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Resumo

A cana-de-acucar é uma das culturas mais importantes no Brasil para a producéo tanto
de aclcar quanto de etanol de segunda geracdo. Os ataques dos insetos-praga, broca-da-cana
(Diatraea Saccharalis, Fabricius 1770) e broca-gigante da cana (Telchin licus licus, Drury
1770), reduzem a produtividade nas lavouras gerando perdas de milhdes de dolares por ano para
a induastria canavieira no pais. Os métodos de controle utilizados atualmente tém se mostrado
insuficientes para evitar os prejuizos produzidos por essas pragas. A ferramenta de RNA
interferente (RNAI) considera-se promissora para o controle de insetos-praga, isto, mediante a
utilizacdo de moléculas de RNA dupla fita (dSRNA) para silenciar genes essenciais para a
sobrevivéncia do inseto. No presente trabalho, foi determinado o transcritoma das pragas da
cana-de-agUcar mencionadas, visando a identificacdo de genes potenciais para silenciamento e
validacdo de moléculas de dsRNA para o controle desses insetos. A partir do sequenciamento
(RNA-seq) e analise in silico do transcritoma do intestino médio de larvas tratadas com
diferentes dietas (cana-de-acUcar e dieta artificial), foram gerados bancos de dados com um
total de 49.225 e 53.108 contigs dentre os quais 1.872 e 2.465 foram diferencialmente expressos
(EdgeR), para D. saccharalis e T. I. licus, respectivamente. A andlise de enriquecimento por
ontologia genica (GO) permitiu a identificacdo de genes que estdo envolvidos, principalmente,
com as vias de detoxificacdo, de transporte de moléculas, de digestdo e de regulacdo hormonal.
Para validacdo das moléculas de dsRNA, foram selecionadas as sequéncias dos genes que
codificam a esterase do hormonio juvenil (JHE). Essa enzima regula os processos de muda e
metamorfose do inseto por meio da degradacdo controlada do hormonio juvenil. O
silenciamento do gene jhe utilizando uma concentracio de dsRNA de 10ug/cm? de dieta ndo
apresentou mortalidade em larvas de D. saccharalis, mas apresentou mortalidade de até 60%
em larvas de penultimo instar de broca-gigante. O presente estudo € de grande relevancia, uma
vez que foi possivel identificar pela primeira vez a resposta de RNAI para T. I. licus e mostrar
a eficiéncia das moléculas de dsRNA desenhadas, para o controle deste inseto praga.
Finalmente, cabe destacar que os dados gerados poderdo ser usados em futuros estudos para
desenhar novas moléculas de dsRNA potenciais para o controle da broca da cana e da broca-

gigante.

Palavras chave: RNA interferente, esterase do horménio juvenil, broca da cana-de-agUcar,

broca-gigante da cana-de-agucar, transcritoma.
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Abstract

Sugarcane is one of the most important crops in Brazil, utilized for sugar and second-
generation biofuel production. Damage caused by the pests, sugarcane borer (Diatraea
Saccharalis, Fabricius 1770) and sugarcane giant borer (Telchin licus licus, Drury 1770),
reduces crop yield that cause millions of dollars loss annually to the sugarcane industry.
Currently used pest management approaches have failed to reduce the damages caused to
sugarcane crops. RNA interference (RNAI) is an alternative biotechnological tool for pest
management, that uses double-stranded RNA molecules (dsRNA) to knock-down essential
genes required for the insect survival. In this work, transcriptomes from sugarcane borer and
sugarcane giant borer were obtained, for the identification of target genes for RNAI and further
validation of dsRNA molecules. Sequencing (RNA-seq) and in silico analysis of midgut
transcriptome obtained from larvae treated on different diets (Sugarcane and artificial diet),
generated a transcript database containing 49.225 and 53.108 contigs, amongst which 1.872 and
2.465 were differentially expressed (EdgeR), for D. saccharalis and T. I. licus, respectively. GO
Enrichment analysis allowed identification of genes involved, mainly with detoxification
pathways, molecular transport, digestion and hormonal regulation. In order to validate dSRNA
molecules via oral delivery, gene sequences coding for juvenile hormones esterase (JHE) were
selected. This enzyme regulates molting and metamorphosis process in insects, by controlled
degradation of juvenile hormone (JH). Knock-down of JHE gene, using a 10 pg dosage of
dsRNA, did not result in lethal effects for D. saccharalis larvae. Nevertheless, the same amount
of dsRNA was lethal for penultimate instar of sugarcane giant borer larvae, achieving
approximately 60% mortality rate. The current work is very significant, since it’s the first report
of RNAI characterization in T. I. licus that show efficiency of specific dSRNA molecules
reducing survival of this insect pest. Furthermore, the data generated here can also be used for

validation of other potential dSRNA molecules for D. saccharalis and T. I. licus management.

Keywords: RNA interference, juvenile hormone esterase, sugarcane borer, sugarcane giant

borer, transcriptome.
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1. Introducéo Geral
1.1 Cultura da cana-de-agucar

A cana-de-agucar ¢ uma planta monocotiledénea pertencente a familia Gramineae, do
género Saccharum (Daniels e Brian, 2015). O género Saccharum é constituido por diferentes
espécies, dentre elas: S. officinarum, S. spontaneum, S. robustum e S. barberi (Mazambani et
al., 2006). Por causa de doencas e problemas de adaptacdo ecoldgica sofridos por essas
cultivares, a cana-de-agUcar cultivada comercialmente € um hibrido proveniente originado dos
cruzamentos das espéecies acima mencionadas, recebendo assim a denominagéo de Saccharum
spp (Daniels e Brian, 2015). O procedimento de producdo do acUcar a partir da cana € de origem
antiga, desenvolvido na india por volta de 3.000 a.C. e depois adotado pelos paises arabes. A
tecnologia se espalhou pelo mundo por meio das invasdes &rabes ao continente europeu, que
introduziram a cultura na regido do Mar Mediterraneo. Anos depois, a cana-de-agucar chegou
ao continente americano por meio dos navegantes espanhdis e portugueses. Atualmente, é
cultivada em mais de 90 paises e constitui uma das principais culturas do planeta (Cesnik e
Miocque, 2004).

A de cana-de-acucar tem grande importancia comercial em todo o mundo, contribuindo
com aproximadamente 78% de todo o aclcar produzido. Além da producdo de aclcar obtido
por procedimentos de decantacdo e cristalizacdo do caldo de cana, a etapa de fermentacéo do
caldo resulta em producéo de etanol. Este produto € utilizado principalmente como combustivel
de forma alternativa aos combustiveis fosseis e sua producdo tem se mostrado altamente
promissora sendo considerada uma fonte de energia renovavel (Elbehri et al., 2013). A
importancia da cana-de-agucar pode ser atribuida a sua mdltipla utilizacdo, pois além dos
produtos principais mencionados anteriormente, os subprodutos bagaco, vinhagca e torta de filtro
possuem um impacto significativo na geracao de energia, producédo de racdo animal, produtos

aglomerados, fertilizantes, dentre outros (Macedo, 2005).

A parte aérea da planta é formada por colmos, folhas, inflorescéncias e frutos; e a
subterranea, é constituida por raizes e rizomas. O colmo representa a estrutura de maior
interesse comercial por produzir os altos conteudos de agucar, dos quais € obtido o caldo de
cana. O colmo é formado por n6s bem definidos e entrenos diferentes, sustentando as folhas e
paniculas nas partes aéreas da planta (Mazambani et al., 2006). Apesar de ser uma planta perene

na sua forma natural, o cultivo de cana-de-agUcar é realizado de maneira semi-perene, 0 que
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significa que a reforma do canavial € feita apenas apds 4 a 5 anos de utilizacdo comercial. Dessa
forma, ocorre uma diminuicdo do numero de plantas e o desenvolvimento reduzido das
remanescentes devido, principalmente, a aparicdo de doencas e problemas ecolégicos. Este
fator implica o uso de variedades geneticamente resistentes as principais pragas e doengas da
cultura, como Unica estratégia economicamente viavel para manter o sucesso de producao da

cana-de-agucar (Macedo, 2005).
1.2 Cultura canavieira no Brasil

A cana-de-acucar é uma das culturas mais importantes do agronegocio brasileiro.
Durante vérias décadas, o Brasil tem sido o maior produtor de cana do mundo, e atualmente €
o0 segundo maior produtor de etanol, depois dos Estados Unidos. O seu cultivo foi iniciado em
fins do século X VI por centenas de engenhos nos estados de Pernambuco e Bahia, e espalhando-
se rapidamente pelo restante do pais até a regido sudeste, tornando-se uma das culturas mais

importantes do pais em um curto periodo de tempo (Ramos, 2008).

No que se refere a exportacdo, o Brasil é responsavel pela producdo de mais da metade
de todo o aglcar comercializado no mundo. A cultura de cana-de-agucar representa para o Brasil
ndo somente um pilar fundamental na producéo de aguicar, mas também na geracdo de etanol.
A estimativa da area destinada a atividade sucroalcooleira para a safra 2017/18 € de 8.766,5 mil
hectares, com uma produtividade de 73.728 kg/ha, registrando um incremento de 1,5% em

relacdo a safra anterior (Conab, 2017).

De acordo com Conab (2017), o aumento na producdo é devido ao investimento
tecnoldgico nas unidades de producédo, uso das variedades mais produtivas e de melhores tratos
culturais. No total, a regido Centro-Sul do Brasil é responsavel por 86,1% e a regido Norte-
nordeste, 14,9% da producdo da cana-de-acucar. As lavouras de cana-de-acucar tém se
expandido anualmente em todo o pais. O maior percentual de aumento esta na regido Sudeste.
Outra regido que apresentou crescimento significativo na expansao da area de cultivo foi a
Centro-Oeste. Na regido Nordeste, o cultivo da cana-de-agucar se limitou, desde a colonizagéo,
as zonas litoraneas e ao Agreste, onde a precipitacao possibilitava o desenvolvimento da cultura.
Desta forma, as duas regides produtoras (Nordeste e Centro-Sul), cultivadas com safras
alternadas, permitem uma constante producdo de cana de acucar, ao longo de todo o ano,
colocando o Brasil em uma posi¢cdo vantajosa, para atender as necessidades de maiores

exportacGes (De Oliveira et al., 2015).
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No entanto, embora a produtividade meédia brasileira da cana-de-agucar tenha crescido
de forma significativa nos ultimos anos, existem estudos mostrando que apesar dos avangos
tecnoldgicos, a cultura ainda enfrenta uma série de problemas fitossanitarios, grande parte deles
causados por insetos-praga (Barbosa et al., 2014; Barbosa et al., 2015).

1.3 Controle de pragas na cultura da cana-de-agucar

O mercado sucro-energético no Brasil enfrenta diversos desafios para continuar
aumentando sua produtividade sem expandir a plantacdo de cana-de- agUcar para as areas de
recursos naturais. Controle de pragas é um dos mais importantes desafios. Como consequéncia
do aumento da area plantada de monocultura, a incidéncia de pragas nos canaviais tem
aumentado significativamente nas Ultimas duas décadas. Os insetos representam a maior parte
das pragas que atacam a cana-de-agUcar. As pragas mais importantes da cultura sdo a broca da
cana-de-agUcar Diatraea saccharalis Fabr. 1794; (Lepidoptera: Crambidae), a broca-gigante da
cana-de-agucar Telchin licus licus Drury, 1770; (Lepidoptera: Castniidae), a cigarrinha-das-
raizes Mahanarva fimbriolata Stal, 1854; (Hemiptera: Cercopidae) e os cupins Heterotermes
tenuis Hagen, 1858; (Isoptera: Rhinotermitidae). Existem outras espécies que causam prejuizos
em menor magnitude como por exemplo: Sphenophorus levis Varrie 1978; (Coleoptera:
Curculionidae), as formigas cortadeiras salvas (Atta spp.), quenquéns (Acromyrmex spp), a
cigarrinha-das-folhas Mahanarva posticata Stal, 1855; (Hemiptera: Cercopidae) (Pinto et al.,
2006).

Algumas dessas pragas sdo particularmente dificeis de se controlar devido ao habito
endofitico, que permite o seu desenvolvimento, durante a maior parte do ciclo de vida, dentro
do colmo da cana, dificultando o contato direto com pesticidas e impossibilitando o controle
manual de forma vidvel em termos de custo-beneficio da produgdo (Gallo et al., 2002). Em
resposta as novas normativas que regulam o uso de pesticidas sintéticos, além da baixa eficacia
dos mesmos no controle de pragas de habito endofitico, algumas alternativas tém sido
implementadas nos ultimos anos, visando o controle das pragas da cana-de-acucar. O
desenvolvimento de novas cultivares por meio de intercruzamentos visando aumentar a
resisténcia para insetos-praga € uma dessas alternativas. Porém, a variabilidade genética em
referéncia ao nimero de cromossomos nas espécies do género Saccharum, dificulta a obtencéo
de cultivares com caracteristicas desejadas, devido principalmente ao fato da segregacdo de

genes selecionados néo acontecer de forma uniforme (Lakshmanan et al., 2005).
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Uma outra alternativa muito explorada no combate a diversas pragas agricolas em todo
0 mundo é o uso do controle bioldgico, técnica que explora outros organismos vivos como
inimigos naturais, parasitas, ou organismos com atividade entomotdxica, com a finalidade de
diminuir as populacdes de insetos-praga para niveis abaixo do limiar de perda econdmica. Na
cultura canavieira existem muitos exemplos de organismos que podem ser utilizados para o
controle de diversas pragas, dentre eles: os parasitoides de ovos Trichogramma galloi (Zucchi,
1988; Hymenoptera: Trichogrammatidae) Anagrus urichi (Pickles, 1932; Hymenoptera:
Mymaridae) e Acmopolymena hervali (Gomes, 1948; Hymenoptera: Mymaridae), a vespinha
Cotesia flavipes (Cameron, 1891; Hymenoptera: Braconidae), a mosca predadora de ninfas
Salpingogaster nigra (Schiner, 1868; Diptera: Syrphidade); os fungos Metarhizium anisopliae,
Beauveria bassiana e Batkoa apiculata; e a bactéria Bacillus thuringiensis (Pinto et al., 2006).
Entretanto, o uso de controle bioldgico se torna insuficiente dependendo da capacidade de
adaptacdo dos organismos de controle as condi¢fes climaticas especificas de cada plantio.
Como parte da estratégia de Manejo Integrado de Pragas (MIP), é recomendavel a aplicacao
conjunta de agentes de controle bioldgico, produto biotecnoldgicos e melhoramento genético,
para manter a producdo de forma sustentavel (Barbosa et al., 2015).

O melhoramento genético é uma das estratégias mais utilizadas para gerar variedades de
cana-de-agUcar resistentes a insetos-praga. Porém, o melhoramento genético tradicional requer
muito tempo para sua implementagdo, impedindo desta forma atingir as altas demandas da
indlstria canavieira. Por outro lado, o melhoramento genético fundamentado no uso da
biotecnologia, vem se tornando cada vez mais aceitavel e explorado, chegando a ser muitas
vezes, uma necessidade. Os avancos em conhecimento de diferentes areas das Ciéncias
Bioldgicas como a Biologia Molecular e a Engenharia Genética permitiram o desenvolvimento
de Organismos Geneticamente Modificados (OGMSs). No caso de plantas de grande interesse
econémico, foi possivel desenvolver cultivares GM expressando caracteristicas especificas que
concedem vantagens no fitness reprodutivo, em relacdo a cultivares ndo modificadas

geneticamente (Nébrega e Dornelas, 2006).

Nesse contexto, o Brasil, como um dos lideres mundiais na producdo de plantas
modificadas geneticamente, investe fortemente no melhoramento genético da cana-de-agUcar
por meio de o0 uso da biotecnologia. Esta ferramenta se tornou uma das principais abordagens
para manter o Brasil em sua atual posi¢do privilegiada na indUstria canavieira no contexto

internacional (Catalan, 2015). Com isso, atualmente estdo sendo produzidas variedades de cana-
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de-acucar no Brasil com resisténcia a duas pragas: broca da cana (D. sacharalis) e broca-gigante
da cana (T. I. licus), as quais possuem habito endofitico e geram efeitos devastadores nos
plantios de cana nas principais regides produtoras do pais (Carvalho et al., 2013; Dinardo-
Miranda et al., 2013).

1.4 Broca da cana-de-agucar

Diatraea saccharalis (Frabicius) é uma das 21 espécies do género Diatraea, familia
Crambidae pertencente ao grupo de mais de 50 espécies da ordem Lepidoptera que ocorrem
naturalmente na cana-de-agucar, muitas delas tornado-se pragas importantes da cultura. A broca
da cana é considerada a praga de maior importancia para a cultura de cana no continente
americano e encontra-se distribuida desde os Estados Unidos até a América do Sul (Long e
Hensley, 1972). No Brasil, a presenga da broca da cana foi identificada em todos os estados
onde é cultivada a cana-de-agUcar, representando o principal inseto praga dos canaviais
brasileiros e causando perdas de até 1 bilhdo de ddlares por ano (Mendongca et al., 1996; De
Almeida, 2016). Além da cana-de-acUcar, a D. saccharalis ataca outras gramineas como: sorgo,

milho, arroz, aveia, cevada, trigo e algumas ciperaceas (Long e Hensley, 1972).

Como todo inseto holometabolo, isto é, que tem metamorfose completa, o ciclo de vida
da broca da cana ocorre em quatro fases principais: ovo, larva, pupa e adulto (Figura 1). O ciclo
completo dura de 50 a 60 dias, dividido em: 4-9 dias na fase de incubacédo do ovo, 30-40 dias
na fase larval, 9-14 dias na fase de pupa e finalmente o adulto que pode sobreviver até 10 dias
(Botelho, 1985). Os ovos apresentam formato oval e achatado com coloragéo amarelo-claro nos
primeiros dias, entretanto, no fim do periodo de incubacdo os ovos adquirem tonalidade

marrom-escuro (Lima Filho e Lima, 2001).

Apos a eclosao, a lagarta alimenta-se por meio da raspagem das folhas ou da casca do
entrend em formacdo. Geralmente sé depois da segunda ecdise, a larva inicia a perfuracéo do
colmo proximo a base do entrend, formando tdneis e galerias de formato circular que
atravessam o colmo da cana em sentido transversal (Botelho e Macedo, 2002). O numero de
fases larvais varia entre 5 e 6, € no seu ultimo instar, as lagartas podem chegar a medir entre 22
e 25 mm de comprimento. Apresentam coloragdo amarelo-claro com manchas marrons e pretas
em formato circular e cabega marrom. As larvas possuem trés pares de pernas toracicas, quatro

pares de pseuddpodes abdominais e um par de pseuddpodes anais (Gallo et al., 2002).
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Foto: Heraldo N. de Ofiveirs

Figura 1. Principais fases de desenvolvimento da broca da cana-de-aglcar (D. saccharalis). A) Ovos (Postura).
B) Larva de quinto instar. C) Pupa em fase avancada. D) Adulto. Adaptado de Cruz (2007).

As pupas medem aproximadamente 17 mm de comprimento e 4 mm de largura.
Inicialmente, possuem colora¢do marrom clara e escurecem conforme o periodo de pupa chega
ao fim. Geralmente, as pupas se localizam nas aberturas dos tuneis envolvidas por um casulo
de seda. O adulto emerge pelo orificio do tdnel, medindo aproximadamente 25 mm de
envergadura, com as asas anteriores apresentando coloracdo amarelo-palha e as asas posteriores
esbranquicadas (Gallo et al., 2002). Os adultos apresentam uma maior atividade durante a noite,
momento no qual acontece a copula. Antes do amanhecer, as fémeas ovipositam as massas de

0vos, tanto na face inferior quanto na superior do limbo foliar (Lima Filho e Lima, 2001).

O dano causado pela broca da cana ocorre durante a fase larval, fase de maior periodo
do desenvolvimento do inseto. Logo no primeiro estagio larval, as lagartas comecam a se
alimentar das folhas mais jovens que ainda ndo se expandiram, destruindo o meristema apical
da planta e causando uma condicdo conhecida como “cora¢do morto” (Gallo et al., 2002). As
galerias abertas pelo inseto podem causar a perda de tecidos, o tombamento da planta,
enraizamento aéreo e germinacdo das gemas laterais. Além da acdo direta das larvas enfraquecer
a planta, as galerias também causam efeitos indiretos altamente prejudiciais para a cultura como
a invasdo de organismos oportunistas, fungos e bactérias, responsaveis pela podriddo vermelha

que causa a hidrolise da sacarose nos acucares frutose e glicose (inversdo de sacarose), agucares
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com menor valor energético e leva a uma reducao no rendimento da producéo de etanol (Long
e Hensley, 1972).

Como mencionado anteriormente, o habito endofitico do inseto dificulta seu controle
por meio de o uso tradicional de pesticidas. Isso faz com que os produtores aumentem a
quantidade e o numero de aplicacdes do agente quimico de forma que a rentabilidade diminua
consideravelmente, além de ser prejudicial para 0 meio ambiente e para a saide humana (Reay-
Jones et al., 2005). Embora o controle quimico seja utilizado em certas regifes, sua
implementacdo é bastante polémica e esté restrita a &reas que apresentam niveis de infestacdo
muito altos (Dinardo-Miranda et al., 2013). Abordagens de controle cultural, como adocéo de
variedades tolerantes ao ataque da praga, ou isolamento dos plantios, também sdo usadas no
Brasil. Porém, essa estratégia ndo é viavel para producgdo de grandes hectares da cultura (Gallo
etal., 2002).

Uma das ferramentas melhor explorada no Brasil para o controle da broca da cana é por
meio de controle biologico. Existem diferentes organismos que sao utilizados como
controladores da broca da cana. Dentre eles os parasitdides tém apresentado maior sucesso nos
altimos anos. Os parasitoides mais estudados séo as vespas Trichogramma galloi e Cotesia
flavipes (Figura 2) (Pinto, 1999; Nava et al., 2009). A liberacdo de parasitoides no Brasil ocorre
desde a década de 1970 e durante varias décadas se mostrou como a principal ferramenta no
controle eficiente das larvas de D. saccharalis (Botelho e Macedo, 2002). Porém, o uso desses
predadores naturais esta limitado em algumas regides do Brasil (principalmente areas de baixa
umidade na regiao do Nordeste) onde as condi¢Bes ndo favorecem o desenvolvimento do

parasitoide, causando baixa taxa de predacdo (Parra e Zucchi, 2004).

o

Figura 2. Parasitoides da broca da cana (D. saccharalis). A) Cotesia flavipes parasitando lagarte de quinto instar.
B) Trichogramma galloi parasitando massa de ovos. Adaptado de Nava et al. (2009).
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Como alternativa ao controle bioldgico, surgiu o uso de ferramentas biotecnoldgicas
para a producdo de plantas de cana-de-acucar transgénicas resistentes a broca da cana. No
Brasil, o Centro de Tecnologia Canavieira (CTC) vem trabalhando desde 2015 na produgéo de
eventos de cana-de-agUcar modificada geneticamente para produzir uma potente toxina Cry
(Cry 1AB) especifica para broca da cana que seja eficiente no controle da praga e in6cua para
seres humanos e outros mamiferos. Este cultivar foi recentemente aprovado para
comercializacdo pela Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranca (CTNBIo), tornando o
Brasil o primeiro pais a produzir uma variedade transgénica de cana-de-agUcar resistente a

insetos-praga (Ebc, 2017).

As toxinas Cry de Bacillus thuringiensis (Bt) se apresentam como uma tecnologia
eficiente e altamente especifica, principalmente para controlar insetos-praga da ordem
Lepidoptera (Davolos et al., 2015). Outros trabalhos relatando o desenvolvimento de variantes
de cana-de-acUcar transgénica resistentes a D. saccharalis ja foram realizados usando a
tecnologia de toxinas Bt (Lopes et al., 2014; Zhang et al., 2014). Apesar de ser uma tecnologia
eficiente, ja existem casos de insetos resistentes em outras culturas transgénicas de varios paises
que utilizam culturas Bt. Dessa maneira, o desenvolvimento e aplicagdo de uso de novas
estratégicas moleculares alternativas € essencial para evitar ou retardar a aparicdo de resisténcia
por parte do inseto e também, permitir o controle populacional de insetos de uma maneira segura

tanto para a saude humana, quanto para 0 meio ambiente (Davolos et al., 2015).
1.5 Broca-gigante da cana-de-agucar

Entre os insetos-praga que atacam a cana-de-agucar, a broca-gigante (T. I. licus) é um
dos que maior prejuizo gera na produtividade da cultura, causando efeitos que chegam a
comprometer a sobrevivéncia da planta. Além do Brasil, esta espécie esta distribuida em varios
paises da América Latina, como Colémbia, Equador, Peru, Venezuela, Trinidade, Costa Rica,
Panama, Guiana e Suriname. A introducdo desta praga no Brasil ocorreu provavelmente por
meio de mudas de plantas ornamentais (gramineas silvestres e orquideas), hospedeiras naturais
das quais € originaria a praga. Posteriormente, com a introducdo de espécies exoticas como as
bananeiras e a propria cana-de-acucar, o inseto adaptou-se a essas novas culturas (De Almeida
e Arrigoni, 2009).

Atualmente no Brasil, a broca-gigante representa um dos principais problemas que a

industria canavieira enfrenta nas regides Norte e Nordeste, especialmente nos estados de
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Alagoas, Pernambuco, Paraiba, Rio Grande do Norte, Para e Amapa. Nestas areas, 0 inseto
causa perdas de até 60% na producdo total de cana-de-acucar (Negrisoli et al., 2015). A
existéncia de relatos da presenca da broca-gigante no estado de Sdo Paulo, principal regido
produtora do pais, tem gerado um alerta ainda maior, sobre a ameaca que esta espécie representa
para a industria canavieira. Tém sido estimadas perdas de até 130 milhdes de reais por safra no
estado de Sao Paulo, caso ndo sejam desenvolvidas estratégias eficientes para o controle da

broca-gigante (Nicola et al., 2008).

