores de expressão dos genes-alvo, tanto para adultos 

quanto para larvas (Figuras 22 e 23, respectivamente). A adição de um terceiro gene 

contribuiu muito pouco para uma diminuição do fator de normalização, a não ser no caso 

das amostras de cérebro. A inclusão dos genes menos estáveis pode levar a um aumento ou 

diminuição do fator de normalização. Uma alta variação V indica que o gene adicionado 

tem um efeito significante e não deve ser incluído na normalização. Nas figuras 22 e 23, a 

linha azul mostra o limite para V é 0,15 (VANDESOMPELE et al., 2002). 

 

c. Análise da estabilidade de expressão por NormFinder 

 

NormFinder é uma ferramenta que permite estimar a variação total dos genes de 

referência candidatos, mas também estima a variação entre e dentro de subgrupos de 

amostras. Este processo possibilita uma medição direta da variação da expressão, 

permitindo ao usuário avaliar o erro sistêmico introduzido quando utilizar como modelo 

um determinado gene. Esta abordagem baseada em um modelo é teoricamente menos 

sensível a uma corregulação 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 variação da expressão estimada. Esta variação 

na expressão está diretamente relacionada com o valor M, já que um baixo valor M 

demonstra menor variação de expressão gênica entre as amostras estudadas (ANDERSEN 

et al., 2004). 

A análise por NormFinder mostrou um perfil parecido com a análise por geNorm. 

β-tubulina, β-actina, GAPDH, ArgK e EF1A foram mais estáveis para a todas as partes de 

adulto (Figura 24). Na larva, alguns genes de proteínas ribossomais estão entre os mais 

estáveis (Figura 25).  

O NormFinder foi a única ferramenta que permitiu a análise de todos os genes e 

todas as partes dos inseto adulto (intragrupo 1) e larva (intragrupo 2) e intergrupos (Figura 



91 
 
 

26), sendo GAPDH e β-tubulina os dois genes mais estáveis para todas as partes. É 

interessante notar que as combinações de dois candidatos calculada no NormFinder, 

reduziu o valor da estabilidade no conjunto de partes de adulto e de larva, mas não 

correspondem sistematicamente aos genes mais estáveis individualmente para a análise 

intergrupos (larvas e adultos) (Tabela 11).  

 

d. Comparação entre as análises de estabilidade 

 

As análises dos genes candidatos mostrou uma diferença 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 (β-tubulina, β-actina, 

GAPDH, ArgK e EF1A) foram os mais estáveis. No entanto para alguns casos, como 

intestino, genes para proteínas ribossomais (RPS3, RPS11, RPS26) foram estáveis. A 

capacidade de RNA ribossomal (rRNA) e mRNAs que codificam proteínas ribossomais de 

representar níveis estáveis de mRNA já foi questionada por alguns autores, que 

argumentam que estes não deveriam ser utilizados para corrigir variações entre amostras na 

quantificação de mRNAs alvo  (SOLANAS et al., 2001;  TRICARICO et al., 2002; CHEN 

et al., 2011). No entanto, genes como GAPDH e β-actina também foram questionados 

quanto sua estabilidade. Um dado real sobre genes de proteínas ribossomais ou rRNA é 

que estão em maior quantidade, o que obriga o investigador a uma diluição às vezes alta 

antes de realizar a qPCR.  

Quais genes devem ser usados, baseado em qual ferramenta de análise? Em muitos 

trabalhos que utilizam os três algoritmos, ocorre uma convergência entre geNorm e 

NormFinder, e uma discrepância destes com BestKeeper. Bestkeeper parece ser o menos 

utilizado dos 3 na escolha da validação de genes-alvo após uma análise de estabilidade. 

geNorm e NormFinder se baseiam em algoritmos parecidos para análise e por isso o 

resultado gerado por eles são os mais considerados por muitos trabalhos científicos.  