A broca-gigante da cana-de-agucar pertence a ordem Lepidoptera, subordem Glossata,
série Ditrysia, superfamilia Castnioidea, familia Castinidae e subfamilia Castniinae fazendo
parte de um complexo de trés subespécies das quais unicamente T. |. licus é praga da cana-de-
acucar (Moraes e Duarte, 2009). O ciclo de vida apresenta quatro estagios principais de
desenvolvimento: ovo, larva, pupa e adulto (Figura 3). Geralmente, o inseto completa seu ciclo
em 180 dias, embora esse periodo pode aumentar para o dobro dependendo de condi¢Ges
externas como temperatura e umidade. Depois de 15 dias iniciais de incubacdo na fase de ovo,
a maior parte do ciclo deste inseto acontece na fase larval, passando por cinco instares larvais
que podem durar entre dois e dez meses. Finalmente, a fase de pupa pode durar até 45 dias e,
uma vez completada a metamorfose, os adultos chegam a viver aproximadamente 15 dias
(Botelho, 2006).

Figura 3. Principais fases de desenvolvimento da broca-gigante da cana-de-acucar (T. I. licus). A) Ovos. B) Larva
de quinto instar. C) Pupa em fase avancada. D) Adulto. Adaptada de Negrisoli et al. (2015).
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Os ovos da broca-gigante tém forma poliédrica com arestas longitudinais, atingem até 4
mm de comprimento e apresentam coloracdo verde ou marrom. Os adultos depositam 0s ovos
em touceiras de plantas maduras, no meio de detritos proximos a base do colmo (De Almeida e
Arrigoni, 2009). As larvas recém eclodidas apresentam a mesma coloragdo do ovo e podem
medir entre 5 e 6 mm de cumprimento. Na primeira fase larval, o inseto ataca a planta
perfurando as regides macias posicionadas na base da planta. Apds entrar, as lavas penetram
até o interior do rizoma e completam suas fases larvais alimentando-se do colmo da cana.
Conforme crescem, as larvas adotam uma coloracéo branca marfim e podem chagar a medir até

80 mm de comprimento e 12 mm de largura (Pinto et al., 2006).

Na fase de pupa, os individuos apresentam coloracdo castanho escura e medem
aproximadamente 40 mm de comprimento. As pupas ficam escondidas no interior de um casulo
feito de fibras de cana até 0 momento do surgimento dos adultos (Pinto et al., 2006). Os adultos
tém, aproximadamente, 35 mm de comprimento e 90 mm de envergadura. As mariposas sao de
coloracdo escura e, geralmente, apresentam manchas brancas na regido apical e uma faixa
transversal branca nas asas anteriores (Gallo et al., 2002). O hébito das mariposas é diurno com
altos indices de atividade nos periodos mais quentes do dia, diferentemente da maioria de
mariposas que apresentam habitos crepusculares (Moraes e Duarte, 2009). As fémeas podem
depositar entre 50 e 100 ovos (Gallo et al., 2002).

Os danos causados pela broca-gigante séo similares aos provocados pela broca da cana.
Entretanto, a magnitude dos danos causados pela broca-gigante € significativamente maior, uma
vez que as lagartas podem chegar a ser até 8 vezes maiores que as lagartas da broca da cana
(Negrisoli et al., 2015). Apos a perfuracdo da cana-de-agUcar, as lagartas alimentam-se dos
rizomas, dos restolhos e das raizes, reduzindo seu poder germinativo. Isto enfraquece
consideravelmente a planta por meio do secamento do colmo produzindo, muitas vezes, o
sintoma de “coragdo morto”. Assim como a broca da cana, as lagartas da broca-gigante criam
tineis e galerias nos rizomas e no colmo facilitando a penetracdo dos fungos da podridao
vermelha causando a inversdo da sacarose e diminuindo a producéo do agucar, resultando no

tombamento ou na morte das plantas na maior parte dos casos (Figura 4) (Villas Boas, 1986).

Similar a broca da cana, 0 uso de pesticidas mostra-se ineficaz devido ao habito
endofitico do inseto. Além disso, o ciclo longo da broca-gigante dificulta ainda mais seu
controle por pesticidas tradicionais, 0 que aumenta o numero de aplicagbes do produto,

reduzindo a rentabilidade da cultura (Brisceno, 2008). Atualmente, ndo existe produto quimico
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registrado no Brasil direcionado para o controle especifico da broca-gigante. O controle por
catacdo manual continua sendo a metodologia de controle mais utilizada, embora a baixa
eficiéncia, e a disponibilidade de pessoal técnico para realizar as tarefas de coleta manual, sejam
dois problemas nesse tipo de controle que oneram o custo operacional (Pinto et al., 2006).

Figura 4. Colmo da cana-de-agUcar brocado por lagartas de quinto instar de broca-gigante. A coloracédo rosa é
indivativo para o sintoma da podriddo vermelha.

Como alternativa, o controle bioldgico do inseto ndo tem sido abordado com muita
frequéncia, embora existam relatos mostrando que a utilizacdo de B. bassiana sobre as touceiras
recém cortadas diminui as populagdes de T. I. licus em canaviais moderadamente infestados
(Negrisoli et al., 2015). Outros possiveis controladores naturais da broca-gigante foram
propostos, dentre eles se destacam: o fungo entomopatogénico Cordyceps exasperata,
nematoides entomopatogénicos do género Heterorhabditis e as moscas parasitdides
Palpozenilla palpalis e Emdenimya myersi (Guagliumi, 1972). Porém, pouco € conhecido sobre
a biologia desses insetos e seu potencial no controle da broca-gigante ainda néo foi avaliado em
campo (Negrisoli et al., 2015).

Da mesma forma que para a broca da cana, a falta de métodos de controle eficientes
incentivou aos produtores de cana para investir na geracdo de plantas de cana modificadas
geneticamente. Algumas dessas plantas produzem toxinas Cry relatando atividade inseticida
sobre a broca gigante da cana (Craveiro et al., 2010). Além das toxinas Cry, existem diversas
ferramentas biotecnoldgicas que podem ser usadas no controle da broca gigante da cana, dentre
as quais destaca-se o silenciamento génico por RNA interferente (RNAI). Esta tecnologia,
diferente das culturas Bt, foi caracterizada apenas ha duas décadas e seu potencial no controle
de insetos-praga vem sendo descrita ha menos de dez anos, porém tem despertado grande

interesse do setor privado para ser usada no controle de pragas (Zhang, J. et al., 2017).
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1.6 RNA de interferéncia como alternativa de controle

A técnica de RNAI consiste na administracdo de RNA dupla fita (dsSRNA) ao inseto
(geralmente por microinjecéo ou via oral) para silenciar um gene alvo por ativagéo da rota de
small-interfering RNA (siRNA). Apds a entrada e processamento do dsRNA na célula do inseto
ocorre o silenciamento pés-transcricional do gene de interesse, principalmente, por clivagem
do RNA mensageiro (MRNA) alvo e posterior degradacdo deste por nucelasses do citoplasma
(Rodrigues e Figueira, 2016). Devido a sua alta especificidade e seu baixo efeito em genes néo
alvo, a tecnologia de RNAI é fortemente promissora no controle de insetos-praga. Nos trabalhos
de Baum et al. (2007) e Mao et al. (2007) confirmaram-se estas afirmacdes ao gerar plantas
transgénicas que utilizam a tecnologia de RNAI no combate a insetos-praga pertencentes as
principais ordens de insetos de interesse agricola, Coleoptera e Lepidoptera. O sucesso da
técnica foi validado também em outras ordens de insetos como Hemiptera, Diptera e Orthoptera
(Zhu et al., 2011; Wang et al., 2013; Xiong et al., 2013; Thakur et al., 2014).

Uma das abordagens para identificar genes alvo com potencial para ser validados por
RNA.I, é 0 sequenciamento do genoma e/ou do transcritoma (conjunto de genes e/ou transcritos)
dos organismos alvo, com a finalidade de gerar bancos de dados contendo genes relacionados
com diferentes tipos de processos para a selecdo de genes essenciais para a sobrevivéncia do
inseto. Para esse processo, é geralmente necessario o uso das tecnologias de sequenciamento de
nova geracdo (NGS: Next generation sequencing), como a técnica de RNA-seq. O uso dessas
tecnologias em conjunto com multiplas ferramentas bioinformaticas de analises de expressao
sdo fundamentais para selecionar corretamente genes alvo (Koch e Kogel, 2014). A analise de
transcritomas por meio de RNA-seq permite comparar em nivel de expressdo a resposta dos
insetos estudados frente a condicBes especificas, ajudando a compreender os diferentes

mecanismos moleculares relacionados com a sobrevivéncia do inseto (Zhang e Yuan, 2013).

Este trabalho apresenta a validacdo da entrega oral de moléculas de dsSRNA, visando o
controle da broca da cana e da broca-gigante. Para a sele¢éo de genes alvo foram gerados bancos
de dados de sequéncias de DNA. O trabalho esta divivido em dois capitulos. No primeiro
capitulo serdo apresentados os resultados do sequenciamento dos transcritomas de intestino
médio de D. saccharalis e T. I. licus, mostrando a expressdo de genes em resposta a diferentes
tipos de dieta oferecidas aos insetos. No segundo capitulo serd abordada a validagdo de
moléculas de dsSRNA especificas contra D. saccharalis e T. I. licus, discutindo a eficiéncia da

técnica de RNAI nas duas espécies pela entrega oral do dsRNA.
26



2. Justificativa

Os insetos-praga Diatraea saccharalis e Telchin licus licus sdo responsaveis por
reduzirem significativamente o lucro da industria canavieira no Brasil. As metodologias de
controle atualmente aplicadas, por meio de agentes quimico, trato manual e controle biolégico
tém se mostrado extremamente onerosas e insuficientes para se evitar 0s prejuizos causados na
lavoura. O manejo dessas duas espécies requer o desenvolvimento de estratégias inovadoras. A
producdo de plantas transgénicas resistentes a insetos representa uma alternativa muito
promissora. Neste contexto, a prospeccdo e producdo de moléculas entomotdxicas para
superexpressdo em plantas, assim como outras abordagens biotecnoldgicas, como a supressao
funcional de genes por inativacdo, representam tecnologias com grande potencial para

desenvolver culturas resistentes a insetos-praga.

Ativando a via de RNAI € possivel reduzir a expressdo de genes de forma especifica,
diminuindo a capacidade reprodutiva de um organismo significativamente. Esta estratégia
apresenta grandes vantagens em comparacdo com 0s metodos de controle tradicionais.
Pirncipalmente, por ser altamente especifica, uma vantagem em termos de biosseguranca. Além
disso, pode diminuir em grande medida o uso de pesticidas sintéticos, contribuindo desta forma
com o desenvolvimento de uma econdmica sustentavel. Para desenvolver plantas transgénicas
que usem esta tecnologia, é fundamental validar previamente a eficiéncia das moléculas de
dsRNA no organismo alvo. Tal validacdo exige, entretanto, a escolha de genes alvos que sejam
eficazes, mas nédo apresentem toxicidade contra organismos ndo alvo. Dessa forma, acrescenta-
se que a criacdo e andlise de bancos de dados de sequéncias de DNA que permitam conhecer a
composicao génica dos insetos € uma estratégia atual e reconhecidamente bem-sucedida para
auxiliar na identificacdo dos genes interessantes como alvo para serem silenciadas,
interrompendo, dessa forma, vias essenciais para o desenvolvimento normal das populacdes de

insetos-praga.

Este trabalho € de grande importancia tanto para a ciéncia basica, contribuindo com o
aumento de conhecimento sobre a biologia molecular da broca da cana e da broca-gigante,
quanto para a ciéncia aplicada, ja que permitiu identificar genes que possam ser prospectados

como moléculas com potencial efeito entomotdxico nas duas espécies.
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3. Objetivo Geral

- Analisar os transcritomas de duas pragas da cana-de-acUcar, broca da cana (Diatraea
saccharalis) e broca-gigante da cana (Telchin licus licus), e validar moléculas de dSRNA com
potencial para o uso no controle desses insetos.

3.1 Objetivo capitulo |

- Analisar os transcritomas de intestino médio de D. saccharalis e T. I. licus, obtidos de larvas

alimentadas com diferentes dietas.
3.2 Objetivo capitulo 11

- Validar a funcéo do gene que codifica a esterase do horménio juvenil em D. saccharalis e T.

. licus, e avaliar seu potencial para controle destes insetos por RNAI.
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Capitulo I - Sequenciamento dos transcritomas de D. saccharalis e

T. I. licus, e analise da expressao génica em diferentes dietas.

29



1. Introducéo
1.1 Sequenciamento de acidos nucleicos

No inicio da década de 1970, foi descrita a primeira metodologia para o sequenciamento
de &cidos nucleicos, que permitiu obter o genoma completo do virus bacteriofago MS2 (Fiers
et al., 1976). Mesmo apresentando altos custos operacionais, a nova tecnologia abriu as portas
a uma nova era das ciéncias bioldgicas, por meio de o desenvolvimento de uma técnica de
sequenciamento rapida e eficiente na qual eram adicionados o molde de DNA,
oligonucleotideos iniciadores (primers), DNA polimerase, deoxinucleotideos (dNTPs) e
dideoxinucleotideos (ddNTPs). Em uma reacdo de sequenciamento comum, a amostra de DNA
era dividida em 4 reacdes separadas, cada uma contendo um dos ddNTPs e o restante dos
componentes mencionados. Apos Varios rounds de extensdo, os fragmentos de DNA resultantes
eram separados por eletroforese em gel desnaturante de poli-acrilamida, resultando em
fragmentos de DNA de diversos tamanhos. Os fragmentos de DNA podiam ser visualizados por
autorradiografia ou sob luz UV e entdo a sequéncia de DNA podia ser determinada diretamente

do filme radiogréfico ou da imagem do gel (Saiki et al., 1985).

No decorrer dos anos seguintes, varias inovacOes tecnoldgicas permitiram a
automatizacdo do sequenciamento. O uso de fluoréforos ligados as moléculas de ddNTPs, cada
um emitindo um comprimento de onda especifico, possibilitou a utilizacdo dos quatro
nucleotideos em uma mesma reacdo. O processo de leitura da sequéncia nucleotidica foi
automatizado a partir do desenvolvimento de equipamentos de analise que emitem um feixe de
laser sobre o gel, causando a excita¢do dos nucleotideos marcados. A fluorescéncia emitida por
cada nucleotideo passou a ser detectada eletronicamente e convertida digitalmente para um
arquivo de sequéncias. Este método, baseiado na técnica de sanger, foi conhecido como
sequenciamento de primeira geragdo (Zhang et al., 2011).

A utilizacdo das tecnologias de sequenciamento nos anos posteriores teve um grande
impacto em diversos ramos da ciéncia, incluindo genémica comparativa, evolucdo, genética
forense, epidemiologia e medicina aplicada. Provavelmente o exemplo mais claro desse
impacto foi o sequenciamento do genoma humano (Collins et al., 2003), que surgiu como um
dos grandes avancos de século XXI. Além disso, muitos grupos de pesquisa comegaram a
sequenciar o genoma de diferentes organismos, desde virus e bactérias até plantas e animais

superiores, para responder perguntas bioldgicas associadas a diversas problematicas para o ser
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humano (Consortium, 2000; Consortium, 2002; Holt et al., 2002; Read et al., 2003). Estes
estudos propiciaram o desenvolvimento de técnicas de sequenciamento com menor demanda
de tempo e custo, como 0 sequenciamento de segunda geracdo (NGS: Next generation

sequencing).
1.2 Sequenciamento de segunda geracao

O sequenciamento tipo NGS permite obter a sequéncia de uma populacdo de DNA com
alta acurécia, isto, por meio da fragmentacdo do DNA, seguida da ligacdo dos fragmentos
gerados a adaptadores para a leitura durante a sintese. As leituras do NGS fornecem sequéncias
de nucleotideos curtas (reads), com tamanhos variando entre 50-500 pares de bases. Esses reads
séo sobrepostos por ferramentas bioinformaticas, seguindo um raciocinio Idgico de cobertura
onde reads com determinado grau de similaridade s&o agrupados gerando sequéncias maiores
denominadas sequéncias consenso (contigs) (Zhang et al., 2011).

Nos ultimos anos, 0 NGS se tornou uma ferramenta revolucionaria, com uma crescente
demanda. Assim, varias tecnologias de NGS tém sido desenvolvidas, permitido o
sequenciamento de DNA em larga escala, destacando-se as plataformas GS-FLX 454 Genome
Sequencer (Roche), o0 Genome Analyser (Illumina), e o ABI SOLID analyser. Cada uma dessas
plataformas tem aplicac@es diferentes e, portanto, algumas variacGes relacionadas com tamanho
e cobertura dos reads obtidos (Fu et al., 2017). A plataforma Illumina possui diferentes
variantes com finalidades especificas, dentre elas, o sequenciamento de cDNA, tecnologia
conhecida como RNA-seq.

1.3 Sequenciamento de RNA

A técnica de RNA-seq permite sequenciar com grande acuracia o cDNA, obtido a partir
do mRNA ou RNA total, de praticamente qualquer organismo, sempre que a obtencdo de RNA
total de alta qualidade seja viavel. O transcritoma é o conjunto de transcritos (MRNA) presentes
em uma célula sob uma determinada situacdo. A compreensao do transcritoma é essencial para
interpretar 0 genoma a partir de uma abordagem funcional, e para comparar diferentes
condicdes, tecidos ou etapas de desenvolvimento. Uma das aplicacfes da transcritbmica é a
quantificacdo das mudancgas de expressdo, quando comparando amostras diferentes, em

qualquer tipo de situacdo experimental (Wang, Z. et al., 2009).
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Em relacdo a outras técnicas para quantificar transcritos, como hibridacdo do RNA,
micro-arranjos e sequenciamento tradicional de Sanger, a técnica de RNA-seq possui claras
vantagens tanto para mapear quanto para quantificar transcritos (Mortazavi et al., 2008). Os
reads obtidos no sequenciamento, podem ser posteriormente alinhados com um genoma ou
transcritoma de referéncia, ou montados usando a metodologia de novo, para gerar um mapa de
transcricdo formado pela estrutura transcricional dos genes e o0 nivel de expressdo de cada um
deles (Figura 5) (Robertson et al., 2010).

mRNA

|
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Fragmentos de RNA ‘ CDNA
| s cmm I cmm———————— cmm— R em—— e ] e—— e |

com adaptadores

!

ATCACAGTGGGACTCCATAAATTTTTCT
CGAAGGACCAGCAGAAACGAGAGEEEERY Reads de sequencia
GGACAGAGTCCCCAGCGGGCTGAAGGGE curta
ATGAAACATTAAAGTCAAACAATATGAA

...... |

ORF: Sequencia

codificante o

&--2:28 Reads exénicos

- —

S---ee 1
Reads de —_— e — e e :
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ligacdo —> > — =
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Perfil de expressdo

Nivel de expressédo do
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Figura 5. Esquema de um tipico experimento de RNA-seq. Longas moléculas de RNAs sdo fragmentadas primeiro
a uma biblioteca de sequencias curtas de cDNA, por meio de fragmentacdo do RNA ou do cDNA. Adaptadores de
sequenciamento (Azul), sdo subsequentemente adicionados a cada fragmento de cDNA, obtendo sequéncias curtas
para cada cDNA. Os reads resultantes sdo alinhados com um genoma ou transcritoma de referéncia, e classificados
em trés tipos: reads exdnicos, reads de ligagdo e reads com cauda poli-A. Esses trés tipos de reads sdo usados para
gerar um perfil de expressao para cada gene, como representado na parte inferior; uma fase de leitura aberta (ORF:
Open Reading frame), de uma levedura é mostrado na ilustracdo. Adaptado de Wang et al. (2009).
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Existem diferentes programas de bioinformatica, desenvolvidos para o processo de
montagem de um transcritoma, que usam algoritmos otimizados para finalidades especificas
(Martin e Wang, 2011). Um dos mais utilizados por sua versatilidade e aplicabilidade,
especialmente para montagens de novo, é o pacote Trinity (Grabherr et al., 2011). O Trinity
esta dividido em trés componentes: 1) Inchworm, que monta os reads sequenciados para gerar
uma colecéo de contigs, assignando um k-mer (variantes associadas a um determinado padrao)
a cada contig. 2) Chrysalis, que junta os contigs que compartilhem pelo menos um k-mer, e gera
grafos de De Bruijn para cada conjunto. 3) Butterfly, que compacta os grafos gerados
anteriormente com os read originais, para produzir uma sequéncia linear final para cada

paralogo ou isoforma.

A técnica de RNA-seq tem um custo menor em relacdo ao microarranjos, e permite
estudar transcritomas sem precisar do uso de genomas de referéncia. Além disso, possibilita
identificar isoformas e entrega informacdo sobre a conexao entre exdes. Esta, dentre outras
razdes, como 0 menor custo em relacdo ao sequenciamento de genomas, possibilitou que 0s
estudos de transcritbmica em um grande nimero de organismos tenha se tornado uma

ferramenta de grande importancia nos ultimos anos (Wang, Z. et al., 2009).
1.4 Transcritdmica em insetos

Os insetos possuem uma alta capacidade de adaptacéo a diversos ambientes e constituem
um dos grupos mais diversos de organismos vivos existentes. Além de serem ecologicamente
importantes em todos os niveis da cadeia tréfica, muitas espécies de insetos geram um impacto
direto na vida dos seres humanos, podendo ser prejudiciais ou benéficos (Gullan e Cranston,
2014). No setor agricola especificamente, insetos prejudiciais sdo aqueles que atuam como
pragas da agricultura, gerando perdas econdmicas significativas em diferentes culturas ao redor

do mundo.

Os organismos benéficos, por outro lado, sdo aqueles que ajudam na polinizacao e
protecdo das lavouras como, por exemplo, insetos predadores de ovos e larvas, assim como
aqueles que proveem materiais de consumo como a seda e o mel (Scudder, 2009). Por causa
dessa relacdo entre insetos e seres humano, a obtencdo do genoma de varias espécies de insetos
tem se tornado de grande valor para a comunidade cientifica, permitindo estudos de gendmica

funcional, analise comparativa, e também analise de parametros como, capacidade de transmitir
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doencas, comportamento, estudos de evolucdo, desenvolvimento, dentre outros (Zdobnov e
Bork, 2007).

Desde o sequenciamento do genoma de Drosophila melanogaster, primeiro genoma de
insetos sequenciado (Adams et al., 2000), muitos outros grupos investiram esfor¢os na obtengéo
dos genomas de diferentes insetos modelo ou de importancia para o ser humano, destacando-se
dentre eles os genomas de Tribolium castaneum (Richards et al., 2008), Acyrthosiphon pisum
(Richards et al., 2010), Apis mellifera (Weinstock et al., 2006), Bombyx mori (Consortium,
2008), Anopheles gambiae (Holt et al., 2002) e Aedes aegypti (Nene et al., 2007). Os avangos
produzidos nas tecnologias de sequenciamento, principalmente com a reducdo de custos,
permitiram que muitos outros genomas fossem sequenciados até hoje. A maioria desses
genomas pode ser observada em diversas bases de dados publicas como a InsectBase, que
contém o genoma de 138 espécies de insetos, assim como transcritomas de 116 espécies (Yin
et al., 2016).

Além da gendmica, os estudos de transcritdmica em insetos tém revelado importantes
aspectos sobre a fisiologia, evolucdo e desenvolvimento de um grande ndmero de insetos.
Fazendo uso desta abordagem, foi possivel descrever as interagGes praga-hospedeiro de varios
insetos-praga. Desta forma, foi possivel entender diversos mecanismos de acdo molecular, 0s
quais fornecem informacdo fundamental para guiar pesquisas visando o controle dessas pragas
(Zhang e Yuan, 2013). Muitos desses mecanismos estdo relacionados com alimentacéo e
desenvolvimento do inseto na planta hospedeira, defesa do inseto contra mecanismos de
protecdo da planta hospedeira, reconhecimento de substancia moduladoras do comportamento,
vias de digestdo e detoxificacdo, dentre outros (Firmino et al., 2013; Li et al., 2013; Yin et al.,
2014; De Assis Fonseca et al., 2015; Perera et al., 2015; Crava et al., 2016; Wang, Y. et al.,
2016). A maioria desses trabalhos utilizaram uma metodologia comparativa, denominada
analise de expressdo diferencial de genes, para obter informag6es sobre os mecanismos de acao

mencionados.
1.5 Analise de expressao diferencial de genes

O método mais usado para estudar transcritomas é a analise de genes diferencialmente
expressos (DEGs: Differentially expressed genes), que mostra diferencas de expressao dos
transcritos sequenciados entre diferentes condi¢Oes experimentais (Soneson e Delorenzi, 2013).

Uma das limitagdes mais comuns no momento de analisar dados de transcritbmica é a falta de

34



uniformidade entre as amostras. Essa distribuicdo ndo uniforme dos dados deve-se
principalmente a duas razdes: diferentes coberturas dos reads em relacdo a referéncia e o
tamanho das bibliotecas. A segunda questdo, que tem maior impacto em transcritomas
montados de novo, esta no fato de que a contagem de reads observada pode nédo ser diretamente
comparavel entre amostras. Desta forma, a presenca de poucos genes com contagens muito altas
(alta expressao), impede uma resolucdo clara de genes com baixa contagem, causando uma
interpretacéo errada de genes com aparente baixa expressdo, depois identificados falsamente
como DEGs (Bullard et al., 2010).

Visando desenvolver um método de contagem comparavel entre diferentes amostras,
tém sido desenvolvidos nos ultimos dez anos, esquemas de normalizacdo mais complexos, 0s
quais incluem a estimativa de fatores amostra-especificos para recalcular a representabilidade
da amostragem. As metodologias mais robustas desenvolvidas até o momento séo a TMM
(trimmed mean of M-values) e os métodos baseados nas distribuicGes Binomial Negativa e de
Poisson (Anders e Huber, 2010; Robinson e Oshlack, 2010). A segunda metodologia, ao invés
de usar a contagem dos reads diretamente, gera quantificagdes transformadas dos dados de
RNA-seq como o RPKM (Reads Per Kilobase per Million mapped reads) ou o FPKM
(Fragments Per Kilobase per Million mapped reads), com o objetivo de corrigir as contagens
em relacdo aos diferentes tamanhos das bibliotecas e dos transcritos. Os valores de expressao
obtidos a partir de experimentos de RNA-seq podem ser geralmente representados por unidades
de RPKM ou FPKM, convertidas em valores de Fold change (Fc). O Fc é definido como a

relacdo que quantifica a variacdo dos valores de expressao (Garber et al., 2011).

Apesar de ser um campo recente, a analise de expressao diferencial de genes avanca
rapidamente e novos métodos de otimizacdo sdo desenvolvidos continuamente. Embora ndo
exista um consenso sobre qual método representa o melhor desempenho para uma situacdo
determinada, existem alguns pacotes de programas informaticos que sdo frequentemente
recomendados para estudos de transcritdmica (Soneson e Delorenzi, 2013). Um deles é o pacote
edgeR, desenvolvido pelo grupo Bioconductor (Robinson et al., 2010). Na anélise de
transcritomas de insetos, este tem sido um dos pacotes mais utilizados para analisar
estatisticamente expressdo diferencial de genes em um determinado experimento, gerando
resultados robustos para diferentes tipos de formulagOes experimentais (Connahs et al., 2016;
Ma, J. etal., 2016; Qi et al., 2016; Wang, X. et al., 2016; Gazara et al., 2017; Tang et al., 2017).
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1.6 Estudo da expressao génica em insetos

A identificacdo de DEGs para o estudo de transcritomas em insetos tem sido realizada
em diferentes situacdes e condigOes experimentais. As mais estudadas pelos entomologistas séo
aquelas relacionadas com diferentes fases de desenvolvimento (Ma, L. et al., 2016; Qi et al.,
2016; Sparks et al., 2017), resposta imune (Vogel et al., 2011; Wei et al., 2016), comportamento
sexual (Yang et al., 2015; Wu et al., 2016), adaptacdo a estresse abidtico (Liu et al., 2017; Tang
etal., 2017), e resposta a diferentes dietas ou fontes de alimentacdo (Li et al., 2016; Roy, A. W.
et al., 2016). Estudos relacionados com este Ultimo aspecto tém sido de grande interesse nos
ultimos anos para analises transcricionais de diversos insetos-praga, devido a possibilidade de
obter dados relacionados com a resposta do inseto a diferentes plantas hospedeiras ou dietas,
ajudando desta forma a compreender melhor os mecanismos usados pelo inseto para se
alimentar da planta. Isto permite identificar genes e rotas metabolicas que podem ser
posteriormente exploradas para o controle do inseto (Gog et al., 2014; Herde e Howe, 2014;
Spit et al., 2014; Roy, A. et al., 2016; Souza et al., 2016; Zhang et al., 2016).

A importancia de estudar o transcritoma dos insetos-praga em resposta a diferentes
hospedeiros ou tipos de dieta é fundamentada na estreita conexao que existe entre o sistema de
defesa da planta e o sucesso reprodutivo dos insetos que se alimentam delas (Vogel et al., 2014).
As plantas possuem barreiras quimicas e mecanicas contra os insetos herbivoros. Dentre as
moléculas de defesa das plantas descritas atualmente, se destacam as toxinas aleloquimicas
(glicosideos cianogénicos, acidos oxalicos, &cidos salicilicos e glucosinolatos), os metabdlitos
secundarios (terpendides, alcaldides, compostos fenolicos, dentre outros), e os inibidores de
proteases (Heckel, 2014). Além disso, 0s insetos podem desenvolver adaptacdes
comportamentais, moleculares e fisiolégicas para superar essas barreiras e garantir 0 seu
crescimento, desenvolvimento e reproducdo. Tais adaptacOes estdo fortemente ligadas a

mudancas de expressao em genes ou grupos de genes especificos (Hendry et al., 2013).

Os mecanismos moleculares por meio dos quais 0s insetos conseguem superar as
barreiras quimicas da planta sdo pouco conhecidos. Porém, o sequenciamento massivo de
transcritomas de insetos realizados nos ultimos anos tem permitido identificar um grande
namero de genes relacionados com detoxificacdo, reconhecimento sensorial de sequéncias
volateis, e resisténcia contra metabolitos secundarios (Vogel et al., 2014). Genes que codificam
proteinas de diferentes familias, envolvidas em processo de detoxifica¢do, foram caracterizados

em varias espécies de insetos. Algumas das familias proteicas melhor descritas séo: citocromo
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P450 (P450), glutationas S-transferases (GSTs), Glucuronosiltransferases (UGTS),
carboxilesterases (CESs) e os transportadores do tipo ABC (Heckel, 2014).

Um grande nimero de genes que codificam estas proteinas, apresenta uma expressdo
significativamente maior no intestino, em relagéo a outros tecidos do inseto. Isto deve-se ao
fato de que o sistema digestivo é a primeira linha de defesa do inseto, além de ser o principal
tecido onde ocorre o processo de absorcdo de moléculas vindas do meio externo (Tellam, 1996).
A obtencdo do perfil de expresséo de genes no intestino de diferentes insetos-praga, submetidos
a diferentes hospedeiros ou dietas, é de grande importancia para entender o papel das diferentes

proteinas envolvidas na defesa do inseto, frente as barreiras quimicas da planta.
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2. Objetivo geral

- Analisar os transcritomas de intestino médio de D. saccharalis e T. I. licus, obtidos de larvas

alimentadas com diferentes dietas.
2.1 Objetivos especificos

- Sequenciar RNA de D. saccharalis e T. I. licus e gerar um banco de dados para cada

espécie contendo sequéncias de transcritos.

- Estudar a expressao diferencial de genes observada em D. saccharalis e T. I. licus em
resposta a diferentes dietas.

- Identificar genes pertencentes a rotas metabdlicas essenciais para a sobrevivéncia de

D. saccharalis e T. I. licus, com potencial uso no controle por RNA..
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3. Material e métodos
3.1 Obtencao dos insetos e extracdo de RNA

Larvas de 4 e 5 instar de D. saccharalis e T. I. licus foram obtidas de colmos de cana-
de-acUcar infestados, de canaviais situados no estado de Alagoas. Com a finalidade de gerar um
banco de dados de sequéncias para 0s dois insetos e avaliar a expressao de genes do intestino,
em resposta ao tipo alimentacdo, foram realizados trés tratamentos: lagartas em jejum,
alimentadas com colmo de cana-de-aclcar, e alimentadas com dieta artificial (Anexo 1)
adaptada das dietas avaliadas por Wadt (2012) e Vacari et al. (2012). As lagartas foram
mantidas em placas TPP de fundo chato (Teratec) a 28 + 2 °C, 70 £ 10% de umidade relativa e
fotoperiodo de 12/12 h (C:E).

Para todos os tratamentos, as lagartas foram submetidas a condigéo de jejum durante 24
horas, com a finalidade de eliminar totalmente restos de alimento do intestino, presentes devido
a periodos de alimentacdo prévios com colmo de cana. Foram utilizadas para cada tratamento
tres larvas de quarto instar e tres larvas de quinto instar, e cada experimento foi conduzido em
duplicata. Apds 72 h de tratamento, as larvas foram coletadas e submetidas a dissecacdo do
intestino. Apds os intestinos serem congelados e macerados em nitrogénio liquido, o RNA total
foi extraido usando o reagente Trizol (Invitrogen, EUA), conforme instru¢des do fabricante. O
RNA total foi tratado com DNAase | (Invitrogen, EUA) na relacdo de 1U por cada 1 ug de
RNA. A qualidade e integridade dos RNAs foram avaliadas utilizando o equipamento 2100
Bioanalyzer (Agilent Technologies).

Apbs confirmar a qualidade das amostras, estas foram quantificadas utilizando o
fluorimetro Qubit 2.0 (Life Technologies). Pelo menos 10 pg de cada RNA foram preservados
em RNA Stable Kit (Sigma Aldrich) e enviados para sequenciamento pela plataforma Illumina
HiSeq2500, na empresa Roy J. Carver Biotechnology Center (University of Illinois). O RNA
foi sequenciado em ambos os sentidos (paired-end) gerando reads entre 100 e 150 nucleotideos.
Para facilitar a montagem das sequéncias, para cada inseto foi gerada também uma biblioteca
de cDNA referéncia, a partir de um pool contendo uma aliquota de cada amostra de RNA em
quantidades equimolares das diferentes condicdes fisioldgicas (tratamentos).
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3.2 Analise dos transcritomas
3.2.1 Pré-processamento das sequéncias

Apos receber os dados brutos do sequenciamento (reads totais) em formato fastq, a
qualidade das reads foi analisada usando a ferramenta FastQC versédo 0.11.5, que permite
diagnosticar qualquer problema relacionado com a construcdo das bibliotecas, ou mesmo na
etapa de sequenciamento (Andrews et al., 2016). Foi realizada a verificacdo da quantidade total
de sequéncias e feito o diagndstico sobre: qualidade das bases, porcentagem de GC,
comprimento das sequéncias, e sequéncias duplicadas ou super-expressas. ApoOs estas
verificagcdes, os reads foram trimados usando o programa Trimmomatic versdo 0.33, com 0
objetivo de eliminar sequéncias de baixa qualidade (Phred < 35) e adaptadores do sistema
[llumina (Bolger et al., 2014).

Como etapa final do pré-processamento, as bibliotecas foram normalizadas usando o
programa KHMER versdo 2.0, que permite reduzir os custos computacionais, aumentando a
cobertura dos reads e diminuido o tamanho do conjunto de dados (Crusoe et al., 2015). Desse
modo, 0s reads remanescentes desse processo de limpeza foram utilizados posteriormente para

0 processo de montagem.
3.2.2 Montagem e anotacao

Os reads foram montados de novo utilizando o programa Trinity, utilizando os
parametros padréo do programa (Haas et al., 2013). A montagem foi feita concatenando todas
as bibliotecas previamente processadas, gerando um Unico arquivo em formatacao fasta (.fa),
contendo todas as sequéncias consenso (contigs). Cada agrupamento desses contigs em funcao
da similaridade dos fragmentos de cDNA (EST: expressed sequence tag), foi designado como

unigenes (contigs Unicos).

Apo6s a montagem, foi realizada uma busca por homologia (BLASTx e BLASTn. E-
value minimo: 1x107°) usando o banco de dados n4o redundante (nr) do NCBI, para identificar
ORFs preditas nas sequéncias montadas. Tanto as sequéncias que ndo apresentaram nenhuma
sequéncia homdloga reportada no banco de dados nr quanto as que unicamente apresentaram
homologia com microrganismos ou plantas, foram retiradas da montagem, com a finalidade

obter uma analise de expressdo diferencial mais acurada.
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A anotacéo funcional foi realizada usando o programa Blast2GO v4.3 Basic (Conesa et
al., 2005), por meio de classificagio por termos de ontologia génica (GO;

www.geneontology.org) e cddigos de classificagdo enzimatica (E.C). Para isso foram utilizadas,

a base de dados de proteinas do InterPro (http://www.ebi.ac.uk/Tools/pfa/iprscan/), e a base de

dados de vias metabolicas KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes;

http://www.genome.jp/kega/). Adicionalmente, foi utilizado o programa BUSCO v3 com a

finalidade de avaliar a qualidade dos transcritomas sequenciados (Siméo et al., 2015).
3.2.3 Anélise de expresséo diferencial

A andlise para identificar genes diferencialmente expressos nas entre os tratamentos
propostos foi realizada seguindo o pipeline do Trinity versdo 2.0.6 (Grabherr et al., 2011). Para
0 mapeamento das diferentes bibliotecas foi usado o pacote RSEM (Li e Dewey, 2011) e o
pacote edgeR para anélise estatistica da expressdo diferencial de genes (Robinson et al., 2010).
A expressao foi analisada usando todas as isoformas dos transcritos, e os parametros usados
para executar o edgeR foram: Valor P < 0,01 e Fold change > 2. Inicialmente a andlise foi feita
usando como referéncia, as bibliotecas do tratamento “jejum”, porém, por causa da alta variagéo
entre as duplicatas destas bibliotecas, a analise foi realizada novamente retirando as bibliotecas

mencionadas, e usando como nova referéncia, as bibliotecas da condicdo “dieta artificial”.
3.2.4 Enriquecimento de termos GO

A andlise de enriquecimento de termos GO (GO Enrichment analysis), foi realizada para
identificar quais termos de ontologia génica estavam estatisticamente enriquecidos no conjunto
de genes diferencialmente expressos. Para esta analise foi utilizado o pacote FUNC, seguindo
0s parametros padrdo do programa (Prifer et al., 2007). Os termos enriquecidos foram filtrados
posteriormente, com a finalidade de eliminar redundancias que pudessem levar a interpretacdes
erradas dos dados. O processo de filtragem foi realizado usando a ferramenta REVIGO (Supek
et al., 2011), com uma similaridade permitida de 0,5. Os Heatmaps representado a expressao
dos DEGs foram gerados usando o programa ClustVis (Metsalu e Vilo, 2015). A escala de

expressdo, foi determinada pelos valores de FPKM normalizados pelo edgeR.
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4. Resultados e discussao
4.1 Extracdo de RNA total

As amostras de RNA total extraido de T. I. licus e D. saccharalis, em diferentes
condicdes de alimentagéo, apresentaram a qualidade e integridade requeridas para a plataforma
de sequenciamento lllumina. Isto foi confirmado por eletroforese em gel de agarose (Figura 6),
por meio da qual foi observado um rastro de RNA total com bandas correspondentes aos RNAS
das subunidades ribossomais 28S e 18S, de acordo com o perfil padrdo de RNA total de insetos
(Winnebeck et al., 2010). Em adicéo, a auséncia de bandas com tamanhos inespecificos indica
que ndo houve degradacdo suficiente do RNA total, para reduzir a qualidade do mesmo abaixo

do minimo requerido para sequenciamento.

B X 2 3 4 s 6 7 8 9 10 u 12 GAIB
(W —
28S rRNA z >
185 rRNA ., N | T Y ) M. -
T. L licus D. saccharalis

Figura 6. RNA total extraido de T. I. licus e D. saccharalis, visualizado por eletroforese em gel de agarose 1%.
As condicOes de alimentacdo correspondem a: 1) Cana-de-acucar replica I, 2) Cana-de-agucar replica Il, 3) Dieta
artificial replica I, 4) Dieta artificial replica 11, 5) Jejum replica I, 6) Jejum replica 11, 7) Cana-de-agucar replica I,
8) Cana-de-acucar replica I, 9) Dieta artificial replica I, 10) Dieta artificial replica 11, 11) Jejum replica I, 12)
Jejum replica 1. A) Biblioteca de referéncia de T. I. licus, B) Biblioteca de referéncia de D. saccharalis. O
marcador de DNA utilizado foi o 1Kb plus Ladder (Invitrogen).

4.2 Analise dos transcritomas
4.2.1 Pré-processamento

O numero total de reads pareados (paired reads), obtidos a partir do sequenciamento do
intestino de T. I. licus oscilou entre 12.322.293 para a menor biblioteca e 26.067.335 para a
maior. No caso do sequenciamento para D. saccharalis, os valores oscilaram entre 11.627.392
para a menor biblioteca e 23.107.200 para a maior. As bibliotecas de referéncia, como era de se
esperar, apresentaram uma quantidade consideravelmente maior de reads (48.016.674 para D.
saccharalis e 57.057.629 para T. I. licus). A média do nimero total de reads entre as seis
bibliotecas (excluindo as referéncias) foi de 18,0x10° para D. saccharalis e 18,3x10° para T. I.
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licus. O numero inicial de reads e o numero de reads apds cada fase do pré-processamento,

estdo descritos para cada biblioteca na tabela 1.

Tabela 1. Numero total de reads pareados em cada fase do pré-processamento das oito bibliotecas obtidas por
sequenciamento lllumina Hi-seq2500, para T. I. licus e D. saccharalis.

Reads iniciais (x10°) Reads apés Trimagem (x10°) Reads apds Normalizagao

Biblioteca (x10°)
de cDNA

D. saccharalis | T.I. licus | D. saccharalis | T. . licus D. saccharalis | T. 1. licus
Referéncia 48,0 57,6 35,5 425 74,9 91,0
Dieta 11,6 14,8 11,3 14,2 35,9 55,5
artificial |
Dieta 14,5 21,0 14,0 20,2 39,1 73,9
artificial 11
Jejum | 19,6 14,1 18,9 13,5 62,5 64,8
Jejum I1 17,5 21,9 16,9 21,1 47,8 84,4
Cana-de- 21,9 12,3 21,2 11,8 73,4 52,1
acucar |
Cana-de- 23,1 26,1 22,3 25,0 89,8 85,1
acucar 1l

Em relacdo a média do nimero de reads totais, alguns transcritomas recentemente
sequenciados, a partir do intestino de outros insetos, apresentaram resultados similares aos
observados neste trabalho (Herde e Howe, 2014; Wu et al., 2016; Gazara et al., 2017). Embora
isso possa variar, dependendo do tamanho dos reads permitido pela plataforma de Illumina
utilizada, como no caso do trabalho de Roy, A.W. et al. (2016), que obtiveram até quatro vezes
mais reads a partir do intestino médio de trés espécies de Spodoptera spp. submetidas a
condicBes similares as do nosso experimento. ApGs 0 pré-processamento, apenas 0 29,3% e
35,4% dos reads sequenciados para D. saccharalis e T. . licus respectivamente foram utilizados
para a montagem de novo, devido a que esta porcentagem incluem os reads apresentando a

qualidade minima requerida e eliminando redundéncias apds a normalizagao.
4.2.2 Montagem de novo e anotacdo funcional

A montagem de novo utilizando o programa Trinity, gerou um total de 121.538 contigs
para T. I. licus, dos quais 51.933 foram contigs Unicos. Os contigs restantes fazem parte das
isoformas geradas pelo montador. Da mesma forma, foram gerados 115.346 contigs para D.
saccharalis, dos quais 40.974 foram contigs Unicos. A montagem final foi obtida ap6s a busca
por homologia nas bases de dados nr do NCBI e a anotagdo de termos GO (Tabela 2). O nimero
total de transcritos da montagem final foi: 49.225 (18.582 contigs unicos) para D. saccharalis
e 53.108 (20.137 contigs Unicos) para T. . licus.
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Tabela 2. Ndmero total de transcritos montados a partir das 8 bibliotecas de cDNA, sequenciadas a partir do
intestino de T. I. licus e D. saccharalis.

Etapa de andlise Ndmero de Sequéncias

D. saccharalis T. 1. licus

Contigs da montagem inicial 115.346 121.538

Contigs com pelo menos uma sequéncia homologa 50.206 54.162

reportada na base de dados nr do NCBI

Contigs sem sequéncias homologas reportadas na base de 65.140 67.376

dados nr do NCBI

Contigs contaminantes 981 1.054

Contigs com pelo menos um termo GO associado 20.384 20.785

Contigs sem termos GO associados 28.841 32.323

Contigs da montagem final 49.225 53.108

A porcentagem de sequéncias que tiveram pelo menos uma sequéncia homologa
reportada no banco de dados do NCBI foi 43,5% para D. saccharalis e 44,5% para T. I. licus.
Portanto, pouco mais da metade das sequéncias montadas inicialmente para os dois insetos,
podem corresponder a sequéncias de RNA ribosomal (rRNA), RNA nédo-codificante (nCRNA:
non-coding RNA), ou RNA codificante para proteinas ndo conhecidas ou nao reportadas nas
bases de dados do NCBI. Estas sequéncias foram retiradas da montagem, visando realizar de

forma mais precisa a analise de expressdo diferencial.

Porém, € importante destacar que essas sequéncias retiradas, geralmente denominadas
“sequéncias lixo”, as quais formam mais do 50% dos transcritomas sequenciados neste trabalho,
podem conter informacéo de grande relevancia para outro tipo de estudos. Por exemplo, estudos
que permitam entender os mecanismos de regulacdo génica. Para aproveitar essa e outro tipo
de informagBes geradas por RNA-seq, € necessario o desenvolvimento de ferramentas
bioinformaticas que permita interpretacdes bioldgicas mais precisas (Knowling e Morris, 2011;
Granata et al., 2017).

O resultado do blast mostrando as nove espécies com maior nimero de hits para ambos
transcritomas (Figura 7) permite observar nos dois casos, que todas as espécies sao da ordem
Lepidoptera. Por outro lado, nem D. saccharalis nem T. I. licus apareceram entre as espécies
com maior nimero de hits, mostrando assim, a escassa disponibilidade de sequéncias para essas
duas espécies no banco de dados do NCBI. Isto confirma a importancia e novidade de gerar um

banco de sequéncias para estes insetos.
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Figura 7. Resultados da busca por homologia (Blast), mostrando as espécies com maior nimero de hits
correspondentes as sequéncias obtidas a partir dos transcritomas de: A) D. saccharalis e B) T. I. licus.

Dentre as sequéncias que foram selecionadas apds a analise do Blast, apenas 0 1,95%
para D. saccharalis e 0 1,94% para T. |. licus foram retiradas como contaminantes. Essa etapa
é importante devido a que até o0 momento ndo esta disponivel o genoma dessas duas espécies.
Isto dificulta a deteccdo de sequéncias exdgenas ao genoma dos organismos estudados. Para
montagens feitas de novo, a presenca de sequéncias contaminantes considera-se uma das
principais fontes de ruido, podendo levar a interpretac@es erradas no momento de analisar genes
diferencialmente expressos (Strong et al., 2014; Conesa et al., 2016). No presente estudo, a
baixa porcentagem de sequéncias contaminantes € um indicador da boa qualidade do
sequenciamento, para os dois transcritomas obtidos. Porém, uma parte dessas sequéncias pode
fazer parte do microbioma do intestino de D. saccharalis e T. I. licus, como foi descrito
previamente em outros lepidopteros (Mason e Raffa, 2014; Xia et al., 2017). Dentre 0s géneros
de microrganismos com sequéncias homologas nos transcritomas de D. saccharalis e T. I. licus,
aqueles que foram reportados no microbioma de outros lepidopteros estdo descritos com seu

respectivo nimero de hits na figura 8.

O resultado do BLAST permitiu identificar hits de 17 e 26 géneros de microrganismos
diferentes, nos transcritomas de D. saccharalis e T. I. licus, respectivamente. O género
Klebsiella apresentou o maior numero de hits no transcritoma da broca da cana, enquanto que
0 género Clostridium apresentou o equivalente na broca-gigante. Outros géneros abundantes
foram: Pseudomonas, Enterobacter e Enterococcus. Algumas espécies pertencentes aos
géneros mencionados, entre outros, foram descritos no microbioma de outros insetos como
mediadores no desenvolvimento de adaptacOes relacionadas com herviboria e resisténcia a
inseticidas (Xia et al., 2013; Staudacher et al., 2016; Xia et al., 2017).
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Figura 8. Resultados da busca por homologia (Blast), mostrando o nimero de hits correspondente a géneros de
microrganismos previamente reportados como parte da microbiota de outros lepidopteros. A) D. saccharalis. B)
T. I. licus.

O estudo do microbioma associado ao intestino dos insetos é uma area de grande
interesse biotecnolégico. Dados obtidos a partir de RNA-seq sdo considerados como
informacao valiosa para abordar o estudo do microbioma (Krishnan et al., 2014). Nao obstante,
devido as condi¢cbes experimentais usadas neste estudo, ndo é possivel esclarecer quais
organismos derivam-se da microbiota do intestino ou de contaminagao exdgena. Para confirmar
a presenca destes organismos no microbioma do intestino de D. saccharalis e T. I. licus, s&o

necessarios outros tipos de estudos, envolvendo particularmente sequenciamento dos rRNAs.

Apbs a filtragem de sequéncias contaminantes, foi realizada a anotacdo funcional por
ontologia génica, que também apresentou resultados similares entre os dois transcritomas.
Apesar da baixa porcentagem de transcritos anotados com pelo menos um termo GO (41,4%
para D. saccharalis e 39.1% para T. I. licus), foi possivel observar resultados concordantes entre
ambas anotac¢des, no nivel mais alto das trés categorias principais de ontologia génica: processos

biologicos, componente celular e fungdo molecular (Figura 9).
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Figura 9. Resultados da anotagdo funcional de genes por ontologia génica (GO), mostrando o ndmero de
sequéncias anotadas com os termos de nivel Il pertencentes as trés categorias principais de GO: A) Processos
bioldgicos B) Componente celular e C) Funcdo molecular. As barras pretas correspondem a D. saccharalis e as
barras brancasa T. I. licus.

Interessantemente, a auséncia de termos de nivel alto anotados em baixa quantidade para
um dos transcritomas em compara¢do com 0 outro é importante para realizar uma analise
comparativa de enriquecimento de termos GO no conjunto de genes diferencialmente

expressos. Isto deve-se a que os algoritmos usados para calcular a significancia estatistica dos
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termos enriquecidos, em um conjunto de genes, sdo diretamente relacionados com o numero de
vezes que um termo ¢ anotado no transcritoma analisado (Rivals et al., 2006). Portanto, quando
comparando dois transcritomas diferentes, obtidos a partir das mesmas condices, o ajuste feito
para calcular a significancia estatistica tera uma variancia menor no conjunto de DEGs, quando
0 numero de vezes que um termo € anotado em cada transcritoma seja similar. Desta forma
torna-se possivel concluir que as diferencas ou similaridades, de termos enriquecidos,
observadas entre os conjuntos de DEGs dos dois transcritomas, sejam consequéncia de uma
resposta transcricional diferenciada e ndo devido a discrepancias da anotacao funcional.