Genes de referência em estudos de RT-qPCR para muitas espécies foram baseados 

em consenso e experimentos com outros organismos, sem uma evidência empírica que 

demonstrasse sua estabilidade. Apesar da escolha dos genes aqui testados ser baseada na 

análise de genes de referencia já testados para insetos, os resultados aqui apresentados, 

somados aos dados da literatura, mostram que a estabilidade da expressão de genes já 
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considerados de referência deve ser verificada para cada tipo de experimento, 

principalmente se algum tratamento específico vai ser analisado (estresse, interação, 

alimentação, etc). No mínimo, ao mudar uma condição à qual o organismo será submetido, 

a estabilidade de um gene já utilizado como referência deve ser confirmada. Apesar de não 

existir um gene universalmente estável em todos os tipos celulares e em todas as 

condições, a expressão de alguns genes parece ser estável, isto é, é invariável em processos 

que parecem não afetá-los diretamente. Por isso o uso de um único gene como 

normalizador pode potencialmente influenciar a análise estatística dos níveis de expressão 

de genes-alvo. O uso de mais de um gene pode minimizar o potencial erro do uso de um 

gene só, que pode não ser estável em um determinado experimento. Por isso é 

recomendável a análise da combinação de dois ou mais genes feita pelo NormFinder ou 

pelo geNorm. Baseado nas análises deste trabalho, o uso dos genes para GAPDH, β-actina, 

β-tubulina, Arginina Quinase e EF1A deve ser levado em consideração em experimentos 

mais generalistas com o bicudo do algodoeiro.  
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Tabela 9. Sumário da análise estatística gerada pela ferramenta Bestkeeper para os genes 

candidatos de referencia para as partes de insetos adultos. O Coeficiente de Determinação 

(CD) indica maior estabilidade quanto mais perto de 1 

 ArgK β-act β-tub GAPDH EF1A 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 - - - - 

p value 0,047 0,043 0,038 0,048 0,085 - - - - 

Cutícula 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 0,43 0,46 0,39 - - - - 
CD 0,95 0,86 0,90 0,97 0,92 - - - - 

p value 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 0,56 0,14 0,36 0,08 - - - - 
CD 0,00 0,69 0,19 0,03 0,64 - - - - 

p value 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 0,95 0,73 0,83 0,60 - 0,97 - - 

p value 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 0,25 0,23 0,19 0,38 0,51 - - - - 
CD 0,78 0,52 0,00 0,56 0,00 - - - - 

p value 0,004 0,043 0,954 0,032 0,893 - - - - 
N, número de amostras; MG, Média Geométrica das Cqs; SD, desvio-padrão; CD, coeficiente de 

determinação; ArgK, Arginina Quinase;, β-act, β-actina; β-tub, β-tubulina; GAPDH, Gliceraldeído-3-Fosfato 

Desidrogenase; EF1A, Fator de Elongação 1-Alpha; UBQ, Ubiquitina; RPS3, RPS11, RPS26  Proteínas 

Ribossomais S3, S11 e S26; ARM, Aparelho Reprodutor Masculino; ARM, Aparelho Reprodutor Feminino.  
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Tabela 10. Sumário da análise estatística gerada pela ferramenta Bestkeeper para os genes 

candidatos de referencia para as partes de larvas. O Coeficiente de Determinação (CD) 

indica maior estabilidade quanto mais perto de 1 

 ArgK β-act β-tub GAPDH EF1A UBQ RPS3 RPS11 RPS26 

Cabeça          

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 

p value 0,001 0,017 0,001 0,001 0,001 - 0,001 0,009 0,001 

Cutícula         

N 9 9 9 9 9 9 9 9 9 

MG 25,01 24,20 25,25 25,49 24,59 - - - - 

SD 0,25 0,44 0,37 0,49 0,31 - - - - 
CD 0,91 0,92 0,89 0,98 0,95 - - - - 

p value 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 

p value 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 0,49 0,73 0,93 0,76 - 0,84 0,86 0,81 

p value 0,010 0,035 0,003 0,001 0,002 - 0,001 0,001 0,001 
N, número de amostras; MG, Média Geométrica das Cqs; SD, desvio-padrão; CD, coeficiente de 

determinação; ArgK, Arginina Quinase;, β-act, β-actina; β-tub, β-tubulina; GAPDH, Gliceraldeído-3-Fosfato 

Desidrogenase; EF1A, Fator de Elongação 1-Alpha; UBQ, Ubiquitina; RPS3, RPS11, RPS26  Proteínas 

Ribossomais S3, S11 e S26. 

 

 

 

 

 

  



95 
 
 

 

Figura 20. Valores de M após análise da estabilidade dos genes candidatos Arginina Quinase, β-

actina, β-tubulina, GAPDH, Gliceraldeído-3-Fosfato Desidrogenase, Fator de Elongação 1-Alpha, 

Ubiquitina, e Proteínas Ribossomais S3, S11 e S26, com geNorm nas partes do inseto adulto. Os 

genes mais estáveis têm valores de M menores que 1,5. Quanto mais à direita do gráfico, maior a 

estabilidade.  
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Figura 21. Valores de M após análise da estabilidade dos genes candidatos Arginina Quinase, β-

actina, β-tubulina, GAPDH, Gliceraldeído-3-Fosfato Desidrogenase, Fator de Elongação 1-Alpha, 

Ubiquitina, e Proteínas Ribossomais S3, S11 e S26, com geNorm nas partes da larva. Os genes 

mais estáveis têm valores de M menores que 1,5. Quanto mais à direita do gráfico, maior a 

estabilidade.  
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Figura 22. Valores de V após análise da estabilidade dos genes candidatos com geNorm nas partes 

do inseto adulto. A linha azul mostra o limite superior aceitável de V para estabilidade (V = 0,15). 

Para cada parte do inseto, a adição de um novo gene de referência altera o valorde V. Por exemplo, 

no cérebro, a adição de um 4º gene (V3/4) de referência não deve ser feita porque o valor de V 

indica que a baixa estabilidade deste gene influencia de maneira errada na expressão relativa dos 

genes de interesse. 
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Figura 23. Valores de V após análise da estabilidade dos genes candidatos com geNorm nas partes 

da larva. A linha azul mostra o limite superior aceitável de V para estabilidade (V = 0,15). Para 

cada parte do inseto, a adição de um novo gene de referência altera o valorde V. Por exemplo, no 

cérebro, a adição de um 4º gene (V3/4) de referência não deve ser feita porque o valor de V indica 

que a baixa estabilidade deste gene influencia de maneira errada na expressão relativa dos genes de 

interesse. 
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Figura 24. Valores de M após análise da estabilidade dos genes candidatos Arginina Quinase, β-

actina, β-tubulina, GAPDH, Gliceraldeído-3-Fosfato Desidrogenase, Fator de Elongação 1-Alpha, 

Ubiquitina, e Proteínas Ribossomais S3, S11 e S26, com NormFinder nas partes do inseto adulto. 

Os genes mais estáveis têm valores de M menores que 1,5. Quanto mais à direita do gráfico, maior 

a estabilidade. 
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Figura 25. Figura 24. Valores de M após análise da estabilidade dos genes candidatos Arginina 

Quinase, β-actina, β-tubulina, GAPDH, Gliceraldeído-3-Fosfato Desidrogenase, Fator de 

Elongação 1-Alpha, Ubiquitina, e Proteínas Ribossomais S3, S11 e S26, com NormFinder nas 

partes da larva. Os genes mais estáveis têm valores de M menores que 1,5. Quanto mais à direita do 

gráfico, maior a estabilidade. 
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Figura 26. Figura 24. Valores de M após análise da estabilidade dos genes candidatos Arginina 

Quinase, β-actina, β-tubulina, GAPDH, Gliceraldeído-3-Fosfato Desidrogenase, Fator de 

Elongação 1-Alpha, Ubiquitina, e Proteínas Ribossomais S3, S11 e S26, com NormFinder nas 

partes do inseto adulto, da larva e de ambos.. Os genes mais estáveis têm valores de M menores 

que 1,5. Quanto mais à direita do gráfico, maior a estabilidade. 

Tabela 11. Análise da combinação de dois genes candidatos com menor valor de M.  