Outro resultado que confirma a similaridade entre as duas anotacgdes é o fornecido pelas
métricas do BUSCO. Foi utilizado um conjunto de 1.066 BUSCO’s, oS quais sdo grupos de
genes constitutivos, cuja frequéncia ao longo da histéria evolutiva dos organismos foi testada
usando modelos matematicos, para serem usados como indicadores da completude de um
determinado genoma ou transcritoma (Granata et al., 2017). A completude dos transcritomas

do intestino de D. saccharalis e T. I. licus foi de 97% e 98% respectivamente.
4.2.3 Expressdo diferencial de genes

Os reads ndo normalizados de todas as bibliotecas (excluindo bibliotecas de referéncia)
foram mapeados usando o pacote RSEM do Trinity e foi obtida uma porcentagem de
mapeamento média de 74,2% 3,3 e 752% £1,9 para D. saccharalis e T. I. licus,
respectivamente. Obter porcentagens similares de reads mapeados, é um dos requerimentos
principais para comparar os resultados de expresséo diferencial entre os dois transcritomas. Para
a andlise de expressao diferencialmente foram obtidos 2780 DEGs para D. saccharalis e 3664
DEGs para T. I. licus, usando como referéncia a condicéo de jejum. Porém, a condi¢do de jejum
foi retirada da analise ap6s verificar a qualidade das réplicas bioldgicas. O coeficiente de
determinacdo (R?) entre as réplicas de cada tratamento, foi calculado usando os valores de
FPKM transformados em escala logaritmica com base 2. Os valores observados de R? das
réplicas na condicédo de jejum apresentaram-se abaixo do limite estabelecido neste trabalho para
realizar a analise estatistica do edgeR (R?> 0.75). A analise de expressio diferencial depende
fundamentalmente da qualidade e quantidade das réplicas bioldgicas, as quais devem apresentar
a menor variabilidade possivel. Desta forma, no presente trabalho, a perda de informag&o tem
um menor impacto na interpretacdo que o uso de dados com alta variabilidade que podem levar

a interpretacdes erradas dos dados.
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Apbs realizar novamente a analise de expressao diferencial, usando a dieta artificial
como condicdo de referéncia, foram obtidos 1872 DEGs para D. saccharalis e 2465 DEG’s
paraT. l. licus. Na figura 10 podem se observar os mapas de calor, representando a distribuigéo
dos valores de Log2(FPKM) dos transcritos diferencialmente expressos. De forma semelhante
para os dois transcritomas, foram gerados dois grupos principais de DEGs seguindo o método

padrdo de agrupamento do edgeR.

-4 0 2 4
Log2(FPKM)

Dal Dall Cal Call

Dal Dall Cal Call

Figura 10. Mapas de calor mostrando os niveis de expressdo normalizados dos DEGs obtidos a partir da anélise
de expressao diferencial dos transcritomas de intestino de: A) D. saccharalis B) T. I. licus. A escala mostrando os
valores de Log2(FPKM), representa os niveis de expressdo desde o menor (-4) até o maior (4). Dal: Dieta artificial
replica |. Dall: Dieta artificial replica Il. Cal: Cana-de-agUcar replica I. Call: Cana-de-agUcar replica Il.
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No caso do transcritoma de D. saccharalis foi observado um conjunto de 978 genes
super-expressos no intestino do inseto alimentado com cana-de-agucar, em relacdo ao
alimentado com dieta artificial. Por outro lado, 894 genes foram observados super-expressos no
intestino do inseto alimentado com dieta artificial. A mesma andlise realizada em T. I. licus
gerou dois conjuntos de DEGs semelhantes, um grupo formado por 1211 genes super-expressos
no intestino dos insetos alimentados com cana-de-agucar, e outro grupo com 1254 genes super-
expressos no intestino dos insetos alimentados com dieta artificial. No presente estudo
foram observados 3,8% e 4,6% de contigs diferencialmente expressos, para D. saccharalise T.
. licus, respectivamente. A porcentagem DEGs permite entender o panorama geral da
resposta do organismo frente a uma situacdo determinada. Uma alta porcentagem de DEGs pode
indicar uma resposta muito generalizada e consequentemente mais dificil de interpretar. Por
outro lado, uma menor porcentagem de DEGs reflete uma resposta especializada e especifica
para determinadas vias metabolicas, como observado nos trabalhos realizados por Wu et al.
(2016) com o Bicho-pau (Clitarchus hookeri) e Herde e Howe (2014) com a Lagarta plusia
(Trichoplusia ni), que reportaram 1,2% e 8,7% de DEGs respectivamente. Um estudo mais
recente mostrou porcentagens entre 9% e 14% de unigenes diferencialmente expressos,
analisando de forma independente o transcritoma de quatro insetos diferentes (Gazara et al.,
2017).

4.2.4 Anélise de enriquecimento por ontologia génica

O enriquecimento de termos GO permitiu categorizar os DEGs em dois conjuntos de
expressao (genes super-expressos e genes sub-expressos), ambos na condicdo do inseto
alimentado com cana-de-acUcar, em referéncia aos alimentados com dieta artificial (Tabela 3).

Tabela 3. Nimero total de termos GO associados aos DEGSs, observados nos transcritomas de intestino de T. .
licus e D. saccharalis.

NUmero de termos GO iniciais NUmero de termos GO apos
Conjunto de genes / Termos filtragem
GO associados D. saccharalis T. 1. licus D. saccharalis T. 1. licus
Genes super-expressos 97 34 16 15
Genes sub-expressos 186 29 26 10

Finalmente, os termos GO mais enriquecidos em cada conjunto de DEGs foram
estudados separadamente (Figura 11). O grau de enriquecimento foi definido pela proporgéo
entre a frequéncia observada do termo no conjunto de DEGs e a frequéncia esperada do termo,
proveniente da anotacéo global do transcritoma.
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Figura 11. Termos GO mais enriquecidos para cada conjunto de genes diferencialmente expressos nos
transcritomas de D. saccharalis e T. I. licus. Estéo representados os termos ndo redundantes, com maior frequéncia
de enriquecimento observada nos conjuntos de DEGs obtidos a partir da analise do FUNC. 1) D. saccharalis. 2)
T. I licus. A figura mostra de forma independente, os termos das trés categorias principais de ontologia génica: A)
Processos bioldgicos, B) Fungdo molecular e C) Componente celular. As barras pretas representam o conjunto de
genes super-expressos na condi¢do de alimentacdo com cana-de-agucar e as barras brancas o conjunto de genes
super-expressos na condicdo de alimentacdo com dieta artificial.
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Apenas termos relacionados com transporte de moléculas (transporte de
neurotransmissores e transporte ativo transmembranar) e degradacdo de proteinas (atividade
endopeptidase), foram enriquecidos nas duas analises. Genes relacionados com transporte de
moléculas foram super-expressos nos insetos alimentados com cana de agUcar, entretanto genes
associados a degradacdo de proteinas apresentaram-se sub-expressos. Por outro lado, é possivel
observar, com base nas diferencas dos resultados de enriquecimento para os dois insetos,
particularidades relacionadas ao tipo de rotas metabdlicas induzidas ou suprimidas em cada
inseto, como resposta a fonte de alimentag&o.

A broca da cana alimentada com cana-de-acgucar, por um lado, induz a ativacao de genes
pertencentes a vias relacionadas com sinalizacdo celular e transducdo (ligagdo com beta-
cateninas, transporte de célcio transmembranar e producdo de vesiculas), entretanto genes
relacionados com producdo de energia por meio da cadeia respiratoria (transporte de elétrons,
complexo do citocromo c e atividade ubiquinona) e genes reguladores da traducdo (iniciacéo
da traducdo, ligacdo com rRNA e constituintes do ribossomo), sdo sub-expressos na condi¢ao
mencionada. Por outro lado, a broca-gigante induz principalmente a ativagdo de vias de
transporte de moléculas, mencionadas no paragrafo anterior, além de genes com atividade
nuclease, quando se alimenta de cana-de-agUcar. Simultaneamente, sdo suprimidos genes
relacionados com metabolismo de lipidios, remodelacdo da membrana peritréfica, assim como
genes com atividade antioxidante (catalases e peroxidasses) e de detoxificagcdo (citocromo
P450).

A dieta € um dos aspectos fundamentais da fisiologia e do desenvolvimento dos insetos,
principalmente nas fases larvais (em insetos holometabolos). Mesmo pequenas mudancas
nutricionais, podem alterar as respostas fisiologicas, hormonais e comportamentais dos
individuos de uma populacdo determinada (Vogel et al.,, 2014). Estudar as respostas
moleculares mediante a quantificacdo da expressdo génica, associada a uma determinada
condicdo de alimentacdo, tem sido possivel nos ultimos anos gracas as tecnologias de

sequenciamento como 0 RNA-seq.

Em um grande nimero de estudos foram descritas as respostas de varias espécies de
insetos frente a diferentes fontes e/ou formas de alimentagdo (Gog et al., 2014; Herde e Howe,
2014; Lietal., 2016; Rispe et al., 2016; Huang, Mcneill, et al., 2017; Xiang et al., 2018). Outros
experimentos usando a mesma abordagem, focaram-se em descrever as diferencas de expresséo

apresentadas por diversos insetos-praga, ao serem alimentados com dietas artificias em
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comparacdo com dietas naturais (Roy, A. W. et al., 2016; Huang, Whitman, et al., 2017; Yi et
al., 2017). A maior parte desses trabalhos mostrou termos GO enriquecidos similares aos

descritos neste trabalho.
4.2.4.1 Transporte de moléculas

O transporte de moléculas em insetos, esta associado principalmente com processos de
digestdo e detoxificacdo. As células do intestino médio apresentam altas taxas de expressdo dos
genes que codificam para transportadores moleculares, necessarias para sustentar os niveis de
absorcdo de nutrientes requeridos pelo inseto (Sehnal e Zitiian, 1996). Este tipo de genes,
enriquecidos nos transcritomas de D. saccharalis e T. I. licus, apresentaram 0s maiores niveis
de expressdo nos individuos alimentados com cana-de-agucar (Figura 12). Um resultado
semelhante foi reportado por Roy, A. W. et al. (2016), comparando a expressao de genes de
duas espécies de insetos-praga da ordem Lepidoptera, Spodoptera littoralis e Spodoptera
frugiperda, alimentadas com milho e com dieta artificial. Nesse trabalho, os autores observaram
nos individuos alimentados com milho, maior expressao de genes relacionados com transporte

de moléculas.

No caso da resposta observada neste trabalho, para D. saccharalis e T. I. licus, sugere-
se gque pode ser causada por duas razdes. A primeira, um maior contetido nutricional presente
na dieta natural em relacdo a dieta artificial, provocando um aumento de transportadores
moleculares para suprir as demandas alimenticias. A segunda, aumento de transportadores com
funcdo de detoxificacdo, devido a presenca de compostos toxicos para o inseto, presentes em
maior quantidade no colmo da cana do que na dieta artificial. Provavelmente essa Gltima razao,
explique os resultados observados em D. saccharalis, mas ndo em T. I. licus, inseto para o qual

a primeira razéo se ajusta melhor.

Por um lado, a dieta artificial usada foi bem estabelecida para broca da cana (Vacari et
al., 2012), mas ndo para broca-gigante. Esta dieta possui um contetido de nutrientes altamente
concentrado, permitindo a broca da cana completar seu ciclo de desenvolvimento mais
rapidamente do que se alimentando da cana-de-agucar. Porém, a broca-gigante ndo tem
apresentado uma adaptacdo tdo bem-sucedida a dietas artificiais quanto a broca da cana
(Negrisoli et al., 2015). Adicionalmente, a maioria dos genes relacionados com transporte de
moléculas identificados na andlise de enriquecimento em D. saccharalis, codificam para

transportadores com funcédo de detoxificagéo (65%), entretanto que para T. I. licus, a maioria
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dos genes enriquecidos codificam para transportadores relacionados com absorcao de nutrientes

(80%).
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Figura 12. Mapas de calor mostrando a expressdao dos genes anotados com 0s termos mais enriquecidos,
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A) D. saccharalis e B) T. |

. licus. A abreviacdo UNI representa contigs Unicos para cada gene. Ca: Insetos

alimentados com cana-de-agUcar. Da: Insetos alimentados com dieta artificial. A escala de expressao, representada
do lado direito de cada Heatmap, esta determinada pelos valores de Log2(FPKM) dos transcritos.

Provavelmente D. saccharalis adapta-se mais facilmente a dieta artificial, expressando

genes que permitam processar compostos provenientes de alguns componentes da dieta

artificial, que em excesso possam resultar toxicos. Por outro lado, T. I. licus super-expressa

genes relacionados com absorcéo de nutrientes, principalmente aminoacidos e agUcares, para

54



melhorar a eficiéncia de absorcdo em uma dieta rica em proteinas e carboidratos. E importante
destacar que inclusive observando uma resposta molecular similar para os dois insetos, 0s
processos fisioldgicos ativados podem ser diferentes. E comum observar que uma mesma rota

metabdlica seja explorada de forma distinta em funcao dos requerimentos de cada organismo.

Genes codificantes para transportadores de aminoéacidos (glicina e neuropeptidios) e
acucares (Tretl, xilose, SWEET1 e VSG) foram alguns dos encontrados super-expressos no
intestino da broca da cana e da broca-gigante, alimentadas com dieta artificial. Foli
comprovando em outros insetos, que a expressao desses grupos de genes esta fortemente
regulada pelas fontes nutricionais das que o inseto se alimenta (Li et al., 2016; Roy, A. W. et
al., 2016; Xiang et al., 2018). Além desses tipos de transportadores, foram encontrados outros
relacionados com detoxificacdo, principalmente fosfatases alcalinas ou membros da familia de
transportadores ABC (ATP-binding cassette transporter). Esses ultimos, geralmente
relacionados com resisténcia a toxinas, metabolitos secundarios, pesticidas e aleloquimicos, em

varias espécies de insetos (Merzendorfer, 2014).

No trabalho realizado por Zhong et al. (2017), estudando uma importante praga do arroz
na Asia (Chilo suppressalis), foi observada uma regulacio da expressdo de genes pertencentes
a familia de transportadores ABC, em funcéo de diferentes plantas hospedeiras, mostrando uma
resposta direta aos mecanismos de defesa da planta. Identificar genes da familia de
transportadores ABC nos transcritomas de D. saccharalis e T. I. licus, é importante para a
realizacdo de futuros estudos que visam mostrar sua participagdo no desenvolvimento de
resisténcia desses insetos. Principalmente resisténcia a métodos de controle usados

frequentemente, por exemplo toxinas Bt ou pesticidas comerciais.
4.2.4.2 Degradacdo de proteinas

Genes relacionados com degradacao de proteinas foram encontrados sub-expressos nos
insetos alimentados com cana-de-acUcar em relacdo aos alimentados com dieta artificial, tanto
para D. saccharalis quanto para T. I. licus (Figura 12). A maioria desses genes, codificantes
para endopeptisases do tipo serina protease, como tripsina e quimotripsina, foram reportados
em outros estudos (Herde e Howe, 2014; Roy, A. W. et al., 2016; Huang, Mcneill, et al., 2017).
A funcéo principal das proteases é a degradacdo de proteinas em pequenos peptideos, formando
uma das primeiras etapas do processo de digestdo. A familia de genes que codifica para este

tipo de enzimas é altamente diversa e sua evolucdo foi fortemente influenciada pela interacéo
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com inibidores de proteases, produzidos por algumas plantas como mecanismo de defesa (Zhu-
Salzman e Zeng, 2015).

No trabalho de Roy, A. W. et al. (2016) foram observados sub-expressos em insetos
alimentados com dieta natural genes codificantes para tripsina e quimotripsina de S. littoralis.
Outro estudo mostrando uma forte regulacéo transcricional de endopeptidases em funcdo da
dieta, realizado com o gafanhoto Oedaleus asiaticu, permitiu para os autores concluir que tais
regulacdo surgiu devido a inibidores de proteases especificos de cada planta hospedeira, e ndo
por diferencas nos contetdos nutricionais (Huang, Mcneill, et al., 2017). A explicagdo mais
plausivel para entender os resultados observados no presente trabalho, esta relacionada com o
tipo de nutrientes que aportam a dieta artificial e a cana-de-agucar. O colmo da cana-de-agUcar
é rico em carboidratos e apresenta um conteudo proteico deficiente em relacdo a dieta artificial,
que contém um teor de nutrientes balanceado em carboidratos e lipidios, mas esta enriquecida
com vitaminas e proteinas (principalmente caseina). Com o objetivo de otimizar a captacdo

destes nutrientes, os insetos regulam de forma prioritaria a producao de enzimas digestivas.
4.2.4.3 Rotas metabdlicas e genes regulados exclusivamente em D. saccharalis
4.2.4.3.1 Sinalizacdo celular

Genes que codificam para proteinas de sinalizacdo, geralmente controlam processos
fundamentais das células, como crescimento, diferenciacdo celular, apoptose e ativacdo de
cascatas metabdlicas. Em insetos, a inducdo de qualquer um desses mecanismos pode ser
causada em resposta ao estresse (Davies et al., 2014). Genes associados com este tipo de
processos foram reportados diferencialmente expressos em trabalhos recentes (Rispe et al.,
2016; Huang, Whitman, et al., 2017; Xiang et al., 2018).

No estudo realizado por Xiang et al. (2018), foi analisada a expressao de genes no
intestino da borboleta Pieris rapae, em resposta a um inibidor de proteases da planta Cassia
obtusifolia. Foram reportados nesse estudo 46 DEGs relacionados com sinalizacao celular, dos
quais destacaram-se genes codificantes para integrina e genes mTOR (mechanistic target of
rapamycin). A regulacdo descontrolada desses genes esta associada como desordens do
metabolismo energético e crescimento celular anormal (Wegener e Campbell, 2008; Kim et al.,
2016). Da mesma forma, em O. asiaticus foram encontrados diferencialmente expressos
diversos genes associados com regulacdo de sinais, em resposta a diferentes plantas hospedeiras

(Huang, Whitman, et al., 2017).
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No caso dos resultados observados para D. saccharalis no presente estudo, genes
relacionados com sinalizacao celular e transducéo de sinais foram encontrados super-expressos
nas larvas alimentadas com cana-de-agucar (Figura 13). Alguns dos genes destacados s&o: o
gene samui, que codifica para uma proteina relacionada com resisténcia ao frio em insetos
(Moribe et al., 2001), o gene ced-6 que é traduzido em uma proteina com funcdo regulatéria do
mecanismo de apoptose durante a metamorfose (Awasaki et al., 2006), e um gene codificante
para semaforina, proteina associada com a formagdo do sistema gastrointestinal (‘Yazdani e
Terman, 2006). Apesar de ndo se conhecer 0 mecanismo de acdo desses genes em insetos, 0s
resultados apresentados aqui permitiram identificar genes importantes para o processo de
adaptacdo das células do intestino, frente a condi¢cdes de estresse maior como a dieta natural,
em comparacdo a dietas artificiais. Estas uUltimas reduzem as condi¢cBes de estresse,
principalmente abiotico, devido a sua assepsia e uniformidade.

4.2.4.3.2 Regulacao da traducéo e producdo de energia

Genes reguladores da traducdo sdo geralmente expressos em altas taxas durante o
desenvolvimento de qualquer organismo, e a maioria deles expressam-se como genes
constitutivos (Curtis et al., 1995). Porém, genes relacionados com traducdo de proteinas e
producdo de ribossomos foram descritos sub-expressos em insetos alimentados com dietas
contendo uma baixa disponibilidade de nutrientes (Li et al., 2016; Zhong et al., 2017; Xiang et
al., 2018). Em concordancia com esses trabalhos, foi observado no presente estudo, que larvas
de D. saccharalis alimentadas com cana-de-agUcar, apresentam uma supressdo significativa de
genes relacionados com regulacdo da traducdo (Figura 13). Embora esta resposta possa dever-
se a uma maior fonte de nutrientes presente na dieta artificial, também é provavel que seja por
causa da propria expressdo diferencial de genes. Transcritos expressos em niveis diferentes,
podem levar a uma maior ou menor atividade da maquinaria de traducdo da célula, produzindo
dessa forma as diferencas de expressdo observadas para genes relacionados com regulacdo da

traducdo.

E importante mencionar que a regulacdo transcricional dos genes relacionados com
traducdo de proteinas em D. saccharalis, foi acompanhada com regulacdo no mesmo sentido
de genes relacionados com producdo de energia por meio da cadeia respiratoria (Figura 13).
Isto pode ser explicado pelo alto custo energético dos mecanismos de envolvem tradugdo de
proteinas, conduzindo a uma maior expressao dos genes encarregados da produgdo de energia,

com a finalidade de suprir os requerimentos energéticos do processo de tradugéo.
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Figura 13. Heatmap mostrando a expressdo dos genes associados aos termos mais enriquecidos, exclusivos no
conjunto de DEGs do transcritoma de D. saccharalis. Na figura pode visualizar-se a expressao normalizada dos
DEGs relacionados com: A) Sinalizagdo celular e transducdo de sinais, B) Producdo de energia pela cadeia
respiratdria, C) Regulacdo da traducdo e D) Componentes estruturais da cadeia respiratoria. A abreviagdo UNI
representa contigs Unicos para cada gene. Ca: Insetos alimentados com cana-de-aglcar. Da: Insetos alimentados
com dieta artificial.

4.2.4.4 Rotas metabolicas e genes regulados exclusivamente em T. I. licus
4.2.4.4.1 Metabolismo de lipidios

Genes relacionados com metabolismo de lipidios em T. I. licus, foram encontrados sub-
expressos no intestino dos insetos alimentados com cana-de-acucar (Figura 14), provavelmente
devido a deficiéncia de lipidios na cana-de-acucar em comparacdo com a dieta artificial. Foi
reportado em outros estudos realizados em insetos, expressao diferencial de genes associado
com metabolismo de acidos graxos, esfingolipidios, horménios e glicolipidios, em funcgdo de
diferentes dietas (Gog et al., 2014; Li et al., 2016; Roy, A. W. et al., 2016; Xiang et al., 2018).
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No trabalho de Roy, A. W. et al. (2016) mais de 100 transcritos diferentes, codificantes
para lipases dos intestinos de S. littoralis e S. frugiperda, foram reportados como sub-expressos
nos insetos alimentados com milho em comparagédo aos alimentados com dieta artificial. Da
mesma forma Xiang et al. (2018) encontraram 56 genes codificantes para lipases, sub-expressas
em resposta a inibidores de proteases em P. rapae. Esses resultados, indicam um papel essencial
das rotas metabdlicas de lipidios no processo de adaptacdo dos insetos a diferentes condicGes

de alimentag&o.
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Figura 14. Heatmap mostrando a expressdo dos genes associados aos termos mais enriquecidos, exclusivos no
conjunto de DEGs do transcritoma de T. I. licus. Na figura pode visualizar-se a expressao normalizada dos DEGs
relacionados com: A) Metabolismo de lipidios, B) Remodelagdo da membrana peritréfica, C) Funcao antioxidante
e D) Detoxificagdo. A abreviacdo UNI representa contigs Gnicos para cada gene. Ca: Insetos alimentados com
cana-de-agUcar. Da: Insetos alimentados com dieta artificial. CYP: Citocromo P450.
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4.2.4.4.2 Remodelacdo da membrana peritrofica

A membrana peritréfica (MP) forma a primeira barreira de defesa do intestino medio
em insetos, protegendo as células epiteliais de lesGes fisicas, assim como de toxinas. O processo
de remodelagdo da MP é crucial para aumentar a resisténcia do inseto contra diferentes tipos de
dano fisico ou enzimatico associado ao consumo de um alimento especifico (Terra, 2001). As
enzimas encarregadas deste processo de remodelacdo, pertencem principalmente as rotas de
sintese e degradacdo de quitina. A regulacdo deste grupo de genes foi reportada em trabalhos
similares com o presentado aqui (Gog et al., 2014; Roy, A. W. et al., 2016; Huang, Whitman,
et al., 2017; Xiang et al., 2018).

Genes codificantes para proteinas com funcGes especificas de restaura¢do da MP, como
quitinases, quitina deacetilase, mucina e peritrofina, foram descritos super-expressos em larvas
de Helicoverpa zea alimentadas com tabaco, em relacdo a larvas alimentadas com dieta artificial
(Gog et al., 2014). Adicionalmente, em P. rapae, foi observado um aumento significativo da
expressao de alguns desses genes, em resposta a inibidores de proteases (Xiang et al., 2018).
Em contrapartida, os mesmos genes foram observados super-expressos no intestino das larvas
de broca-gigante alimentadas com dieta artificial (Figura 14). Provavelmente alguns derivados
dos compostos que fazem parte da dieta artificial, ndo foram facilmente assimilados no intestino
das lagartas de T. I. licus, induzindo dessa forma o mecanismo de defesa e reparo da membrana

peritréfica.
4.2.4.4.3 Detoxificagdo e efeito antioxidante

Genes relacionados com detoxificacdo sdo fortemente regulados em insetos que sdo
submetidas a diferentes dietas, principalmente no intestino, onde esses genes expressam-se em
altas taxas (Guo et al., 2017). Insetos da ordem Lepidoptera respondem de forma especialmente
eficiente a diferentes tipos de moléculas absorvidas pelo intestino, ativando rapidamente e de
forma massiva diferentes vias de detoxificacdo (Wheat et al., 2007). Diversos trabalhos
realizados em lepiddpteros, apresentam varias vias de detoxificacdo reguladas em funcdo da
dieta, entre elas as vias do P450, dos GSTs, dos UGTs e das CEs (Herde e Howe, 2014; Roy,
A. W. etal., 2016; Zhong et al., 2017; Xiang et al., 2018).