 Partes Genes Valor M 

(NormFinder) 

Intragrupo I Partes de Adulto GAPDH e β-tubulina 0,011 

Intragrupo II Partes da Larva GAPDH e β-tubulina 0,013 

Intergrupos Adulto + Larva GAPDH e β-actina 0,012 
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2. Silenciamento do gene de Lacase 2 

 

a. Análise da expressão do gene de Lacase 2  

 

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

sua expressão nas diversas fases de desenvolvimento do inseto, para que fosse possível 

restringir o silenciamento às fases onde essa expressão é 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 sequência do contig A_grandis_454_rep_c1717 

após BLASTx 

BLAST Match E value Identidade 

gi|193211474|ref|NP_001034487.2| laccase 2A 

[Tribolium castaneum] 
4,795 e-137 81,85% 

gi|156481746|gb|ABU68466.1| laccase 2 

[Monochamus alternatus] 
1,542 e-135 

81,60% 

 

gi|61658224|gb|AAX49501.1| laccase-2 isoform A 

[Anopheles gambiae] 
1,105 e-133 82,17% 

gi|195984431|gb|ACG63789.1| laccase-like 

protein [Culex pipiens pallens] 
2,085 e-132 82,11% 

gi|170063562|ref|XP_001867157.1| laccase-like 

multicopper oxidase 1 [Culex quinquefasciatus] 
2,084e-131 82,11% 

  



103 
 
 

 

Figura 27. Gel de agarose com o produto de PCR produzido com primers de Lacase2.  

 

Nos experimentos de RT-qPCR, as curvas de dissociação mostraram que não houve 

dímeros de primers, nem múltiplas amplificações em uma mesma reação. Os genes de 

referência utilizados foram gapdh e β-tubulina, baseando-se nos resultados de estabilidade 

de expressão obtidos por NormFinder e geNorm.  

O gene da lacase 2 é mais expresso nas fases tardias do bicudo, quando o 

exoesqueleto é mais rígido e o inseto é maior (Figura 28). A expressão aumenta bastante a 

partir do final da fase larval, atingindo um máximo na fase de pupa. A diferença entre a 

expressão relativa de lacase 2 entre pupa e adultos machos e fêmeas não foi 

estatisticamente diferente. O resultado sugere que a expressão do gene diminui até que o 

inseto esteja pronto para virar pupa. Nas fases primárias do ciclo de vida do inseto, parece 

que o nível de expressão condiz com a baixa rigidez do exoesqueleto das larvas, ainda que 

a larva cresça de poucos micrometros para cerca de 5 a 10 milímetros. Além disso, o 

processo de escurecimento do exoesqueleto não acontece nas larvas, o que pode justificar a 

baixa expressão da lacase e uma composição menos fenólica do exoesqueleto. Estes 

resultados confirmam estudos anteriores, em que a expressão do gene de lacase2 é 

aumentada logo após um pico de um ecdisteróide 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).   

 

1000pb 
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Figura 28. Perfil de expressão do gene de lacase 2 nas diversas fases de desenvolvimento do bicudo 

do algodoeiro. Os genes de referência utilizados foram gapdh e β-tubulina. Uma quantidade maior 

de transcritos é observada nas fases tardias do ciclo de vida do inseto, onde ocorre uma síntese 

maior da cutícula. 

 

b. Microinjeção em bicudo do algodoeiro 

 

Para testar o local da injeção nas larvas foi feita a microinjeção de 1µL de H2O 

destilada no dorso de 20 larvas (Figura 29, ponto azul). Como controle, foram utilizadas 20 

larvas sem injeção mantidas em dieta. A cada 24 horas após a microinjeção, por 3 dias 

cada larva foi pesada, para verificar se elas continuavam aumentando de tamanho. No 

terceiro dia, após 48 horas, a maioria das larvas havia morrido. Por ser um local onde passa 

um grande vaso dorsal, é possível que a lesão da agulha tenha provocado a morte das 

larvas. Por isso foi establecido outro lugar (Figura 29, ponto laranja) para injeção de outras 

20 larvas, na lateral (alguns micrometros abaixo do local da injeção dorsal anterior). Após 

os 3 dias de pesagem, apenas uma larva havia morrido, mostrando que o local da 

microinjeção escolhido foi adequado. Este local possibilitou não só um melhor manuseio 

da larva durante a microinjeção, mas também uma precisão de injeção logo abaixo da 

cutícula.  

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

para aplicação 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 

aplicação de pressão adequada para injeção de um volume tão pequeno (1µL), levando à 

morte do inseto. Preferiu-se então utilizar microsseringas e agulhas da empresa Hamilton 

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

(LT), modelo 1701LT, volume 10µL, foi testada com duas agulhas. A agulha mais fina, 

gauge 30, apesar de ser ideal para diminuir a extensão da lesão, não possibilitou a injeção 

devido à fragilidade frente à 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 

microinjeções.  