No transcritoma de T. I. licus, a maior parte dos genes regulados fazem parte da via do
P450, apresentando-se super-expressos nos insetos alimentados com dieta artificial (Figura 14).

Diferentemente, no trabalho realizado por (Zhang et al., 2013), genes da mesma via foram
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reportados sub-expressos em insetos alimentados com dieta artificial. Por outro lado, dezesseis
genes dessa via em C. suppressalis foram descritos sub-expressos em larvas alimentadas com
dieta natural, e super-expressos em larvas alimentadas com uma dieta alternativa (Zhong et al.,
2017). Os autores desse trabalho indicaram um papel fundamental desses genes no processo de
adaptacdo do inseto a novas fontes de alimento. Outro resultado mostrando a participacdo dos
genes da via do P450 como elementos de defesa essenciais, foi reportado por Xiang et al. (2018)
para larvas de P. rapae tratadas com compostos ricos em glucosinolatos, os quais sao altamente

toxicos para insetos.

Adicionalmente, a regulacdo de genes codificantes para proteinas com efeito
antioxidante foi associada com a expressao de genes envolvidos na detoxificacdo (Roy, A. W.
et al., 2016; Xiang et al., 2018). A enzima catalase e varios tipos de peroxidases encontradas
nos trabalhos mencionados formam o principal sistema antioxidante das células, por meio da
conversao de peroxido de hidrogénio em agua e oxigénio, evitando desta forma o estresse
oxidativo (Chilian et al., 2011). A expressdo de genes codificantes para peroxidases e catalases
no transcritoma de T. I. licus foi concordante com a expressdo dos genes da via P450,
apresentando-se super-expressos nas larvas alimentadas com dieta artificial (Figura 14). Como
mencionado anteriormente a partir dos resultados de (Xiang et al., 2018), a super-expressao
conjunta no intestino, de genes com atividade antioxidante e genes com funcdo de
detoxificacdo, pode ser um dos mecanismos principais para facilitar a adaptacéo dos insetos da
ordem Lepidoptera a novos tipos de dieta.
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5. Conclusoes e Perspectivas

O estudo aqui apresentado gerou, pela primeira vez, um banco de dados em conjunto
com analise de expressdo génica para duas pragas importantes da cana-de-agUcar, broca da cana
(D. saccharalis) e broca-gigante (T. I. licus). Uma vez publicadas e depositadas nos bancos de
dados correspondentes, as sequéncias aqui obtidas enriquecerdo o conhecimento relacionado
com a biologia molecular, fisiologia e genética dos dois insetos, contribuindo enormemente em
pesquisas futuras. A anotacdo das sequéncias e a quantificagcdo da sua expressdo em diferentes
condicdes de alimentacdo, aportam informacéo acurada de genes que podem ser potencialmente
explorados para desenhar estratégias de controle por técnicas como RNAI e toxinas Bt

(identificando receptores de toxinas Cry) entre outras.

Dentre o0s potenciais alvos biotecnoldgicos foram identificados genes relacionados com
processos fisioldgicos fundamentais dos insetos, como detoxificacdo, producdo de energia,
transporte de moléculas e controle da traducgéo, entre outros. Outro aspecto a destacar-se € que
foi possivel descrever a resposta geral da expressao genica que cada inseto exibe, em funcéo da
dieta da qual se alimenta. Isto é importante para identificar processos em comum, assim como
particularidades de cada inseto, que possam contribuir tanto para aumentar o conhecimento
sobre aspectos evolutivos e ecoldgicos destes insetos, quanto para planificar estratégias de
controle que possam atingir as duas pragas de forma simultanea, diminuindo assim custos

relacionados ao controle das mesmas.

Finalmente é importante mencionar que é necessario desenvolver pesquisas futuras que
complementem a informacdo gerada neste trabalho, principalmente estudos que visem validar
experimentalmente os dados obtidos a partir das andlises in silico. Alguns estudos deste tipo
podem incluir a avaliacdo da expressdo dos genes destacados neste estudo por gRT-PCR, em
diferentes fases de desenvolvimento de D. saccharalis e T. I. licus. Da mesma forma, podem
ser descritas rotas metabodlicas importantes analisandos transcritos, proteinas e regulacdo
génica. Visando realizar este tipo de estudos, o secuenciamento do genoma da broca da cana e
da broca-gigante deve ser uma prioridade, visto que a disponibilidade de genomas de insetos é
cada vez mais comum e serve como uma ferramenta de alta acurécia, para estudos em

entomologia basica e aplicada.
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Capitulo Il - Validacédo de moléculas de dsRNA com potencial
para o controle de D. saccharalis e T. I. licus via administragao

oral.
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1. Introducéo
1.1 RNA interferente

O RNA interferente € um mecanismo bésico presente na maioria dos organismos
eucariotos, por meio do qual é possivel regular a expressdao de genes de forma especifica,
influenciando significativamente o fenotipo dos individuos. Existem trés funcGes principais
associadas ao mecanismo de RNAI: regulacdo enddgena da expressdo génica, protecdo contra
elementos transponiveis do genoma e defesa contra agentes virais (Zhang, J. etal., 2017). Desde
sua descoberta por Fire et al. (1998) no organismo modelo Caenorhabditis elegans, o
mecanismo de RNAI tem se mostrado como uma ferramenta experimental poderosa para o
estudo da funcdo génica, ajudando a descrever importantes vias metabolicas. Atualmente, é
considerada uma técnica com grande aplicabilidade nas areas de salde humana, biotecnologia
e agricultura (Joga et al., 2016). A aplicacdo do RNAI na producdo de plantas resistentes a
insetos-praga tem uma curta histéria de pouco mais de 10 anos, porém, atualmente é uma das
estratégias mais promissoras no campo da biotecnologia agricola em paises como os Estados
Unidos, a India e a China (Price e Gatehouse, 2008; Katoch et al., 2013; Shah et al., 2014).

1.2 Mecanismo do RNAI

O mecanismo de RNAI pode ser estudado principalmente por meio de duas abordagens:
0 processo de autonomia celular e o processo sistémico (Price e Gatehouse, 2008). O processo
de autonomia celular é mediado por uma maquinaria enzimatica especifica formada por um
grupo de proteinas e cofatores que interagem em diferentes vias produzindo a interrupgdo da
expressdo génica. O modelo melhor estudado é conhecido como silenciamento génico pos-
transcricional, que atua sobre 0 mMRNA por duas vias diferentes: a via dos sSiRNAs, que produz
a degradacdo do mRNA no citoplasma e tem complementariedade total com 0 mRNA, e a via
dos microRNAs (miRNAs), que bloqueia a tradu¢do de mMRNA a proteina no ribossomo, e tem

complementariedade parcial com o mMRNA (Castel e Martienssen, 2013; Sarkies e Miska, 2014).

Com o objetivo de aplicagdo na geracdo de plantas transgénicas resistentes a insetos-
praga, a via dos siRNAs tem a sido mais estudada (Figura 15) (Shah et al., 2014). Nessa via, 0
dsRNA é processado no citoplasma por uma enzima denominada Dicer, que cliva seletivamente
as moléculas longas de dsRNA gerando siRNAs com tamanho entre 21 e 25 nucleotideos. Esses
fragmentos sdo, posteriormente, incorporados em um complexo enzimatico denominado RISC

(RNA-induced silencing complex). No complexo RISC, as pequenas moléculas de siRNA
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servem de guia para a deteccdo do mRNA alvo que sera clivado em pontos especificos da
sequéncia nucleotidica por proteinas conhecidas como Argonautas. Essas proteinas possuem
um dominio RNaseH-like contendo o sitio catalitico da enzima. A clivagem seletiva gera uma
desestabilizacdo da molécula de mRNA tornando-a sceptivel a degradacdo por nucleases
citoplasmaticas (Wang, Y. et al., 2009). Adicionalmente, foi comprovada em plantas e
nematoides a presenca de uma RNA polimerase dependente de RNA (RdRP) que interage com
o complexo RISC e gera novas moléculas de dsSRNA usando como molde os siRNAs produzidos
anteriormente. Este processo funciona como um mecanismo de amplificagédo do sinal de RNAI
aumentando eficiéncia do efeito de silenciamento (Sijen et al., 2001). Porém, nenhum ort6logo
de RARP foi descrito em insetos até o presente momento, o que gera multiplas questdes sobre

0 RNA. sistémico em espécies da classe Insecta (Huvenne e Smagghe, 2010).

Transporte

ativo SID-1/2
dsRNA - » dsRNA
>
Py Dicer + dsRNA
EN
Endocitose \
siRNA
siRNA
passageiro | Endonuclease (Argonauta)
Y
degradado
Degradagédo por \
nucleases X .
extracelulares Complexo RISC Argonauta + siRNA guia
siRNA guia hibridiza com 0 mRNA alvo
\ Nematoides e plantas
mRNA alvo + > dSRN,A_S
complexo RISC > secundarios
RNA polimerase
dependente de RNA
(RARP; ausente em
insetos)
Degradacdo do
mRNA alvo SID-1/2
Y
Exportacdo,

efeito
sistémico

Figura 15. Etapas funcionais do silenciamento génico por meio de RNA dupla fita (dsRNA) em células eucariotas.
Apos a importagdo do dsRNA para dentro das células, os dsRNAs sdo processados pela enzima Dicer gerando
pequenos RNAs de interferéncia (sSiRNAs) que, em conjunto com a proteina Argonauta, sdéo montados no complexo
de silenciamento induzido por RNA (RISC). O complexo RISC degrada mRNAs especificos baseado na sequéncia
dos siRNAs. Os efeitos de RNAI sistémico sdo mediados pela producdo de novos dsRNAs pela polimerase
dependente de RNA (RdRP), que usa 0 RNA alvo como molde e as fitas parcialmente degradadas de siRNA como
primerspara gerar novas moléculas de dsSRNA. Os dsRNAs secundarios podem ser exportados espalhando o efeito
de RNA. a outras células. Adaptado de Price e Gatehouse (2008).
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Diferente do processo de autonomia celular, o conhecimento sobre o RNAI sistémico é
menor. Entender os mecanismos envolvidos no RNAI sistémico € um dos grandes desafios da
comunidade cientifica para consolidar a tecnologia de RNAIi no controle de insetos-praga.
Segundo Huvenne & Smagghe (2010), esse processo envolve um complexo sistema de
sinalizacdo por meio do qual o efeito de RNAI pode passar de uma célula a outra, controlada
por uma série de moléculas sinalizadoras. O conjunto de proteinas envolvidas no RNAI
sistémico é bem descrito em nematoides, mas pouco estudado em insetos (Price e Gatehouse,
2008). Acredita-se que existam componentes da maquinaria de RNAi em insetos que participam
da amplificacdo e da resposta sistémica, porém a maquinaria de RNAI é pouco descrita ao longo
da classe Insecta e a maioria das diferencas presentes entre as diferentes ordens ainda permanece
desconhecida (Scott et al., 2013).

Estudos visando entender o processo de RNAI sisttmico em insetos foram realizados
em linhagens celulares especificas de D. melanogaster (S2 Cells), onde foram identificados
homologos para genes da familia SID (Systemic RNA Interference Deficiency). Estes genes
codificam proteinas transmembrana em forma de canal descritas como mediadoras do RNAI
sisttmico em C. elegans, por meio da absorcdo de moléculas de dsRNA (Ulvila et al., 2006).
Genes putativos da familia SID tenham sido descritos na maioria dos genomas de insetos
disponiveis (Scott et al., 2013; Zhao et al., 2015; Powell et al., 2017). Porém, as conclus6es
sobre sua fun¢do como mediadores do RNAI sisttmico em insetos devem ser abordadas com
cuidado, pois tal funcdo foi comprovada apenas em células do tipo hemdcitos, que apresentam

uma alta taxa de endocitose (Tassetto et al., 2017).

Outro mecanismo que explica a absorcdo de moléculas de dsSRNA em insetos é aquele
mediado pelas rotas comuns de endocitose nos insetos. Os receptores de reconhecimento de
padrdes (PRRs: Pattern recognition receptors) do tipo scavengers sao reconhecidos por estar
implicados no reconhecimento de moléculas de dsSRNA, melhorando a eficiéncia de absor¢édo
via endocitose (Ulvila et al., 2006). Além do processo de absor¢do do dsRNA, também existe
a incognita sobre a amplificacdo do sinal de RNAIi em insetos, para a qual ndo ha indicativo de
que possa estar sendo mediada por RARP. Acredita-se que possa existir outro mecanismo que
permite a ocorréncia deste processo em insetos, ndo obstante, ainda ndo foram descritos os seus
componentes. Um melhor entendimento dos mecanismos de RNAI sistémico em insetos

contribuird para a implementacdo desta técnica no controle de pragas, principalmente
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otimizando a eficiéncia dos métodos de entrega das moléculas de dsRNA no inseto alvo (Zhang,
J.etal., 2017).

1.3 Métodos de entrega do dsRNA

O principal desafio para a aplicacéo da tecnologia de RNAI no controle de insetos-praga,
diz respeito as formas de entrega das moléculas de dsSRNA. O RNAI aplicado em pesquisa
entomoldgica tem sido utilizado principalmente seguindo quatro métodos de entrega do
dsRNA: microinjecdo diretamente na hemolinfa do inseto, ingestdo via oral usando dietas
artificial ou plantas transgénicas e aplicacdo tdpica por meio da incubagdo das larvas em
solucdes de dsRNA (Soaking). Contudo, sé os dois ultimos métodos sdo viaveis para validar o

uso de moléculas de dsRNA no controle de insetos-praga (Yu et al., 2013).

O método de microinjecdo é a forma de entrega mais usada pelos grupos de pesquisa em
entomologia, principalmente para validar funcdo de genes, tendo contribuido para a melhor
compreensdo de processos moleculares em diversos organismos modelo como: T. castaneum
(Tomoyasu e Denell, 2004), D. melanogaster (Dzitoyeva et al., 2001), B. mori (Quan et al.,
2002), Apis melifera (Aronstein e Saldivar, 2005), Blatella germénica (Martin et al., 2006),
entre outros. Esta forma de entrega é altamente eficiente para observar o efeito fenotipico
associado a expressdo de um gene especifico. Isto se deve a distribuicdo das moléculas de
dsRNA no sistema circulatério aberto do inseto, permitindo desta forma atingir um maior
namero de células. No entanto, ndo é considerado um método préatico para aplicar no controle

de insetos-praga (Yu et al., 2013).

A entrega por ingestdo das moléculas de dsSRNA tem se mostrado, até 0 momento, a
melhor opc¢éo para validar genes com potencial no controle de pragas. Em 1998, foi comprovado
pela primeira vez que a ingestdo de moléculas de dsRNA através das vias digestivas de C.
elegans é eficiente para ativar a resposta do mecanismo de RNAIi (Timmons e Fire, 1998). Essa
estratégia foi validada posteriormente em diferentes ordens de insetos com resultados efetivos
(Turner et al., 2006; Baum et al., 2007; Hunter et al., 2010; Surakasi et al., 2011; Zha et al.,
2011). A entrega oral do dsRNA fornece vantagens importantes, como apresentar-se menos
invasivo do que a microinjecdo e ter menor dificuldade técnica ao ser aplicado em insetos

pequenos (Luo et al., 2017).

Existem vaérias estratégias para realizar a entrega oral de dsSRNA, entre elas destacam-

se: ingestdo de bactérias recombinantes expressando moléculas de dsSRNA, aplicacédo direta de
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solugdes de dsRNA na cavidade bucal do inseto, moléculas de dsSRNA misturadas com dietas
liquidas ou solidas e plantas transgénicas produzindo dsRNA com estrutura em forma de
hairpin (Yu et al., 2013). Independente da estratégia utilizada, sabe-se que a entrega oral
apresenta limitacGes para funcionar com eficiéncia e produzir uma resposta robusta do RNA..
Essas limitacOes estdo relacionadas com a hidrélise do dsRNA que ocorre de acordo com o pH
do intestino das diferentes espécies de insetos, a capacidade do dsRNA de atravessar a
membrana peritréfica do intestino, a presenca de nucleases capazes de degradar eficientemente
0 dsRNA e a capacidade das células do intestino para absorver as moléculas de dsRNA
(Rodrigues e Figueira, 2016).

Devido as limitagdes mencionadas, em muitos casos, torna-se necessaria a utilizacao de
altas concentracbes de dsRNA para produzir silenciamento no inseto-alvo. Contudo, a
estabilidade do dsRNA no intestino e as quantidades requeridas para gerar o efeito desejado
variam de espécie para espécie. Atualmente, muitos estudos na area de entomologia estdo
focados em resolver as limitagdes descritas acima, visando atingir o sucesso da aplicacdo do
RNAI em insetos e viabilizar o controle de insetos-praga por meio de plantas transgénicas
produzindo moléculas de dsRNA (Joga et al., 2016).

Adicionalmente ao uso de plantas transgénicas, uma nova abordagem que vem sendo
estudada visa o desenvolvimento de produtos de RNAI para aplicacdo em forma de spray (Wang
e Jin, 2017). Trata-se de uma estratégia fundamentada na validacdo de moléculas de dsRNA
por soaking, método pelo qual a absorcédo topica do dsRNA deve ser avaliada cuidadosamente.
Contudo, trabalhos conjugando outras tecnologias, como o uso de particulas estabilizadoras do
dsRNA, apresentam resultados promissores para o método de entrega por spray. Essas
particulas protegem as moléculas de degradacdo pela acdo de nucleases e melhoram sua
absorcao pelas células, permitindo que o método de soaking seja viavel no controle de insetos-
praga (Karim et al., 2010; Wang et al., 2011).

1.4 RNAI para o controle de insetos-praga de impacto no setor agricola

A primeira planta transgénica resistente a insetos-praga, utilizando a técnica de RNAI,
foi desenvolvida por Baum et al., (2007), conferindo a uma variedade de milho resisténcia a
lagarta-da-raiz do milho (Diabrotica virgifera virgifera;, Coleoptera). Neste trabalho, as
moléculas de dsRNA foram desenhadas para silenciar especificamente o gene que codifica a

enzima VATP-ase, um gene essencial para a sobrevivéncia do inseto. As analises indicaram
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alta mortalidade (>80%) nos insetos alimentados da planta de milho GM. Apds esse resultado,
muitos grupos de pesquisa investiram para produzir plantas GM utilizando a tecnologia de
RNAI, em diversas culturas, mostrando resisténcia aos respectivos hospedeiros (Tabela 4)
(Rodrigues e Figueira, 2016).

Cultura Praga (espécie) Ordem Referéncia
Milho (Zea mays) Diabrotica v. virgifera Coleoptera (Mao et al., 2007)
Batata (Solanum tuberosum) Leptinotarsa Coleoptera (Zhang et al., 2015)

decemlineata

Tabaco (Nicotiana tabacum) Helicoverpa armigera Lepidoptera (Zhu et al., 2012)
Tabaco (Nicotiana tabacum) Spodoptera exigua Lepidoptera (Zhu et al., 2012)
Arroz (Oryza sativa) Nilaparvata lugens Hemiptera (Zha et al., 2011)
Tabaco (Nicotiana benthamiana) | Acyrthosiphon pisum Hemiptera (Pitino et al., 2011)
Algodao (Gossypium hirsutum) Anthonomus grandis Coleoptera (Ribeiro et al., 2017)

Tabela 4. Pesquisas recentes mostrando a producéo de plantas transgénicas resistentes a insetos-praga, por meio
do uso de RNA.I.

Existem algumas consideracOes a serem avaliadas para produzir uma planta GM
utilizando a tecnologia de RNAI. Evitar o processamento das moléculas de dsRNA pela
maquinaria celular da propria planta é um dos aspectos mais importantes, devido as plantas
também possuirem maquinaria para processar moléculas de dsRNA. Neste caso, podendo
causar a diminuicdo significativa da eficiéncia do silenciamento, uma vez que as longas
moléculas de dsRNA sdo degradadas em pequenos fragmentos antes de serem ingeridas pelo
inseto alvo (Frizzi e Huang, 2010). De forma alternativa, a transformacdo de plantas via
cloroplastos vem sendo usada em muitas espécies e apresenta-se como uma estratégia eficiente,
uma vez que os cloroplastos ndo expressam 0s componentes necessarios para processar
moléculas de dsRNA (Zhang, J. et al., 2017). Ha trabalhos que comprovam a eficiéncia desta
metodologia relatando plantas produzindo dsRNA via cloroplastos que inibem
significativamente o crescimento e reproducdo de H. armigera em plantas de tabaco com uma
eficiéncia até 50% maior do que plantas transformadas via nuclear expressando moléculas de
dsRNA no citoplasma (Jin et al., 2015; Bally et al., 2016). Apesar disso, a transformacéo via
nuclear ndo pode ser esquecida, pois ha algumas plantas e tecidos em que néo é possivel realizar

a transformacéo via cloroplasto (Zhang, J. et al., 2017).

Por outro lado, a literatura tem descrito um grande nimero de insetos que apresentam
baixa resposta ou ndo respondem as moléculas de dsSRNA administradas de forma exdgena
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(Zhang, J. et al., 2017). Os resultados das pesquisas nesta area indicam que a eficiéncia do
RNAI varia em funcdo da ordem do inseto alvo, chegando, em alguns casos, em nivel de
especifidade em espécies. Exemplificando, respostas efetivas do efeito de RNAi foram
observadas para varias espécies de coledpteros, enquanto que para 0s bioensaios com

lepidopteros observa-se ainda, inconsisténcias nos resultados (Terenius et al., 2011).
1.5 RNAIi em Lepidoptera

Atualmente, o efeito do RNAI € menos consistente nos insetos da ordem Lepidoptera do
que em insetos de outras ordens. Isto representa um dos maiores desafios para aplicar a
tecnologia de RNAIi em diferentes espécies de insetos-praga (Kolliopoulou e Swevers, 2014;
Shukla et al., 2016). Terenius et al. (2011) analisaram os resultados descritos em mais de 50
publicacdes e em outros 90 estudos ndo publicados, onde foram aplicadas moléculas de dsSRNA
em lepidopteros. Apenas 38% dos experimentos realizados apresentaram um efeito de
silenciamento significativo. Os autores da revisdo observaram correlacdes da eficiéncia do
RNAI em resposta ao método de entrega, sendo a microinjecao o mais eficiente, enquanto que

a resposta a entrega oral do dsRNA mostrou um efeito significativamente menor.

Resumindo, as causas das inconsisténcias para a eficiéncia do efeito do RNAI
observadas em lepiddpteros, foram agrupadas por Kolliopoulou e Swevers (2014) em trés tipos
principais: falta de RNAI sistémico eficiente, degradacao por nucleases especificas (dASRNAses)
presentes tanto no intestino quanto na hemolinfa dos insetos e resposta inmune aumentada por
mecanismos diferentes ao de RNAI, diminuindo assim a eficiéncia da maquinaria necessaria
para processar 0 dsSRNA. Um estudo recente tenha mostrado a existéncia de complexos
endossomais dentro das células que capturam o dsRNA internalizando-o e evitando seu contato
com a maquinaria de RNAI. A precenca desses complexos endossomais pode contribuir para
diminuir a eficiéncia do RNAI sistémico em lepiddpteros, porém, ainda é necessario esclarecer
quais sdo os componentes envolvidos no processo de absorcdo de dsSRNA em espécies

pertencentes a esta ordem (Shukla et al., 2016).

Adicionalmente, a forte adaptacdo imunoldgica dos lepidopteros, que possuem um
sistema antiviral independente do mecanismo de RNAI (Kanost et al., 2004), parece contribuir
a pobre resposta da maquinaria de RNAI, frente a dsSRNAs exdgenos. Isto devido a uma
provavel evolucdo da resposta imune inata dos lepiddpteros, mais eficiente que em insetos de

outras ordens, que consequentemente gerou um menor uso da maquinaria de RNAI. Embora a
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partir de uma perspectiva evolutiva esta pareca uma hipotese plausivel, é necessario se
demonstrar experimentalmente para entender o mecanismo evolutivo que permitiu o fenémeno
mencionado (Kolliopoulou e Swevers, 2014). Finalmente, a degradacao por nucleases é a causa
mais estudada para explicar a baixa eficiéncia do RNAi em lepiddpteros. Estudos avaliando a
degradacdo de dsRNA por nucleases intestinais e da hemolinfa mostram uma eficiéncia de
degradacéo significativamente maior em lepiddpteros em comparacdo com especies de outras
ordens (Garbutt et al., 2013; Wang, K. et al., 2016).

Além das limitacfes mencionadas acima, a escolha do gene alvo é um fator de grande
importancia no desenho dos experimentos de RNAI, visando validar moléculas no controle de
pragas da ordem Lepidoptera. Segundo reportado por Terenius et al., (2011), principalmente
genes relacionados com imunidade, regulacdo hormonal e comportamento sexual tém

apresentado resultados de silenciamento efetivos em lepidopteros.
1.6 Selecdo de genes alvo para silenciamento por RNAI

Com o objetivo de validar o uso de moléculas de dsSRNA para o controle de insetos-
praga, sdo recomendaveis estudar genes alvo que codificam proteinas pouco conservadas
visando evitar efeitos em organismos ndo alvo e proteinas que tenham um papel essencial na
sobrevivéncia do inseto. Genes com um impacto direto no crescimento, desenvolvimento e
reproducéo do inseto, sdo geralmente utilizados como alvos de RNAI (Price e Gatehouse, 2008).
Visando a entrega oral do dsRNA, muitos grupos de pesquisa tém explorado as células do
intestino médio como fonte de genes alvo com potencial para uso no controle de pragas (Zhang
et al., 2013). Isto deve-se a que as células do intestino sdo as encarregadas de produzir a
membrana peritrofica, um componente fundamental para a sobrevivéncia do inseto, atuando
como barreira seletiva e suporte estrutural. Além disso, o intestino é o local onde acontece o
intercdmbio de nutrientes, funcédo essencial para a obtencdo de energia do meio externo (Sehnal
e Zithan, 1996). Em adicdo, genes relacionados com processos de detoxificacdo, nutrigo,
metabolismo energético, estrutura de citoesqueleto, transporte de moléculas e transducao de
sinais, frequentemente, se expressam em maior quantidade nas células do intestino do que em
outros tecidos (Zhang et al., 2013).