Também foi interessante notar que após a microinjeção, a larva mantida em dieta 

artificial deve ser coberta de novo com um pouco da própria dieta. Esse cuidado teve que 

ser tomado, porque a própria larva normalmente criada em dieta artificial cava a dieta e se 

cobre com ela antes de empupar. Nos experimentos iniciais, quando não se fazia esse 

procedimento após a injeção, as larvas morriam antes de virar pupa.  

 

 

Figura 29. Locais de microinjeção testados no bicudo do algodoeiro. A primeira região testada (em 

azul) causou mortalidade por dano mecânico.  A região onde está a agulha (em laranja no lado 

esquerdo da figura) foi considerada mais fácil e mais adequada para a microinjeção. 
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c. Bioensaio com larvas microinjetadas com dsRNA de lacase2 

 

As larvas de 3º instar microinjetadas com H2O (controle) ou 500ng de dsRNA de 

lacase2A foram observadas por vários dias para verificar se completavam o ciclo de 

desenvolvimento. Caso isso acontecesse, as fêmeas adultas colocariam ovos e as larvas 

eclodidas seriam coletadas para ver se havia efeito hereditário do RNAi. No entanto, dois 

tipos de fenótipos resultaram da aplicação de dsRNA de lacase2A que impossibilitaram 

que os insetos se tornassem adultos viáveis.  

Neste experimento, insetos com 20 dias após a microinjeção conseguiram entrar na 

fase de pupa, mas o desenvolvimento foi anormal, gerando um híbrido de pupa/adulto 

(Figura 30b, c, d), com cutícula mal formada, cheia de protuberâncias anormais (Figura 

30a), e coloração mais clara. No entanto, a maioria destes insetos deformados estava morta 

quando analisada e nenhum dos insetos chegou à fase adulta normalmente, com nenhum 

sobrevivente 25 dias após a microinjeção. 

No mesmo experimento, observou-se que 20 dias após a microinjeção, alguns 

insetos continuavam na fase larval, vivos, e se alimentando. Porém, com 30 dias, todas 

estas larvas estavam mortas. O acúmulo de lipídeos que ocorre normalmente no último 

instar da fase larval foi observado mostrando que a larva continuou se alimentando após a 

microinjeção (Figura 31b). Este acúmulo de lipídeos serve como depósito de energia para a 

fase de pupa que não se alimenta. Porém, como estas larvas não entraram na fase de pupa, 

sua aparência é de larvas “estufadas”, já que aparentemente não houve crescimento da 

cutícula que acompanhasse o aumento de volume corporal (Figura 31b, d). Estruturas 

semelhantes ao ovipositor das fêmeas adultas ou edeago (órgão 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 

microinjeção foi feita por volta do 18º dia (Figura 32, seta azul). Observados no 20º dia 

após a microinjeção, cerca de 50 dias de ciclo (Figura 32, seta vermelha), os três 

experimentos de bioensaio, com 20 larvas cada um, gerou o resultado visto na figura 33. 

Cerca de 10% das larvas microinjetadas com H2O (controle) e 25% das microinjetadas 

com dsRNA morreram provavelmente por manipulação. As larvas restantes do 

experimento-controle (90%) chegaram à fase adulta e a placa estava cheia de ovos e 
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algumas larvas recentes, mostrando que a injeção de H2O aparentemente não afetou a 

reprodução 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 observação estavam mortas 

(Figura 30). 

 

 

Figura 30. Pupas/Adultos observados 20 dias após microinjeção de dsRNA de lacase2A. É possível 

notar uma má-formação e menor pigmentação da cutícula na cabeça (a), e deformações no corpo, 

além da manutenção de um fenótipo pupo-larval (b, c,d) quando comparados com adultos normais 

(à direita). 
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Figura 31. Comparação entre larvas normais de 3º instar (1 – a, c, e) e larvas observadas 20 dias 

após microinjeção de dsRNA de lacase2A (2 – b, d, f). Em f, é possível observar formação de 

estrutura que pode ser um ovipositor ou edeago, estrutura presente somente em adultos normais. 