Em diversos trabalhos foram utilizadas técnicas de screening tecido-especifico para
identificar novos genes alvo para silenciamento no intestino dos insetos. Exemplificando, foram

identificados genes relacionados com processos de desenvolvimento, como crescimento larval,
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muda e metamorfose. Muitos desses genes estdo fortemente regulados por horménios e a
proteina que codificam é de vida curta, fator que favorece o silenciamento por meio de RNAI
evitando o efeito compensatdrio de proteinas de alta durabilidade. Por este motivo, os
entomologistas tém se interessado fortemente nos Gltimos anos em avaliar esse tipo de genes
como potencias alvos de RNAI (Bai et al., 2011; Ma, L. et al., 2016; Gazara et al., 2017; Sparks
etal., 2017).

1.7 Hormonio juvenil e sua importancia no desenvolvimento dos insetos

O horménio juvenil (JH) é um composto sesquiterpendide produzido exclusivamente
por insetos e crustaceos e tem como papel principal regular os processos de metamorfose e
reproducdo (Dahm et al., 2012). Além disso, o JH controla outros processos especificos para
algumas espécies de insetos como polifenismos e determinacdo de castas em insetos sociais
(Hartfelder e Emlen, 2012). O JH é uma molécula lipofilica produzida pelas corpora allata
(CA), um par de glandulas enddcrinas situadas no cérebro de todos os insetos (Dahm et al.,
2012). O processo de biossintese do JH faz parte da rota de sintese do mevalonato, uma rota
metabdlica presente em todos os seres vivos, incluindo humanos. Em humanos e outros
mamiferos, a rota do mevalonato participa na producdo de colesterol a partir de farnesil
pirofosfato. Em insetos e crustaceos, que ndo produzem colesterol, essa parte da rota €
substituida pela via de sintese do JH (Rdller et al., 1967). Até o momento, foram descritas oito
formas diferentes do JH, sendo o JH 111 a variante mais comum presente na maioria de espécies.
Adicionalmente, 4 variantes (JH 0, JH I, JH 1l e 4-Metil-JH 1) foram descritas como exclusivas

para lepiddpteros (Noriega, 2014).

Os trés eventos fundamentais do desenvolvimento dos insetos (crescimento, muda e
metamorfose), sdo controlados por meio do JH e o esterdide 20-Hidroecdisona (20E)
(Riddiford, 2012). A fungdo do JH em cada evento est& determinada por um complexo processo
que regula a concentracdo do horménio na hemolinfa dos insetos. Este processso envolve varias
vias de sinalizacdo, biossintese e degradacdo, que mantém o nivel de JH necessario para o inseto

em cada etapa do desenvolvimento (Noriega, 2014).

O mecanismo bésico de regulacdo do desenvolvimento mediado por JH e 20E funciona
alternando a producéo e os niveis de concentracdo destes dois horménios na hemolinfa, em
funcéo da etapa de desenvolvimento do inseto (Figura 16). Normalmente, a concentracéo de JH

é alta em cada fase larval, ajudando a manter as caracteristicas morfolégicas da larva. O 20E é
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produzido quando o inseto atinge o tamanho necessario para cada muda, ativando dessa forma
0 horménio ecdisona. Uma vez ativado o processo de ecdise, a concentracdo de 20E baixa
consideravelmente e a concentracdo de JH aumenta, bloqueando 0s eventos que preparam 0
inseto para a metamorfose. Uma vez que o processo de muda é concluido, os niveis de ecdisona,
20E e JH se estabilizam (Riddiford, 1994; Riddiford et al., 2003).

_— Hormonio Juvenil Ecdisteroides =~ ======== Etapas de ecdise

[nstar larval

intermediario Pré-pupa Pupa Adulto

Concentrag¢iao na hemolinfa

/

Figura 16. Esquema ilustrando os niveis relativos do hormdnio juvenil e ecdisteréides em insetos holometabolos
durante as Gltimas etapas do ciclo de vida, desde o pentltimo instar larval até a fase de adulto. As barras amarelas
correspondem a periodos de jejum do inseto. Adaptado de Cheong et al. (2015).

Em acréscimo, a concentracdo do JH também pode ser ajustada em niveis intermediarios
durante o periodo de alimentacdo entre as mudas do periodo larval com o objetivo de manter a
proliferacdo isomorfica dos discos imaginais (Truman et al., 2006). Na fase final de
desenvolvimento do inseto, quando a larva atingiu o tamanho méaximo da espécie (periodo de
pré-pupa), a concentracdo do hormdnio juvenil baixa, a0 mesmo tempo que aumenta a produgéo
de 20E. Isso gera uma combinacédo Unica de altos niveis de ecdisona com baixos niveis de JH
favorecendo que o inseto passe para a fase de pupa (Riddiford, 2012). Posteriormente, quando
que o adulto emerge, a concentracdo de JH varia dependendo do sexo e dos eventos reprodutivos

de cada espécie (Giray et al., 2005).

As mudangas dindmicas de concentragdo do JH na hemolinfa dos insetos s&éo moduladas
principalmente pelas vias de biossintese e degradacéo do horménio, as quais sao catalisadas por
diferentes conjuntos de enzimas (Cheng et al., 2014). O processo de biossintese é controlado
por 13 enzimas (Riddiford, 2012), das quais quatro foram validadas funcionalmente por RNAI
em insetos, sendo uma delas validada em lepidopteros (Nyati et al., 2013; Minakuchi et al.,
2015; Maligeppagol et al., 2017; Zha et al., 2017). Por outro lado, o processo de degradacéo e
controlado por trés enzimas: esterases do JH (JHE), epoxido hidrolases do JH (JHEH) e diol

quinases do JH (JHDK)(Cheng et al., 2014).
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1.8 Enzimas da via de degradacao do horménio juvenil

As trés enzimas que participam na degradacao do JH, JHE, JHEH e JHDK, estdo bem
descritas para varias espécies de insetos e suas fun¢des foram validadas por RNAi em diferentes
trabalhos. Esses trabalhos relatam o efeito letal do silenciamento de genes que codificam
algumas das enzimas mencionadas, produzindo larvas de tamanho anormal, deformacdes na
pupa e nos adultos, larvas com atrofia apds a muda, entre outros efeitos (Fu et al., 2015; Gu et
al., 2015; Vatanparast et al., 2017; Zhao et al., 2017). Outros trabalhos, principalmente aqueles
conduzidos no bicho-da-seda (B. mori), mostraram que o silenciamento de genes envolvidos na
degradacdo do JH levou ao aumento significativo da producdo de seda, prolongando a fase

larval e aumentando o tamanho do casulo (Mamatha et al., 2016; Zhang, Z. et al., 2017).

E importante mencionar que alguns dos genes que codificam para as enzimas da via de
degradacdo do JH apresentam expressao significativa no sistema digestivo de alguns insetos,
regulando fungbes especificas ndo s6 do desenvolvimento do inseto, mas também da
homeostase do intestino constituindo-se, dessa forma, como genes promissores para o controle
por meio de RNAI (Jesudason et al., 1992; Rahman et al., 2017).

1.8.1 Esterase do hormonio juvenil

As esterases do JH sdo um conjunto de enzimas altamente especificas responsaveis por
hidrolisar o éster metilico da por¢do terminal do JH resultando na conversdo do éster metilico
em acido carboxilico. A especificidade do JHE deve-se a uma alta razdo kcat/Km e a presenca
do motivo GQSAG na sequéncia primaria da proteina, proxima ao sitio catalitico (Kamita et al.,
2003). O mecanismo catalitico da enzima é similar ao descrito para outras lipases e esterases
que apresentam a denominada triade catalitica formada por um nucleofilo (Serina-203), uma
base (Histidina-448) e um &cido (Glutamato-334) formando o sitio catalitico da enzima (Ward
et al., 1992). Os relatos de silenciamento do gene que codifica a JHE mostraram resultados
promissores para utilizacdo do gene como alvo para controle de pragas. Knock-down deste gene
no lepiddptero Sesamia nonagrioides resultou em altas porcentagens (>85%) de pupas e adultos
com deformagbes morfologicas resultando em individuos reprodutivamente inviaveis
(Kontogiannatos et al., 2013). A validacao funcional desse gene por entrega oral de dsRNA foi
testada em H. armigera gerando alta taxa de mortalidade (Vatanparast et al., 2017). A
especificidade da enzima JHE para degradar unicamente o JH e sua relevancia no

desenvolvimento dos insetos torna o gene jhe um alvo para RNAI de grande interesse.
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2. Objetivo geral

- Validar a funcéo do gene que codifica a esterase do hormdnio juvenil em D. saccharalis e T.

. licus, e avaliar o potencial da técnica de RNAI no controle destes insetos.
2.1 Objetivos especificos

- Identificar genes que codificam a esterase do hormonio juvenil nos transcritomas de

D. saccharalis e T. I. licus, e selecionar de sequéncias para validar por RNAI.

- Desenhar e sintezar moléculas de dsRNA especificas com base nas sequéncias

selecionadas para D. saccharalise T. I. licus.

- Avaliar a eficiéncia de silenciamento dos genes selecionados em D. saccharalise T. 1.

licus.

- Avaliar o efeito da entrega oral de moléculas de dsRNA na sobrevivéncia de D.

saccharalis e T. I. licus.
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3. Material e Métodos
3.1 Insetos

Larvas de instares intermediarios de T. I. licus foram coletadas diretamente de campos
de cana-de-agucar infestados. Devido a falta de informag&o sobre o nimero exato de instares
que a broca-gigante apresenta em condi¢des de laboratdrio, os experimentos foram conduzidos
usando larvas de pendltimo e ultimo instar. Estes instares sdo facilmente reconhecidos
observando o tamanho da cépsula cefélica () das lagartas duas mudas antes da fase de pré-pupa.
Dieta artificial (Anexo 1) foi utilizada nos bioensaios com larvas de T. I. licus (Figura 17A).

Para manutencdo dos insetos ap0os bioensaios, as lagartas foram mantidas em placas TPP de
fundo chato (Teratec) a 28 + 2 °C, 70 + 10% de umidade relativa e fotoperiodo de 12/12 h (C:E)

e alimentadas com pedacos de colmo de cana, substituidos a cada trés dias (Figura 17B).

Figura 17. Material usado para manutencgdo de T. I. licus e D. saccharalis. A) Broca-gigante em placas contendo
dieta artificial. B) Broca gigante em placas contendo colmo de cana-de-aglcar. C) Frascos erlenmeyer contendo
dieta artificial, para criacdo de brocas da cana.

Massas de ovos de D. saccharalis foram cedidas pelo Dr. Aldoméario Santo Negrisoli
Junior, pesquisador da Embrapa Tabuleiros Costeiros no estado de Alagoas. Os ovos foram
colocados em frascos tipo erlenmeyer de vidro de 125 mL (previamente autoclavados),
contendo 50 mL de dieta artificial. A boca dos frascos foi vedada com fibra de algodao (Figura
17C). Posteriormente, os frascos foram transferidos para B.O.D e mantidos a temperatura média
de 26° £ 2, umidade relativa a 70% e fotoperiodo de 12/12 h.

3.2 Identificacdo do gene da JHE nos transcritomas de D. saccharalis e T. I. licus

A partir dos transcritomas do intestino médio de T. I. licus e D. saccharalis, foram
identificadas sequéncias ort6logas ao gene que codifica para a esterase do horménio juvenil

(jhe-like). Para T. I. licus foram identificadas quatro sequencias e para D. saccharalis uma. Foi
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identificada a ORF de cada uma das sequéncias e a sequéncia de aminoacidos codificada para
cada ORF. Posteriormente, foi realizado um alinhamento com a sequéncia proteica dos genes
identificados e sequéncias reportadas para outros insetos nas bases de dados (GeneBank) do
NCBI. Para realizar o alinhamento foi utilizado o algoritmo Clustal Omega (Sievers et al.,
2011). Posteriormente, a arvore filogenética foi obtida usando o algoritmo de Neighbor-Joining
(Saitou e Nei, 1987) a partir das distancias calculadas por meio de a matriz de aminoacidos
Jones-Taylor-Thornton (JTT), usando o programa MEGA 7.0 (Kumar et al., 2016). A acurécia
da topologia da arvore filogenética foi avaliada por anélise de Bootstrap usando 500 repeticGes.

Com base nos resultados da analise filogenética, foram selecionados os transcritos que
apresentaram maior similaridade com o gene codificante para a esterase do horménio juvenil

(jhe) descrito para outros lepiddpteros. Finalmente, a caraterizagdo in silico da estrutura

primaria das proteinas preditas foi realizada usando a ferramenta Motif Scan (https://myhits.isb-

sib.ch/cgi-bin/motif _scan) do instituto suico de bioinformatica (SIB: Swiss institute of

bioinformatics). As figuras mostrando os principais motivos e dominios das sequéncias

selecionadas foram geradas pelo programa BioEdit versao 7.2.5 (Hall et al., 2011).
3.3 Extracdo de RNA e sintese de cDNA

Para a extracdo de RNA total dos insetos, partindo das diferentes fases de
desenvolvimento e dos insetos usados nos bioensaios, foi utilizado o reagente TRIZOL
(Invitrogen Life Technologies), de acordo com as instru¢des do fabricante. Os RNAs foram
tratados com DNasel para eliminar possiveis residuos de DNA genémico. Ap0s a etapa de
purificacdo, a qualidade e a integridade das amostras de RNA foram analisadas por eletroforese
em gel de agarose 1%. A concentracdo do RNA total foi determinada por espectrofotometria,
usando o equipamento NanoDrop2000 (Thermo Fisher Scientific). Quantidades equimolares de
2 pg de RNA foram usadas em todas as reacdes de sintese de cDNA fita simples, utilizando a
enzima transcriptase reversa M-MLV (Invitrogen Life Technologies) e Oligo-dT30, seguindo

as instrucoes do fabricante.
3.4 Desenho, sintese e teste de primers

Para o desenho e sintese dos primers foram utilizadas as sequéncias do gene jhe,
previamente identificadas para broca da cana e broca-gigante. Adicionalmente, a partir do
transcritoma de D. saccharalis, foram selecionadas sequéncias de seis genes constitutivos as

quais foram avaliadas como genes de referéncia em reacbes de qRT-PCR. Os genes de
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referéncia para T. |. licus foram selecionados a partir dos resultados de anélises realizadas por
De Assis Fonseca (2013).

O desenho dos primers para cada um dos genes selecionados foi realizado utilizando a

ferramenta PrimerQuest Tool (https://www.idtdna.com/Primerguest/Home/Index). Os

fragmentos para amplificar foram desenhados com tamanhos entre 140 e 160 pb, com o intuito
de evitar tamanhos muito diferentes a serem utilizados na qRT-PCR. A sintese dos primers foi
realizada pela empresa Macrogen Inc® (https://dna.macrogen.com/eng/). A lista completa dos
genes e as sequéncias dos primers, esta apresentada na tabela 5. O teste dos primers foi realizado
por PCR convencional, usando como molde o cDNA obtido de larvas de D. saccharalise T. I.
licus.

Tabela 5. Genes usados para as analises de expressao por gRT-PCR, com seus primers correspondentes. Fw:
corresponde ao primer senso. Rv: corresponde ao primer antisenso.

Especie Gene Nome dos | Sequéncia dos primers 5’ — 3’
primers
T. I. licus Proteina ribosomal S18 | FWTIRPS18q ACGGTGAAAATCCAGTTTGG
(RPS18) RVTIRPS18q GGACACGGATTCCCAGTAGA
T. I. licus Gliceraldeido-3-fosfato FWTIGADPHgq | AAAGTAAAGGAGGCCGCTGT
Desidrogenasse (GADPH) | RvTIGADPHg | CAGCAGCATACGAAGATGGA
T. I. licus Esterase do horménio | FWTIJHEq GTCAACATCGTTTCTGGATGG
juvenil (JHE) RvTIJHEqQ GCTGTTCCCGTTGTATAAGC
D. saccharalis | B-Actina (BAct) FwDsBActq ATGCAGAAAGAGATCACTGC
RvDsBactq GATCCACATCTGTTGGAAGG

D. saccharalis | Gliceraldeido-3-fosfato FwWDsGADPHq | CATCAAGCAGAAGGTCAAGG
Desidrogenasse (GADPH) | RvDSGADPHq | GTTGTCATTGAGTGAGATACCG
D. saccharalis | Proteina Ribosomal S10 | FwDsRPS10q TGATCGCTTCAGTGTTGCTG

(RPS10) Rv DsRPS10q TCTCAAATCCAGGGGTTACG
D. saccharalis | B-Tubulina (Btub) FwDsBtubq CAAGAACTCGTCCTACTTCGTC
RvDsBtubq CGGTGAACTGTTCCGAGATG
D. saccharalis | Ubiquitina (UBQ) FwDsUBQq TCTACACTACATCTTGTCTTGC
RvDsUBQq GGATACCTTCCTTGTCTTGG
D. saccharalis | Fator de elongacdo |l | FwDsE2Fq CGACTTCAGGAATCAAACGG
(E2F) RvDsE2Fq AGAGGAACACTTCTATCTCACC
D. saccharalis | Esterase do hormdnio | FwDsJHE(Q CCGAACACAGTACTTCCAAGG
juvenil (JHE) RvDsJHE(q ACAGGTGACGACTCACAAAG
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3.5 RT-PCR quantitativa (QRT-PCR)

Todas as reacdes de qRT-PCR foram realizas no termociclador CFX96 Touch™ Real-
Time PCR Detection System (Bio-Rad Laboratories, EUA), utilizando primers especificos para
cada gene (Tabela 5). Cada reacdo teve volume final de 10 pL, sendo 5 pL de SYBR Green
GoTag® qPCR Master Mix (Promega Corporation), 2 uL. de cDNA diluido 50 vezes a partir
do volume final de reacdo de sintese de cDNA; 2 uL de agua bidestilada e deionizada e 0,2 pM
de cada primer (senso e antisenso). O programa dos ciclos das reac6es foi o seguinte: 95 °C por
15 minutos, seguidos por 40 ciclos de incubagdes a 95 °C por 15 segundos e a 60 °C por 1
minuto. Ao final dos 40 ciclos, uma curva de dissociagéo para cada fragmento amplificado (60-
94 °C, acada 0,5 °C por 1 segundo) foi feita para verificar a possivel formacao de dimeros dos
primers ou contaminagdo na amostra. As reacGes de gRT-PCR foram feitas em triplicata
segundo as diretrizes de Broeders et al. (2014). Controles negativos contendo agua ao invés de

cDNA foram incluidos para verificar contaminagdes nas amostras.

A eficiéncia dos primers em cada reacdo foi calculada individualmente a partir do

programa qPCR miner (www.miner.ewindup.info), com o qual também foram recalculados o0s

valores de Cq (quantification cycle), usados posteriormente para avaliar a expressdo dos genes
de interesse (Zhao e Fernald, 2005). A andlise de estabilidade da expressdo de cada gene
constitutivo de D. saccharalis, foi realizada usando o algoritmo geNORM (Vandesompele et
al., 2002). Para esta anélise foram avaliadas 15 amostras de cDNA de diferentes condicdes,
incluindo as fases de desenvolvimento e tratamentos com dsRNA entregue por via oral e
microinjecdo. Foram selecionados os dois pares de primers que apresentaram o melhor indice
de estabilidade segundo 0 geNORM, e usados posteriormente como genes de referéncia para 0s

experimentos de qRT-PCR.

A analise de expressdo foi realizada utilizando o programa gbase plus (Biogazelle), por
meio da determinacdo da expressdo relativa normalizada, usando os parametros padrdo do
programa (Hellemans et al., 2007). A escala utilizada para representar as porcentagens de
expressdo foi estimada usando como referéncia a amostra com o maximo valor de expressao.
Desta forma, os valores de expressdo relativa 1 e 0, correspondem ao 100% e 0%,
respectivamente. A significancia estatistica entre tratamentos foi estimada aplicando a série
Taylor (TS: Taylor series), usando o programa REST2009 (Pfaffl et al., 2002). As figuras
representando os resultados de expressao foram realizadas usando o programa SigmaPlot 12.0

(Systat Programa Inc). Para comparar a eficiéncia do silenciamento, entre os diferentes
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tratamentos aplicados nos bioensaios para cada espécie, foi realizada a analise estatistica por
meio de ANOVA one way, seguida do teste de comparagdo multipla de Tukey (TSD), usando

as médias das porcentagens de reducdo relativa do gene jhe.
3.6 Determinacéao do perfil de expressdo do gene jhe

O perfil de expressdo do gene jhe em D. saccharalis (Dsjhe) e T. I. licus (Tljhe) foi
determinado ao longo do ciclo de vida dos dois insetos, assim como entre os tecidos intestino e
carcaga de larvas de ultimo instar. Extragdo de RNA total e sintese de cDNA foi realizada para
D. saccharalis, nas fases de ovo, neonato, larva de terceiro instar, larva de penultimo (quinto)
instar, e ultimo (sexto) instar, pré-pupa, pupa e adulto. Para T. I. licus foi realizado o mesmo
procedimento, para as fases de larva de penultimo instar, larva de Ultimo instar, pré-pupa, pupa
e adulto. Da mesma forma, foi obtido separadamente o cDNA do intestino médio e da carcaga,
de larvas de pendltimo instar de ambos insetos. Posteriormente, a expressdo do gene jhe foi
quantificada por qRT-PCR entre as diferentes amostras de cDNA. Para cada extracdo foram

utilizados 5 individuos e cada uma foi realizada em triplicata.
3.7 Desenho e sintese do molde para dsRNA

O desenho dos primers foi realizado usando o programa PrimerQuest, com base na
avaliagdo de sequéncia realizada usando o programa BLOCK-iT™ RNAi Designer

(http://rnaidesigner.invitrogen.com/rnaiexpress), que analisa as sequéncias e indica regides com

maior probabilidade de sucesso para experimentos de RNAI. Os primers desenhados para o
gene Tljhe, foram 5 TATCCTGCGATGAAGGTTGC 3 e 5
CCATCCAGAAACGATGTTGAC 3, das fitas senso e antisenso respectivamente. Os primers
desenhados para o0 gene Dsjhe 5° AGACATTAGAGCAGCGTTGAG 3 e 5
ACCGATGGCACGAATACAG 3’ das fitas senso e antisenso respectivamente. A sequéncia
do promotor de transcricao T7 (5> TAATACGACTCACTATAGGGAGA 3’), requerida para a
sintese de dsRNA, foi adicionada no inicio da extremidade 5° de cada uma das sequencias de

oligonucleotideos.

Os fragmentos de DNA foram amplificados por PCR nas seguintes condicdes: 2 pL de
cDNA obtido fase larval de cada inseto, diluido 50 vezes a partir do volume final da reacéo de
sintese de cDNA, tampéo de PCR 1X, 0,4 mM de dNTP mix, 3 mM de MgCl2, 0,48 uM de
primers; 2,5 U da enzima Tag DNA polimerase Ludwig Biotec, em um volume final de 20 pL.

Os pardmetros usados para os ciclos de amplificagdo foram os seguintes: 95 °C por 5 minutos,
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seguido de 30 ciclos de 95 °C por 30 segundos, 60 °C por 30 segundos, 72 °C por 30 segundos
e extensdo final a 72 °C por 5 minutos. Cada produto de PCR foi visualizado em gel de agarose
1%, e o fragmento especifico de cada gene foi purificado utilizando o kit QIAquick Gel
Extraction Kit (Qiagen), de acordo com as instrucdes do fabricante. Em seguida o DNA
purificado foi quantificado no espectrofotdmetro NanoDrop2000 (Thermo Fisher Scientific). O
material purificado foi clonado em vetor pGEM®-T Easy utilizando a enzima ligase T4
(Promega Corporation), de acordo com as instrucdes do fabricante. Aliquotas de 15ng do
produto da ligacdo foram utilizadas para transformar células de E. coli OmniMAXTM. Apos a
transformacéo, foi realizada a extracdo do DNA plasmidial usando o kit Plasmid Mini Kit
(Qiagen) e as amostras foram encaminhadas para sequenciamento e confirmacdo da sequéncia
de DNA. Adicionalmente, foi realizada a extracdo do DNA plasmidial por meio de lise alcalina
(Ahn et al., 2000), para obter quantidades suficientes de DNA molde para a reagdo de
transcricdo do dsRNA. O DNA molde foi obtido por PCR usando DNA plasmidial e os primers

especificos mencionados no paragrafo anterior.
3.8 Expressao in vitro das moléculas de dsRNA

A sintese de dsRNA foi realizada utilizando 2 pg de produto de PCR como molde para
um volume total da reacéo de transcri¢édo de 20 uL, conforme o protocolo do kit MEGAscript®
T7 High Yield (Ambion). A reacéo foi incubada por 16 horas a 37 °C, seguido por tratamento
com DNase I (Invitrogen) por 15 minutos. Os produtos da reagdo foram incubados a 70 °C por
5 minutos e resfriados em temperatura ambiente para permitir o anelamento das fitas
complementares de RNA. Para purificacdo dos produtos da transcricao seguiu-se uma extracao
com fenol/cloroférmio e subsequente precipitacdo com alcool isopropilico, conforme descrito
no protocolo do fabricante. O dsRNA foi dissolvido em tampéo Tris 10 mM (pH 8,0) diluido
em &gua trada com DEPC. A quantificagdo foi obtida por espectrofotometria e a integridade das

moléculas de dsRNA foi analisada por eletroforese em gel de agarose 1%.
3.9 Bioensaios com D. saccharalis e T. licus licus

Para a realizacdo dos bioensaios, foram testadas duas formas de entrega do dsRNA:
microinjecdo e administracdo oral por meio de dieta artificial. Para o procedimento de
microinjecéo, larvas de penultimo instar foram previamente mantidas em gelo por 15 minutos
para reduzir o seu metabolismo. A microinjecdo foi realizada com microsseringa (Hamilton

Co.), tipo Gastight com conexao Luer (LT), modelo 1701LT, volume 10 pL, com agulha de 51
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mm, gauge 26S, estilo de ponta 4 e bisel de 12° (Allcrom). A regido dos pseuddpodes foi
escolhida para a microinjecdo, tomando cuidado para ndo deixar extravasar a hemolinfa e ndo
perfurar o intestino. Duas solugdes de controle foram utilizadas: uma contendo Tris 10 mM (pH
8,0) e outra contendo moléculas de dsGFP.