 

 

 



109 
 
 

 

Figura 32. Esquema do bioensaio de bicudo com dsRNA de lacase 2 durante o ciclo de vida do 

inseto. A seta azul indica o momento da microinjeção e a seta vermelha, o momento da observação 

dos efeitos. Para mais esclarecimentos, vide texto.   

 

 

 

 

Figura 33. Avaliação do efeito de dsRNA de lacase2 20 dias após a microinjeção. Em vermelho 

experimento feito com dsRNA de lacase2 e em azul, experimentos controle, feitos com H2O 

bidestilada.  

 

d. Avaliação do silenciamento do gene de lacase2 por RT-qPCR 

 

A partir dos resultados obtidos nos bioensaios, foi realizada uma análise da 

expressão relativa do gene da lacase2A por RT-qPCR, nos dois tipos de insetos 

encontrados 20 dias após a microinjeção. As pupas/adultos deformados tiveram que ser 

coletadas com menos tempo (14 dias após a microinjeção), uma vez que foi difícil 

0 

10 

20 

30 

40 

50 

60 

70 

80 

90 

100 

LARVAS VIVAS LARVAS 

MORTAS 

ADULTOS 

NORMAIS 

ADULTOS MAL 

FORMADOS 

%
 D

E
 I

N
S

E
T

O
S
 A

P
Ó

S
 2

0
 D

IA
S
 

CONTROLE 

LACCASE 



110 
 
 

encontrar indivíduos vivos com 20 dias. Nestas, a expressão do gene da lacase2A foi 

diminuída cerca de 15 vezes (Figura 34A) em relação à expressão do mesmo gene em 

pupas provenientes de larvas microinjetadas com H2O. O gene da lacase2A foi cerca de 3 

vezes menos expresso nas larvas microinjetadas com dsRNA e que continuaram larvas 

vivas após 20 dias (Figura 34B).  

 

Figura 34. Comparação da quantidade de transcritos de lacase2 entre os insetos-controle e as 

pupas/adultos (A) ou larvas (B) após a microinjeção com dsRNA. Os genes de referência utilizados 

foram gapdh e β-tubulina. 
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terminassem? Isso pode ser explicado pela inexatidão da escolha das larvas para 

microinjeção. Apesar de todas terem mais ou menos o mesmo peso, e estarem no 3º instar, 

0.0 

2.0 

4.0 

6.0 

8.0 

10.0 

12.0 

14.0 

16.0 

18.0 

PUPA CONTROLE PUPA/ADULTO DEFORMADO 

Q
U

A
N

T
ID

A
D

E
 R

E
L

A
T

IV
A

 

0.0 

0.5 

1.0 

1.5 

2.0 

2.5 

3.0 

3.5 

4.0 

LARVAS CONTROLE LARVAS MICROINJETADAS 

Q
U

A
N

T
ID

A
D

E
 R

E
L

A
T

IV
A

 

A 

B 



111 
 
 

a expressão de lacase2 ocorre com um pico na fase de pré-pupa (Figura 28) e devem seguir 

a queda dos níveis de hormônio 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 já ter se iniciado, e por isso, 

uma expressão de lacase2A já teria ocorrido quando foi feita a microinjeção, permitindo a 

formação da cutícula. No entanto, após a microinjeção, o dsRNA foi capaz de diminuir o 

nível de expressão do gene e a formação da cutícula foi interrompida causando a má-

formação. Interessante notar que menos cutícula é observada perto do abdômen, no dorso 

do inseto, local da microinjeção (Figura 30). Provavelmente a maior concentração de 

dsRNA ficou nesta região, sendo espalhado em menor proporção para o tórax e a cabeça, 

onde também foram percebidas alterações (Figura 30a), indicando um nível de 

espalhamento do efeito não descrito em outras ordens de insetos, a não ser Coleoptera 

(TOMOYASU et al, 2008). Este resultado indica que além das proteínas SID-1 envolvidas 

no mecanismo de espalhamento, uma amplificação do sinal pode estar ocorrendo através 

de um mecanismo ainda não conhecido, independente de RdRP.   

A diferença de quantidade de inibição da transcrição entre os as larvas que 

conseguiram continuar o ciclo e as que permaneceram na fase larval se deve à pequena 

quantidade de transcritos lacase2 presente normalmente em larvas, em relação à quantidade 

presente em pupas e adultos.  

Outro fato importante é que as larvas que permaneceram nesta fase após 20 dias 

parecem estar “estufadas”. Este fato sugere que a formação da nova cutícula não 

acompanhou o crescimento do inseto, que aparentemente se preparou para a muda e pode 

ter até entrado na fase de pupa, sem que as mudanças na cutícula tenham ocorrido. Isto 

pode indicar que o nível de expressão do gene da lacase2A pode ter diminuído pela 

presença de dsRNA.  

A identificação 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 digestão do DNA genômico corta a 

sequência do contig. Quatro bandas distintas podem ser vistas após a hibridização com a 

sonda de lacase2A (Figura 35). Este resultado pode ser a identificação das duas isoformas 

de lacase2, bem como de lacase1, já que a sonda utilizada foi muito pequena e reconhece 

uma região comum entre elas. Infelizmente não foi possível utilizar outra sonda, específica 
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para lacase1, uma vez que este gene não foi identificado em nenhum contig do 

transcritoma. A confirmação se o bicudo tem mais de um isoforma de lacase2 ainda precisa 

ser feita, já que não há genoma deste inseto sequenciado. O isolamento e clonagem dos 

genes de lacase de bicudo é um experimento que ainda precisa ser realizado para melhor 

caracterizá-los. O resultado do Southern blot sugere a possibilidade de que as análises de 

RT-qPCR e os bioensaios reflitam o silenciamento do conjunto de parálogos de lacase. 

Nenhum trabalho mostrou que lacase1 esteja envolvido na formação da cutícula, e  há 

indícios de que a enzima seja responsável pela desintoxicação de compostos fenólicos 

ingeridos na alimentação do inseto, e por isso o gene é expresso preferencialmente nos 

túbulos de Malpighi,  glândulas salivares e intestino (DITTMER et al., 2004;  LIANG, 

2006). Alguns estudos já mostraram, no entanto, que em coleópteros e hemípteros, apenas 

genes de lacase2A são envolvidos na esclerotização da cutícula (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 hibridização in situ precisam ser feitos para 

localizar o dsRNA de lacase2 no inseto e microscopia deve ser feita para verificar a 

estrutura da cutícula após o silenciamento.  

 

 

Figura 35. Análise de lacase2A de A. grandis por Southern blot. Os valores à esquerda indicam 

kilobases. 
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e. Considerações finais  

 

Para os fins futuros de aplicação biotecnológica, 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 viáveis. A transformação de plantas de algodão com construção 

expressando dsRNA de lacase2 pode diminuir bastante a população de bicudo do 

algodoeiro na próxima geração. Algumas questões, porém, permanecem sem resposta e 

muito precisa ser feito para a geração de um evento de algodão geneticamente modificado 

resistente ao bicudo. Por exemplo, obviamente, o sucesso depende do efeito observado por 

microinjeção ser repetido quando o inseto se alimentar nos botões florais. Neste trabalho 

tentou-se, primeiramente alimentar o bicudo com dsRNA. Em dieta artificial seria 

impossível, uma vez que o dsRNA seria degradado. Um teste foi feito deixando adultos e 

larvas 12 horas sem se alimentar e após isso, colocando-os em contato com gotas de 

solução de sacarose contendo dsRNA de lacase. Porém, nenhum inseto se alimentou, 

morrendo alguns dias depois (dados não mostrados). Pensou-se também na possibilidade 

de utilizar bactérias transformadas com vetor que expressa o dsRNA de lacase, inseridas na 

dieta artificial. Devido ao longo ciclo de vida do bicudo, a proliferação das bactérias tornou 

esta abordagem também inviável. Além disso, quantidades menores de dsRNA ainda estão 

sendo testados, para estabelecer uma quantidade mínima de dsRNA capaz de reproduzir os 

efeitos já obtidos. Para evitar um efeito de inibição do silenciamento por uma 

superexpressão de dsRNA na planta, promotores específicos de botões florais do algodão 

estão sendo isolados e analisados. Ainda mais o uso concomitante deste gene de lacase2 

com outros genes validados de bicudo na transformação de plantas de algodão pode 

aumentar a capacidade de gerar eventos com uma resistência maior ao bicudo do 

algodoeiro. 
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