O procedimento de entrega oral por meio de dieta artificial esteril, consistiu na aplicacéo
das solucdes de dsRNA ou das solucdes controle sobre pedacos de dieta solida em forma de
cubo com dimensdes de 1 cm®. Larvas de penultimo instar, colocadas previamente em jejum
durante 24 h, foram depositadas individualmente em placas com seis pogos (em bioensaios com
a broca-gigante) e com 12 pocos (em bioensaios com a broca da cana), até consumirem
totalmente os pedacos de dieta adicionados de dsRNA ou solucdo controle (Figura 18). Depois
de tratados, tanto por microinjecdo quanto por entrega oral, os individuos foram transferidos
para dieta artificial pura e mantidos a 28 + 2 °C, 70 £ 10% de umidade relativa e fotoperiodo

de 12/12 h (C:E). Todos os experimentos foram realizados em triplicatas utilizando 4 larvas em

cada réplica.

Figura 18. Placas usadas para o bioensaio com moléculas de dsRNA em larvas de D. saccharalis (A) e larvas de
T. . licus (B). A figura apresenta 0 momento no qual pedacos de dieta contendo moléculas de dsRNA sdo
administradas para as larvas.

3.9.1 Avaliacéo da quantidade de dsRNA 6tima

Seguindo os procedimentos de entrega oral e microinjecédo descritos para os bioensaios,
foram testadas diferentes quantidades de dsRNA para avaliar a dose Otima do efeito de
silenciamento. Quatro larvas do penultimo instar foram usadas como unidade experimental,
tanto para D. saccharalis quanto para T. I. licus. As quantidades de dsRNA testadas foram 0,1
Mg, 0,5 ug, 1 ug, 5 pge 10 pg. Os insetos foram coletados 72 horas ap6s o tratamento. De cada
unidade experimental, foram coletados os insetos inteiros e extraido RNA total, para posterior

sintese de cDNA e andlise da expressdo do gene jhe por gRT-PCR.
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3.9.2 Avaliacdo do tempo 6timo para o efeito de silenciamento

Diferentes tempos de incubacdo do bioensaio foram avaliados, visando determinar o
tempo Otimo e a persisténcia do efeito de silenciamento. Esta andlise foi realizada
exclusivamente para os bioensaios utilizando a entrega oral do dsSRNA. Insetos tratados com 1
Kg de dsRNA, foram coletados 24, 48, 72, 120 e 168 horas ap6s o tratamento. A hora zero foi
designada como 0 momento no qual o inseto consumiu totalmente o pedaco de dieta adicionado
no tratamento. De cada unidade experimental, foram coletados os insetos inteiros e extraido

RNA total, para posterior sintese de cDNA e analise da expressdo do gene jhe por qRT-PCR.
3.9.3 Avaliacdo da resposta localizada de silenciamento no intestino

Para avaliar a eficiéncia de silenciamento localizada no intestino médio de D.
saccharalis e T. I. licus, e compara-la com a eficiéncia do silenciamento sistémico, foram
tratadas 4 larvas de penultimo instar de cada inseto, por meio de entrega oral do dsRNA,
conforme ao procedimento mencionado anteriormente no texto. Foram testadas as seguintes
quantidades de dsRNA: 0,1 pg, 1 pug e 10 pg. Os insetos foram coletados 72 horas apos a
ingestdo total da dieta contendo as moléculas de dsRNA. Em seguida, foi extraido
separadamente RNA total da carcaca e do intestino, para posterior sintese de cDNA e validacao

da expressao do gene jhe por gRT-PCR.
3.9.4 Avaliacdo do efeito fenotipico produzido pelo silenciamento do gene jhe

Para observar o efeito fenotipico associado ao silenciamento do gene jhe em D.
saccharalis e T. I. licus, larvas de pendltimo e Gltimo instar das duas espécies foram tratadas
pela entrega oral das moléculas de dsSRNA. A unidade experimental foi constituida por 15 larvas
e foram testadas duas quantidades de dsRNA (0,5 ug e 5 pg), cada uma aplicada duas vezes,
num intervalo de 96 horas depois da ingestdo total da dieta contendo a primeira dose de
aplicagéo (hora zero). O experimento foi monitorado diariamente durante 20 dias, avaliando-se
a mortalidade dos individuos e aparicdo de deformacdes morfoldgicas na larva ou na pupa. Em
adicdo como parte da avaliacdo fenotipica, no décimo dia apds a hora zero, foi medido o
comprimento total de cada larva. Para anélise estatistica foi utilizado ANOVA one way, seguida
do teste de comparagdo multipla de Tukey (TSD). Além disto, as alteragdes morfoldgicas foram
registradas por meio de imagem digital, usando a camera digital da lupa Leica DFC310 FX

(Leica Microsystems, Alemanha). O experimento foi realizado com trés repeticGes.
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4. Resultados e Discusséo
4.1 ldentificacdo dos genes jhe nos transcritomas de D. saccharalis e T. I. licus

Foram identificadas trés e quatro sequéncias jhe-like, nos transcritomas de intestino de
D. saccharalis e T. I. licus, respectivamente. Nenhuma das sequéncias apresentou ORF
completa. Entretanto, foi possivel classificar os genes por meio da reconstrucdo filogenética,
usando as sequéncias proteicas parciais dos transcritos identificados. A arvore filogenética
apresentou cinco grupos monofiléticos: JHEs de lepiddpteros, JHEs de coledpteros, JHES de
himendpteros, JHEs de dipteros e outras esterases (ndo especificas para o JH) descritas em

lepidopteros (Figura 19).

Com base na analise filogenética, observou-se que apenas um dos transcritos
identificados no transcritoma de D. saccharalis agrupou-se no clado das JHEs de lepiddpteros.
Em contrapartida, trés dos quatro transcritos identificados no transcritoma de T. I. licus foram
identificadas como JHESs especificas de lepiddpteros. Devido a inexisténcia de um genoma de
referéncia para a broca-gigante, ndo foi possivel afirmar se os transcritos identificados como
JHEsem T. 1. licus, sdo produtos de duplicagdo génica ou isoformas de genes ndo monofiléticos.
Contudo, o grau de similaridade entre as sequéncias sugere que as sequéncias TIJHE-likeX4 e
TIJHE-likeX1 sejam produtos de duplicacdo de genes, entanto a sequéncia TIJHE-likeX2

poderia ser ndo monofilética.

Um modelo para a duplicacéo génica da JHE em Lepidoptera foi reportado recentemente
por Kontogiannatos et al. (2016), propondo uma duplicacéo inicial do gene jhe por splicing
alternativo e a posterior duplicacdo dessas duas cdpias por meio de grandes delecdes,
produzindo isoformas menores do gene. Um aspecto importante do fendmeno de multiplicacdo
génica, é a expressao diferencial de algumas dessas isoformas nos estadios finais da fase larval.
A expresséo diferenciada das isoformas do gene jhe pode estar relacionada com um modelo de
regulacao do JH, ainda mais elaborado do que o conhecido atualmente. Porém, para se entender
melhor o mecanismo de degradacdo do JH, é necessario identificar a presenca de outras
isoformas do JHE, nos genomas de outros lepidopteros, e validar sua expresséo e funcdo em

diferentes fases de desenvolvimento do inseto.
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Figura 19. Arvore filogenética construida usando o algoritmo Neighbor-Joining, das esterases do hormdnio juvenil
(JHEs) descritas em Lepidoptera e em outros insetos, além de outras esterases descritas em lepidépteros. Os
transcritos similares a JHEs identificados nos transcritomas do intestino de D. saccharalis e T. I. licus estdo
representados pelas abreviaturas DsaJHE-like e TIiJHE-like respectivamente. As caixas vermelhas indicam os
genes selecionados para validacdo por RNAI. As abreviaturas das demais sequéncias com seu respectivo nimero
de acesso e 0 nome completo da espécie, sdo as seguintes: SnoJHE1, ABW24129.1 (Sesamia nonagrioides);
TniJHE, Q7M4E5 (Trichoplusia ni); BmoJHEL, NP_001037027.1 (Bombyx mori); MseJHE, AJR27471.1
(Mythimna separata); HviJHE, AAC38822.1 (Heliothis virescens); MsexJHE, AAG42021.2 (Manduca sexta);
OfuJHE, OACB12192.1 (Ostrinia fuscidentalis); HarJHE, AEB77712.1 (Helicoverpa armigera); SIiJHEL,
XP_022832867.1 (Spodoptera litura); CfuJHE, AAD34172.1 (Choristoneura fumiferana); DmeJHE,
AAKO07833.1 (Drosophila melanogaster); CquJHE XP_001863697.1 (Culex quinquefasciatus); AaeJHE,
AAELO005200-PA (Aedes aegypti); AmeJHE, AAU81605.1 (Apis melifera); AroJHE, BAD91554.1 (Athalia
rosae); TcaJHE, BAJ10679.1 (Tribolium castaneum); TmoJHE, AAL41023.1 (Tenebrio molitor); PhiJHE,
BAE94685.1 (Psacothea hilaris); DrhiJHE, ATS94112.1 (Dendroctonus rhizophagus); BmoCCE, BAI66485.1
(Bombyx mori); HarCCE, ADF43475.1 (Helicoverpa armigera); BmoAE, NP_001104822.1 (Bombyx mori);
ChoCEE3, ACR56068.1 (Cochliomyia hominivorax). CCE: Familia das Carboxil-coline-esterases. AE: Alfa
esterase. CEE3: Carboxil-esterase E3.

No presente trabalho, foi caracterizada a expressdo e possivel funcdo de uma das
isoformas do JHE. Para D. saccharalis foi escolhida a sequéncia DsaJHE-likeX2, a qual
apresentou homologia com outras JHEs em lepidopteros. A ORF desta sequéncia esta
constituida por 885 pb que codificam para uma proteina parcial de 295 aminoacidos. Para fins
praticos esta sequéncia foi aqui renomeada para Dsjhe. Da mesma forma, para T. I. licus foi
selecionada a sequéncia THJHE-like X4, a qual apresentou a ORF mais completa das trés
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sequéncias identificadas como JHE para esse inseto. A ORF de 1464 pb, codifica para uma
proteina parcial de 487 aminoacidos. Esta sequéncia foi nomeada Tljhe. A sequéncia dos genes

selecionados pode ser encontrada no anexo II.

As sequéncias de aminoécidos DsJHE e TIJHE foram alinhadas com as sequéncias da
JHE previamente caracterizadas em H. armigera (Chikate et al., 2016) e S. nonagrioides
(Kontogiannatos et al., 2013) (Figura 20).
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Figura 20. Alinhamento das sequéncias de aminoécidos das JHEs de H. armigera (HarJHE), S. nonagrinoides
(SnoJHE), T. I. licus (TIJHE) e D. saccharalis (DsJHE). O motivo GQxXG, conservado em todas as JHESs descritas
em insetos, esta indicado na caixa vermelha. Os asteriscos (*) indicam os trés residuos da triade catalitica (Ser-
203, Glu-334, His-448), conservados na familia das esterases.
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A estrutura primaria da JHE de D. saccharalis apresentou maior identidade com a JHE
de S. nonagrioides. Entretanto, a sequéncia de T. I. licus teve maior identidade com a JHE de
H. armigera. Na estrutura primaria de DsJHE e TIJHE, foram identificados os dois motivos
principais do sitio catalitico, conservados em todas as JHES: a denominada triade catalitica (Ser-
203, Glu-334, His-448) e o motivo GQxxG situado nove aminoacidos antes da serina catalitica
na posicao 203 (Kamita et al., 2003). A histidina na posicao 448 nao foi identificada na JHE de
D. saccharalis devido a auséncia da sequéncia na porcao final.

Para fins de validacdo funcional dos genes Dsjhe e Tljhe, e avaliagdo do potencial para
uso no controle da broca da cana e da broca-gigante por meio de RNAI, ndo foi necessario obter
a sequéncia completa dos genes. A regido da sequéncia obtida dos transcritomas contém a
informacdo necesséria para identificar os genes como JHESs e para desenhar as moléculas de
dsRNA. Porém, visando a caracterizagdo molecular completa dos genes que codificam a JHE
nestes insetos, a obtencdo da ORF completa deve ser prioridade em futuros experimentos, por
meio de 3’ 5° RACE (Rapid amplification of cDNA ends), para complementar os dados do
presente trabalho.

4.2 Extracdo de RNA

O RNA total extraido das diferentes fases de desenvolvimento de D. saccharalise T. I.
licus apresentou qualidade (Figura 21) e quantidade (>2 pg) suficientes para sintetizar os
cDNAs. Em seguida, os cDNAs sintetizados foram utilizados nos testes para otimizagdo dos
primers e para a avaliacdo do perfil de expressao do gene jhe. Da mesma forma, o RNA total
extraido de diferentes tecidos (carcaca e intestino) de larvas de penaltimo instar, foi extraido

com sucesso, para posterior avaliacdo da expressao do gene jhe no intestino.

.
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Figura 21. Resultado da eletroforese em gel de agarose 1%, mostrando as amostras de RNA total extraido das
diferentes fases de desenvolvimento de: A) D. saccharalis e B) T. I. licus. 1) Ovo. 2) Larva neonata. 3) Larva de
terceiro instar. 4) Larva de pendltimo instar. 5) Larva de Gltimo instar. 6) Pré-pupa. 7) Pupa. 8) Adulto. Foi utilizado
como marcador de peso molecular o 1Kb Plus Ladder (Invitrogen).
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4.3 Analise de estabilidade para os genes de referéncia em D. saccharalis

A partir da andlise de estabilidade realizada com o programa geNorm, foram
selecionados 0s genes S-actina e rps10 como genes de referéncia para todos 0s experimentos
de qRT-PCR realizados em D. saccharalis. Esses dois genes apresentaram um valor de M
menor que 0,5 (Figura 22), que segundo (Vandesompele et al., 2002) indica os valores 6timos
(M<0,5) de estabilidade para experimentos de gRT-PCR.
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Figura 22. Resultado do geNorm mostrando o indice de estabilidade M dos genes de referéncia avaliados em D.
saccharalis. UBQ: Ubiquitina. E2F: fator de elongagdo Il. gtub: B-tubulina. GADPH: Gliceraldeido-3-fosfato
Desidrogenasse. pAct: B-Actina. RPS10: Proteina ribosomal S10.

Em estudos prévios foram avaliados satisfatoriamente os genes de referéncia rpsl18
(proteina ribosomal S18) e GADPH, em experimentos de RNAI e expressdo diferencial de
genes no intestino de D. saccharalis. (Yang et al., 2010; Yang et al., 2011). Contudo, até o
momento ndo existe publicacdo mostrando uma analise de estabilidade génica usando mais de
dois genes de referéncia testados em diferentes condicBes experimentais. Assim, os dados
gerados em nosso estudo, além de contribuir para a expansao do banco de dados de genes de
referéncia para D. saccharalis, permitiram o desenho experimental de RNAIi com alta

confiabilidade para aplicacdo na avaliacdo da expressdo génica por qRT-PCR.
4.4 Determinacdo do perfil de expressao do gene jhe

O perfil de expressdo do gene jhe em diferentes fases de desenvolvimento de D.
saccharalis e T. I. licus, exibiu resultados similares. A partir dos oito estagios de
desenvolvimento avaliados em D. saccharalis, foram formados cinco grupos significativamente
diferentes (Valor P < 0,05. TS test) entre si (Figura 23A). A expressdo maxima do gene foi

observada na fase de pré-pupa. As fases de pupa e adulto exibiram uma leve diminuicdo da
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expressao em relacdo a pré-pupa, formando o segundo grupo. O terceiro grupo foi formado por
trés dos quatro instares larvais avaliados. Larvas de terceiro, penultimo e ultimo instar nao
apresentaram diferencas significativas entre eles, mas encontraram-se menos expressos do que
as fases posteriores do ciclo de vida do inseto. Finalmente, as fases de neonato e de ovo
formaram os ultimos dois grupos, sendo a fase de ovo na qual foi detectado 0 minimo valor de

expressao.
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Figura 23. Perfil de expressdo do gene jhe nos diferentes estagios de desenvolvimento de: A) D. saccharalis e B)
T. I. licus. As letras acima das barras representam os diferentes grupos com diferencas estatisticamente
significativas entre si (Valor P < 0,05; TS test). L3: Larva de terceiro instar. L5: Larva de penultimo instar. L6:
Larva de ultimo instar. O valor de expresséo relativa 1 corresponde ao 100% de expressdo do gene.

De forma similar com o visto nas analises de expressdo em D. saccharalis, no perfil de
expressdo do gene Tljhe em T. I. licus foram observados trés grupos com diferencas
significativas (Valor P < 0,05. TS test) entre si (Figura 23B). As fases de pupa e pré-pupa
formaram o primeiro grupo, com o maior valor de expressdo do gene Tljhe. O segundo grupo

foi formado pela fase de adulto, e o terceiro grupo formado pelas duas ultimas fases larvais, que
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apresentaram o menor valor de expressdo. De forma geral, observou-se um padrdo no perfil de
expressdo do jhe nos dois insetos, caracterizado por um aumento na transcricdo do gene
conforme o ciclo de vida do inseto avanca. Este resultado estd em concordancia com o reportado
sobre os niveis do JH ao longo do ciclo de vida dos insetos, uma vez que os niveis de JHE séo,

em teoria, inversamente proporcionais aos niveis de JH (Cheong et al., 2015).

Perfis de expressdo diferentes aos observados neste trabalho foram descritos
anteriormente em outros lepiddpteros como H. armigera (Vatanparast et al., 2017) e Plutella
xylostella (Gu et al., 2015). Em H. armigera, o padrdo de expressdo do gene jhe nos ultimos
trés instares larvais é similar ao observado na fase de pupa, enquanto que para ovos, duas
primeiras fases larvais e adultos, a expressao do gene foi menor. Por outro lado, em P. xylostella,
a maior expressdo foi observada no quarto instar larval, enquanto que nas outras fases do ciclo
de vida, o gene jhe foi encontrado regulado negativamente. Um padrdo ainda mais especifico
foi encontrado na mariposa Adoxophyes honmai, onde os niveis de expressdo do gene jhe
apresentam diferencas significativas inclusive em momentos diferentes de uma mesma fase
larval (Saito et al., 2015).

A variabilidade intraespecifica do gene jhe nas fases larvais dos lepidopteros foi
rigorosamente estudada no bicho da seda por Cheng et al. (2014), avaliando a expressdo de
quatro cdpias do gene jhe, em diferentes tempos do crescimento larval do inseto. Foram
observadas grandes variagdes na expressao de duas copias do gene, em fungdo dos momentos
especificos de jejum (pré-ecdise e pds-ecdise), assim como dos periodos intermédios de
alimentacdo. Resultados similares foram observados em S. nonagrioides, que apresenta quatro
cdpias do gene jhe. Cada coOpia apresenta um padrdo de expressdo diferente quando avaliado

em diferentes dias dos Gltimos dois instares larvais (Kontogiannatos et al., 2016).

Os padrdes de expresséo do gene jhe, observados em D. saccharalis e T. I. licus, podem
estar relacionados com as variacOes intraespecificas descritas anteriormente. Porém, é preciso
primeiramente identificar e caracterizar as outras isoformas para tirar conclusdes mais precisas
sobre o perfil de expressdo das copias do gene jhe nos insetos estudados no presente trabalho.
Contudo, podemos inferir que a maxima expressdo observada nas fases de jejum (pupa e pré-
pupa) da broca da cana e a broca-gigante, pode ser devido & participacdo do JHE na degradacéo

do JH, como parte da preparagéo do inseto para iniciar a metamorfose.
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O perfil de expressdo também foi avaliado para os tecidos intestino e carcaca em larvas
de penultimo instar. Somente o gene Tljhe de T. I. licus apresentou diferencas significativas,
encontrando-se levemente sub-expresso no intestino. Diferentemente, o gene Dsjhe de D.
saccharalis ndo apresentou diferencas significativas entre os dois tecidos (Figura 24). Segundo
0 reportado em outros insetos, 0 gene jhe é expresso principalmente nos corpos gordurosos (Bai
et al., 2007; Mackert et al., 2008; Gu et al., 2015). Porém, trabalhos mais recentes tém
demostrado expressdo do gene jhe no intestino de alguns lepidopteros (Cheng et al., 2014;
Vatanparast et al., 2017).
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Figura 24. Expressdo do gene jhe no intestino de D. saccharalis e T. I. licus, em referéncia a carcaca. Os asteriscos
(***) representam o nivel de significancia estatistica (Valor P < 0,001. TS test) entre as amostras de intestino e
carcacga de T. I. licus. O valor de expressao relativa 1 corresponde ao 100% de expresséo do gene.

Embora a produgdo do horménio juvenil esteja restrita ao cérebro, recentemente foi
comprovado que a atividade deste horménio pode ter um papel regulatério em tecidos
especificos. Em D. melanogaster, a atividade localizada do JH nas células do intestino, regula
0s processos de crescimento e diferenciacéo celular (Rahman et al., 2017). Da mesma forma,
as enzimas que regulam as concentra¢Ges do JH no organismo, podem ser expressas de forma
localizada. Destaca-se o estudo realizado em B. mori por Cheng et al. (2014), no qual foi
encontrada uma copia do gene jhe expressando-se especificamente em intestino e tabulos de
Malpighi. Este tipo de fendbmeno geralmente conduz a uma especializagcdo funcional das
diferentes isoformas de um determinado gene. No caso das JHEs em lepiddpteros, a presenca
de variantes do JH pode ter impulsado a diversificagdo dos genes jhe e seus consequentes

padrbes de expressao localizada (Noriega, 2014).
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No presente estudo, de acordo com o resultado obtido para o perfil de expresséo do gene
jhe em funcédo do tecido, podemos concluir que os genes Dsjhe e Tljhe ndo sdo expressos de
forma especifica no intestino. Visando a supressdo destes genes por RNAI, o aspecto
mencionado € importante porque o efeito de silenciamento pode ser avaliado de forma

localizada (nas células do intestino) e sistémica (no individuo inteiro).
4.5 Sintese in vitro das moléculas de dsRNA

Duas sequéncias de dsSRNA foram desenhadas por meio de estudo in silico, uma
para o gene Tljhe (dsTljhe) com um tamanho total de 303 pb (Figura 25A), e outra para 0 gene
Dsjhe (dsDsjhe) com um tamanho total de 357 pb (Figura 25B). As sequéncias dsDsjhe e
dsTljhe foram desenhadas proximas a regido nao traduzida 3" (Anexo IlI), que representa a
regido menos conservada do gene jhe em insetos, oferencendo maior especificidade para
desenhar moléculas de dsSRNA (Kamita et al., 2003). Posteriormente, a probabilidade de efeito
ndo alvo na cana-de-aglcar ou em outros insetos foi avaliada, sendo preditos 53 e 79 possiveis
SiRNAs, a partir das sequéncias dsDsjhe e dsTljhe, respectivamente. Nao foram identificados
genes alvos com complementaridade total aos siRNAs preditos das duas sequéncias. Apds a
confirmagéo da clonagem por PCR e sequenciamento do produto purificado, foram sintetizadas

e purificadas in vitro as moléculas de dsRNA.
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Figura 25. Resultado da eletroforese em gel de agarose 1%, mostrando os fragmentos purificados de dsRNA,
sintetizados in vitro para serem usados nos bioensaios com D. saccharalis e T. I. licus. A) dsTljhe. B) dsDsjhe. O
rendimento médio da expressao in vitro das moléculas de dsRNA foi de 80 g por reacéo.
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4.6 Bioensaios em D. saccharalis e T. licus licus
4.6.1 Determinacéo da quantidade 6tima de dsSRNA

Inicialmente, foram realizados bioensaios com a finalidade de conhecer o efeito de
diferentes quantidades de dSRNA sobre a expressao do gene jhe em D. saccharalis e T. I. licus,
usando os métodos de entrega por via oral e por microinjecdo. O efeito de silenciamento foi
considerando quando houve regulacdo negativa da expressédo do gene jhe nos insetos tratados
com dsTljhe ou dsDsjhe, em relacdo aos insetos tratados com dsGFP (controle negativo). O
efeito do silenciamento em T. I. licus, considerando a administracdo de diferentes quantidades
de dsTljhe, foi significativamente maior com o0 método de entrega oral, em compara¢do com o
método de microinjecdo. Das cinco quantidades de dsTljhe testadas por entrega oral, 0s
tratamentos com 0,5 ug, 1 pg, 5 g e 10pg induziram a diminuigdo da expressao do gene Tljhe
(Figura 26A). Nos insetos microinjetados, s6 foi observado efeito de silenciamento do gene
Tljhe com 10 pug de dsTljhe (Figura 26B). No tratamento com moléculas de dsGFP nao foram
observadas diferencas significativas em referéncia ao tratamento controle com Tris 10mM (pH
8,0), tanto para a entrega oral quanto para a microinjecdo. Desta forma, concluiu-se que a
administracdo de dsGFP ndo interfere com a expressao enddgena do gene Tljhe, portanto, a

molécula de dsGFP foi considerada apropriada para nosso desenho experimental.
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Figura 26. Expressao relativa do gene jhe de T. I. licus, em resposta a administracdo de moléculas de dsRNA por
meio de: A) Entrega oral e B) Microinjecdo. Os asteriscos (***) representam o nivel de significncia estatistica
(Valor P < 0,001; TS test), entre as amostras de insetos tratados com dsTljhe e as amostras controle tratadas com
dsGPF, para cada dose de dsRNA respectivamente. Nenhum dos insetos tratados com as diferentes doses de dsGFP
apresentou diferencas significativas em relacdo aos insetos controle, tratados com Tris 10mM (pH 8,0). O valor de
expressdo relativa 1 corresponde ao 100% de expressdo do gene.
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Nos bioensaios com D. saccharalis, observou-se efeito de silenciamento usando 1 pg, 5
pg e 10 pg de dsDsjhe, entregue por via oral (Figura 27A). Por outro lado, no tratamento por
microinjecdo, somente com 10 pg de dsDsjhe foi observada diminuigdo da expressdo do gene
Dsjhe (Figura 27B). Porém, para as duas formas de entrega do dsRNA, também foram
observadas diferencas significativas entre os grupos tratados com 1 ug, 5 pug e 10 pg de dsGFP,
em relacdo aos individuos controle com Tris 10mM. Ou seja, as moléculas de dsGFP, em
determinadas concentracOes, alteram a expressdo do gene jhe de D. saccharalis, dificultando,

mas ndo impossibilitando a interpretacdo dos resultados de gRT-PCR.
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Figura 27. Expresséo relativa do gene jhe de D. saccharalis, em resposta & administragdo de moléculas de dsRNA
por meio de: A) Entrega oral e B) Microinjegdo. Os asteriscos (*) representam o nivel de significancia estatistica
(**: Valor P<0,01, ***: Valor P<0,001; TS test), entre as amostras de insetos tratados com dsDsjhe e as amostras
controle tratadas com dsGFP, para cada dose de dsSRNA respectivamente. Os asteriscos sublinhados (*) indicam
diferengas significativas entre as amostras dos individuos tratados com uma determinada dose de dsGFP, e os
individuos controle tratados com Tris 20mM (pH 8,0). O valor de expresséo relativa 1 corresponde ao 100% de
expressao do gene.

O efeito de moléculas de dsRNA sobre genes ndo alvo tem sido comprovando em
insetos, embora as possiveis causas, continuam sendo motivo de discussdo. Uma das hipoteses
é que a resposta imune a moléculas de dsRNA podem regular a expressdo de genes envolvidos
em diferentes processos das células (Nunes et al., 2013). Provavelmente, o efeito observado em
D. saccharalis ndo foi igualmente observado em T. I. licus devido a raz&o entre quantidades de

dsRNA administrado e o peso do individuo, sendo maior para broca-da-cana.

Para T. I. licus, a maior porcentagem de reducdo relativa de expressdo (PRR) foi
observada usando 10 pg de dsTljhe, administrada por via oral (77,6% % 6,6). As quantidades
0,5 ug, 1 pug e 5 pg dsTljhe entregue por via oral e 10 ug aplicadas por microinjecdo, nao
apresentaram diferencas significativas entre si, mostrando uma PRR de 55% + 4,3. Finalmente,

nédo foi observado efeito de silenciamento (PRR=0%) usando as quantidades 0,1 pg de dsTljhe
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administrado por viaoral, e 0,1 pg, 0,5 pug, 1 g e 5 pg aplicadas por microinjecao. Nas analises
estatisticas realizadas para D. saccharalis foram observados quatro grupos com diferencas
significativas. O primeiro grupo, com os valores mais altos de PRR (55,5% = 4,4), foi formado
pelos tratamentos: 10 pg de dsDsjhe aplicadas por microinjecéo e 5 ug e 10 pg aplicadas por
entrega oral. O segundo e o terceiro grupo foram formados pelas quantidades de dsDsjhe 1 g
(39,8% £ 4,1) e 0,5 ug (18,6% = 5,6) respectivamente, as duas administradas por via oral. O
grupo composto pelos demais tratamentos, 0,1 pg, 0,5 pg, 1 pug e 5 pg de dsDsjhe aplicadas por
microinjecédo e 0,1 pug administrados por via oral, apresentou um PRR de 0%.

De modo geral, para os bioensaios com o0s dois insetos, observou-se que o método de
entrega por microinjecdo € menos eficiente que o de entrega via oral, visto que neste ultimo
método foi observada reducdo da expressdo do gene jhe a partir 0,5 pg, enquanto que pelo
método de microinjec¢do s6 a maior quantidade produziu o mesmo efeito. Ademais, o efeito de
silenciamento observado por microinjecdo utilizando 10 pg pode néo refletir um efeito direto
do dsRNA especifico para jhe. Isto deve-se a que concentracbes muito altas (>6 pg/ul) de
dsRNA microinjetado diretamente na hemolinfa do inseto, pode gerar respostas celulares que
afetem indiretamente a expressdo de mais de um gene (Scott et al., 2013).

Os resultados reportados neste estudo contradizem o demonstrado historicamente em
Lepidoptera, ordem na qual o silenciamento por administracdo oral das moléculas de dsSRNA
tem se mostrado menos eficiente que o silenciamento por microinjecéo (Terenius et al., 2011).
Porém, como sera discutido posteriormente neste trabalho, baseados no efeito fenotipico e
comportamental exibidos em larvas de T. I. licus, esta aparente resposta de RNAI sistémico a
partir da ingestdo de moléculas de dsRNA pode estar associado a um efeito indireto do efeito
de silenciamento localizado no sistema digestivo do inseto. Contudo, € importante destacar que
foram necessérias quantidades muito altas para se observar uma resposta de silenciamento nas
duas espécies. A resposta diferencial da eficiéncia do RNAI entre lepiddpteros e outras ordens
de insetos, em funcdo da quantidade de dsRNA administrada, € um fato bem descrito na
literatura (Terenius et al., 2011). Estudos recentes, avaliando a resposta de silenciamento em
insetos ndo lepidopteros, reportaram alta eficiéncia de RNAi usando quantidades entre 50 ng e
1000 ng, alvejando genes relacionados com o horménio juvenil (Fu et al., 2016; Gujar e Palli,
2016; Lu et al., 2016; Dominguez e Maestro, 2017). Por outro lado, doses aplicadas por
microinjecéo, entre 5 pg e 15 pg, foram necesséarias para reduzir por RNAI a expressao do gene

jhe em lepidopteros (Kontogiannatos et al., 2013; Gu et al., 2015).
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Em bioensaios realizados por meio de entrega oral do dsRNA em dietas artificiais, foram
necessarias concentracdes de até 60 pg/cm® (dsRNA/dieta) para observar uma diminuicéo
significativa do nimero de transcritos do gene alvo (Lim et al., 2016; Vatanparast et al., 2017).
Nesses dois trabalhos, avaliando a resposta de silenciamento em larvas de H. armigera, foi
reportada 72 horas apos a ingestdo do dsRNA, uma porcentagem de reducéo da expressdo do
gene jhe variando entre 23% e 60%. No trabalho publicado por (Vatanparast et al., 2017), foi
testada além da entrega oral do dsSRNA, a entrega por microinjecao, a qual gerou uma supressao
do jhe de até 75%, quando microinjetando 10 pg de dsRNA.

4.6.2 Determinacédo do tempo de persisténcia do efeito de RNAI

Considerando a auséncia de eficiéncia do RNAI ativado por microinjecdo, o tempo de
persisténcia do efeito de silenciamento foi avaliado somente nos insetos tratados com entrega
oral das moléculas de dsRNA. As larvas de T. I. licus tratadas com 1 pg de dsTljhe apresentaram
diferencas significativas em relacdo as larvas tratadas com 1 pg de dsGFP, somente 24, 48 e 72
horas apos a ingestdo total do dsRNA (Figura 28A). Por outro lado, as larvas de D. saccharalis
tratadas com as mesmas quantidades de dsDsjhe, s6 apresentaram diferencas significativas em
relagdo as larvas tratadas com dsGFP 72 horas apds a ingestéo total do dsSRNA (Figura 28B).
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Figura 28. Expressdo relativa do gene jhe em diferentes tempos ap6s a entrega oral de moléculas de dsRNA. A)
T. I. licus e B) D. saccharalis. Os asteriscos (*) representam o nivel de significancia estatistica (Valor P<0,05; TS
test) entre as amostras de insetos tratados com dsDsjhe ou dsTljhe, e as amostras controle tratadas com dsGPF,
para cada tempo de deteccdo respectivamente. Os asteriscos sublinhados (*) indicam diferencas significativas entre
as amostras dos organismos tratados com dsGFP, e as larvas controle tratadas com Tris 10mM (pH 8,0). As letras
representam os grupos que apresentaram diferengas significativas (Valor P<0,05; ANOVA e TSD) entre si, nos
diferentes tempos de deteccao apos a entrega das moléculas de dsTljhe ou dsDsjhe. O valor de expresséo relativa
1 corresponde ao 100% de expressdo do gene.
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Do mesmo modo que foi mostrado na avaliacdo da dose 6tima de dsRNA, podemos
observar uma eficiéncia maior de silenciamento do gene jhe em T. I. licus do que em D.
saccharalis. Em T. I. licus, a méxima reducdo da expressdo do gene jhe foi observada 48 h e 72
h apds a ingestdo do dsRNA. Assim, esses foram determinados como os tempos 6timos de
silenciamento. Em contrapartida, ndo foi possivel determinar os tempos O&timos de
silenciamento para D. saccharalis, uma vez que ndo foi observado efeito de silenciamento em

mais de um tempo de deteccao.

Finalmente, um aspecto importante para se destacar, é a baixa persisténcia do efeito de
silenciamento nos dois insetos, o qual desaparece cinco dias apos a ingestéo total das moléculas
de dsRNA, guando administrada uma dose unica de 1 pg. A curta persisténcia do efeito de
silenciamento em insetos esta bem descrita atualmente, causado principalmente por auséncia de
amplificacdo do sinal de RNAI por meio de RdRP, assim como a escassa resposta de RNAI
sistémico exibida em alguns insetos (Coleman et al., 2014; Joga et al., 2016). Além desses
fatores, foi proposto recentemente que a persisténcia do efeito de RNAIi em insetos da ordem
Lepidoptera pode ser fortemente diminuida pela interacdo entre a maquinaria de RNAI e virus
de RNA que infectam habitualmente este tipo de insetos (Swevers et al., 2016). Por causa disso
é comum observar nos estudos descritos aplicacfes de mais de uma dose de dsRNA, visando
observar uma resposta fenotipica associada ao silenciamento de um determinado gene em

insetos da ordem Lepidoptera (Lim et al., 2016).
4.6.3 Determinagdo da resposta localizada de silenciamento

Como foi mencionado anteriormente neste trabalho, o RNAI sistémico é menos robusto
em Lepidoptera do que em outros insetos (Shukla et al., 2016). Neste contexto, no presente
estudo foram comparadas as eficiéncias do efeito de RNAI de forma localizada (intestino) e de
forma sistémica (carcaca), em larvas de pendltimo instar de D. saccharalis e de T. I. licus,
tratadas com a entrega oral do dsRNA. Para T. I. licus, a expressdo relativa do gene jhe
apresentou-se significativamente diferente entre amostras de carcaca e de intestino tratadas com
todas as concentracdes de dsTljhe utilizada (Figura 29A). Destaca-se que nos insetos tratados
com 0,1 pg/cm? de dsTljhe ndo foi observado silenciamento do gene Tljhe em carcaca, enquanto
que no intestino foi observado reducdo da expresséo de 49% + 4,3. Com a concentracdo de 1
ug/cm?® a PRR observada foi de 46,7% + 6,7 na carcaca e 75,4% =* 2,5 no intestino. Finalmente,
utilizando 10 pg/cm?®, a PRR foi de 63,1% + 7,2 na carcaca e 93,3% =+ 8,9 no intestino. No

entanto, no caso de D. saccharalis, foram observadas diferencas significativas apenas no
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tratamento com 0,1 pg/cm?® de dsDsjhe. Com esta concentracio, foi observada diminuigdo da
expressao do gene Dsjhe apenas no intestino (28% = 5,2), entretanto, na carcaca ndo se obteve
resposta de silenciamento. Para as concentracdes 1 pg/cm?® e 10 pg/cm? foi observada uma PRR
56,4% + 10,6 tanto na carcaga quanto no intestino (Figura 29B).
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Figura 29.Expressdo relativa do gene jhe em intestino e carcaca, em resposta & administracéo oral de moléculas
de dsRNA. A) T. I. licus e B) D. saccharalis. Os asteriscos representam o nivel de significancia estatistica (*: Valor
P<0,05, **: Valor P<0,01, ***: Valor P<0,001; TS test) entre as amostras de insetos tratados com dsDsjhe ou
dsTljhe e as amostras controle tratadas com dsGPF, para cada tecido e dose de dsRNA respectivamente. Os
asteriscos sublinhados (*) representam as doses que apresentaram diferencgas significativas (Valor P<0,05;
ANOVA e TSD) entre intestino e carcaca. O valor de expressao relativa 1 corresponde ao 100% de expressdo do
gene.

No caso de T. I. licus, sugere-se que a maior eficiéncia de silenciamento do gene Tljhe,
observada no efeito localizado em comparacdo ao efeito sistémico, poderia ser explicada por
dois motivos: 1) A menor abundancia de transcritos do gene jhe no intestino do que na carcagca.
Desta forma, a proporcéo entre a quantidade de dsTljhe ingerido e a quantidade de mRNA alvo
serd maior no intestino, produzindo um maior efeito do RNAI. Isso, assumindo uma relacéo
direta entre a quantidade de dsRNA ingerido e o grau de reducdo dos transcritos. 2) Auséncia
de um processo de RNAI sistémico robusto, causado pela degradagdo do dsRNA por meio de
nucleases especificas da hemolinfa, ou entdo, pela deficiéncia de transporte intercelular das
moléculas de dsRNA (Shukla et al., 2016).

O efeito localizado do RNAIi foi significativamente mais eficiente que o efeito sistémico.
As implicacGes desta resposta para a sobrevivéncia do inseto, como consequéncia da regulacao

negativa do gene jhe, seréo discutidas adiante neste trabalho, com base nos resultados obtidos
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do efeito fenotipico associado a aplicacdo de moléculas de dsTljhe. Por outro lado, no caso de
D. saccharalis, o perfil de expressao do gene Dsjhe tratado com moléculas de dsDsjhe, foi igual
para carcaca e intestino. Em adicéo, a falta de RNAI sistémico poderia explicar melhor porque
uma pequena concentracdo de dsRNA (0,1 pg/cm?3) ativa uma resposta de silenciamento no
intestino, e a0 mesmo tempo, ndo foi suficiente para garantir a reducdo da expressdo do gene-
alvo no individuo todo. Supde-se que este efeito deveria ser observado utilizando-se
concentragcdes maiores de dsRNA. Porém, os resultados obtidos neste estudo ndo confirmaram

esta suposicéo.
4.6.4 Avaliacdo do efeito fenotipico associado ao silenciamento do gene jhe
4.6.4.1 Efeito de mortalidade

Com o objetivo de analisar o efeito fenotipico associado ao silenciamento do gene jhe
em T. |. licus e D. saccharalis, foi realizado um bioensaio monitorado durante 20 dias,
utilizando a metodologia de entrega oral das moléculas de dsRNA. Os experimentos foram
conduzidos separadamente com larvas de penultimo e Gltimo instar, visando observar como o
silenciamento do gene poderia afetar nos processos de muda e metamorfose. As concentragdes
de dsRNA utilizadas foram 0,5 pg/cm® e 5 pg/cm?. A aplicagio do dsRNA foi feita em duas
doses para tentar prorrogar o efeito do silenciamento acima do limite de persisténcia, observado

a partir nas analises de tempo 6timo do efeito de silenciamento.

Com base nas médias da porcentagem de mortalidade méaxima (PMM), foi observado
que unicamente as larvas de penultimo e Gltimo instar de T. I. licus, tratadas com a dose dupla
de 5ug de dsTljhe, apresentaram diferencas significativas (Valor P < 0,05; ANOVA e TSD) em
relacdo ao controle. Larvas de penaltimo instar tratadas com dsTljhe apresentaram PMM= 60,5
+ 8,8, e as larvas tratadas com dsGFP mostraram uma PMM= 15,8 £ 5,8. Larvas de Gltimo
instar tratadas com dsTljhe apresentaram PMM= 32,3 + 4,1 e as larvas tratadas com dsGFP
mostraram uma PMM= 6,6 + 3,9 (Figura 30A). Em contrapartida, ndo foi observada
mortalidade com significancia estatistica para os tratamentos realizados com D. saccharalis
(Figura 30B) e, nem para as larvas de pendltimo e ultimo instar de T. I. licus tratadas com a
dose dupla de 0,5 pg (Figura 30A).

Segundo o reportado na literatura, RNAI do gene jhe em outras espécies de lepiddpteros,
pela metodologia de microinjecdo, apresentou medias de mortalidade entre 42% e 60%

(Kontogiannatos et al., 2013; Gu et al., 2015; Vatanparast et al., 2017). Por outro lado, pela
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metodologia de entrega oral do dsRNA, até o momento sé existem dados para H. armigera,
onde em bioensaios com larvas de penultimo instar, foram relatadas taxas de mortalidade de
87,5% (Chikate et al., 2016) e 59% (Vatanparast et al., 2017). Em ambos estudos foram
aplicadas trés doses (em intervalos de 24 horas) de 60 g de dsRNA por centimetro quadrado
de dieta.
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Figura 30. Porcentagem média de mortalidade maxima das larvas de pendltimo e dltimo instar, tratadas com duas
doses de diferentes quantidades de dsRNA administradas por via oral. A) T. I. licus e B) D. saccharalis. Os
asteriscos (*) representam os tratamentos com diferencas significativas (Valor P < 0,05; ANOVA e TSD), em
comparagdo com seu respectivo controle com dsGFP.

No presente estudo foi observada para larvas de pendltimo instar de T. I. licus,
mortalidade semelhante a observada por (Vatanparast et al., 2017), porém, utilizando uma
concentracdo 36 vezes menor de dsRNA dividida em duas aplicagbes. Em adicdo, observou-se
que a mortalidade méaxima foi atingida somente a partir de quinze dias apds a ingestdo da
primeira dose de dSRNA (Figura 31). Diferentemente, nos trabalhos de Vatanparast et al. (2017)
e Chikate et al. (2016), a mortalidade méaxima foi reportada a partir dos dias 5 e 8
respectivamente. Nesses mesmos periodos, ndo foi observada mortalidade significativa nas

larvas de penultimo instar de T. 1. licus tratadas com dsTljhe.

Uma observacdo importante € que mesmo com baixas porcentagens de supressao do
gene jhe (<60%), e possivel obter altas taxas de mortalidade (>80%). Isto indica que existe uma
regulagcdo muito eficiente do JH na precenca da JHE, e que, pequenas mudancgas de expresséo
do gene jhe podem desencadear efeitos fisioldgicos letais para o inseto. Recentemente, foi

demonstrado para duas espécies de lepidopteros (Spodoptera spp), que inibir levemente a
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atividade da JHE por métodos quimicos, conduz a altos indices de interrupcdo do
desenvolvimento larval (EI-Sheikh et al., 2016). Desta forma, enfatiza-se que o gene estudado
no presente trabalho se apresenta como um alvo promissor para controle de insetos-praga por
meio de RNAI.

100
—&#— Larva de peniltimo instar (dsTljhe)
—o— Larva de peniltimo instar (dsGIEP)
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Figura 31. Porcentagem média de mortalidade ao longo dos vinte dias, para os bioensaios realizados usando duas
aplicacBes (doses) de 5 pg de dsTljhe, administrados por via oral em larvas de pendltimo e Gltimo instar de T. I.
licus. Na figura estdo sinalizados com setas, os dias em que foi atingida a mortalidade maxima (PMM).

4.6.4.2 Efeito do dsRNA no fen6tipo dos insetos

O efeito fenotipico associado ao silenciamento do gene jhe foi observado somente em
larvas penultimo e Gltimo instar de T. I. licus, tradas com a dose dupla de 5 pg de dsTljhe. Em
contrapartida, as larvas de penultimo e dltimo instar de D. saccharalis ndo apresentaram
alteracdo no fendtipo, associada ao silenciamenteo do gene jhe. O fenétipo de maior destaque
foi observado quando avaliada a media do comprimento total (MCT) das larvas tratadas com
dsTljhe em comparagdo as tratadas com dsGFP. E importante mencionar que a MCT foi
calculada no dia 15 do experimento, exclusivamente nos individuos apresentando um efeito
letal. As larvas de penualtimo instar de T. I. licus tratadas com dsTljhe, apresentaram reducgao
significativa de tamanho (MCT= 10,4 mm % 3,4), em relacdo as larvas tratadas com dsGFP
(MCT= 35,0 mm % 5,1) (Figura 32).

101



80

B dsTljhe (0,5ug)
1 dsTljhe (Sug)

B dsGEP (0,5ug) I
/1 dsGFP (5ug) I

A

Pentiltimo Instar Larval  Ultimo Instar Larval

(o)
(=]
1

L

Cumprimento médio (mm)
e
)

e}
<
1

Figura 32. Média do comprimento total das larvas de penaltimo e ultimo instar de T. I. licus tratadas com duas
aplicacOes de diferentes quantidades de dsRNA. Os dados apresentados correspondem ao dia 15 apds a ingestéo
da dieta contendo a primeira aplicagdo das moléculas de dsRNA. O asterisco (*) representa o tratamento com
diferencas significativas (Valor P < 0,05; ANOVA), em comparacdo ao controle com dsGFP.

Por outro lado, as larvas de altimo instar de T. I. licus tratadas com dsTljhe nédo
apresentaram reducao significativa de tamanho (MCT= 29,2 mm % 6,4), em relacdo ao controle
com dsGFP (MCT= 32,5 mm % 4,7) (Figura 33). Adicionalmente, nas larvas tratadas com
dsTljhe foram observados aparentes sintomas de déficit nutricional e perda de peso gradual, até

culminar na morte da larva por inanigéo (Figura 34).
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Figura 33. Efeito fenotipico associado a supressdo do gene jhe em larvas de pentltimo instar de T. I. licus. A figura
mostra as diferengas morfoldgicas das larvas em vista dorsal, em diferentes tempos apds a ingestdo das moléculas
de dsTljhe (hora zero). T: Larvas tratadas com duas doses de 5 pg de dsTljhe. C: Larvas tratadas com duas doses
de 5 pg de dsGFP.
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Porém, foram observadas mudancas de coloracdo nas larvas de ultimo instar, tratadas
com dsTljhe, a partir de nove dias ap0s o inicio do experimento e pupacdo anormal, a partir de
quinze dias (Figura 34). Finalmente, é necessario esclarecer que néo foi possivel fazer uma
avaliacdo estatistica do efeito fenotipico na fase adulta dos individuos de broca-gigante tratados.
Isto ocorreu devido a dificuldade de se realizar o acompanhamento de todo o ciclo de
desenvolvimento de T. I. licus e também, devido as baixas quantidades de adultos que

emergiram durante o experimento (< 50%).

Estudos prévios reportando silenciamento do gene jhe em lepidopteros mostraram
efeitos como perda de peso das larvas e/ou malformacGes nos adultos (Kontogiannatos et al.,
2013; Gu et al., 2015; Chikate et al., 2016; Vatanparast et al., 2017). No presente estudo, nao
foram avaliadas a perda de peso e nem malformagdes nos adultos. N&o obstante, as avaliaces
quanto a diminuicdo no tamanho das larvas e as deformacdes nas pupas podem ser usadas como

equivalentes para a determinacéo dos efeitos fenotipicos.
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Figura 34. Efeito fenotipico associado a supressdo do gene jhe em larvas de Gltimo instar de T. I. licus. A figura
ilustra as diferencas morfoldgicas das larvas (em vista dorsal) e das pupas (em vista lateral), em diferentes tempos
apos a ingestdo das moléculas de dsRNA (hora zero). T: Larvas tratadas com duas doses de 5 pg de dsTljhe. C:
Larvas tratadas com duas doses de 5 pg de dsGFP.

De acordo com a literatura, a JHE controla o processo de metamorfose por meio de a
degradacdo do JH, induzindo a larva de ultimo instar a interromper seu crescimento e se
preparar para entrar em fase de pupa (Riddiford, 2012). Desta forma, a reducéo dos niveis desta
enzima deve levar em teoria, a um crescimento anormal da larva e atrasos no processo de
metamorfose. Este efeito foi demonstrado em P. xylostella por RNAI (Gu et al., 2015) e mais
recentemente, em B. mori, mediante a supressao total do gene jhe por CRISPR/Cas9 (Zhang,
Z.etal., 2017).
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N&o obstante, nos experimentos de RNAi com H. armigera foi observado o efeito
contrario. As larvas tratadas com dsRNA especifico para o gene jhe nesse inseto apresentaram
perda de peso de até 50% (Chikate et al., 2016; Vatanparast et al., 2017). No presente estudo,
foi observado um resultado similar em larvas de penultimo instar de T. I. licus, mostrando
reducdo de tamanho de até 70% nas larvas tratadas com dsTljhe. Esses efeitos contraditorios
podem estar relacionados com fatores ja mencionados anteriormente, como atividade especifica
da JHE em um determinado momento do desenvolvimento do inseto, variagOes de expressao e
de funcdo das diferentes cOpias do gene jhe, e a eficiéncia do RNAI sistémico tipica de cada

espécie.

Um fato interessante observado neste trabalho é que o silenciamento do gene jhe produz
um efeito fenotipico letal em larvas T. . licus, mas ndo em larvas de D. saccharalis (Figura 35).
Uma vez que a supressdo do gene foi demonstrada nos dois insetos, pode-se inferir que a
resposta fenotipica diferenciada se deve as isoformas encontradas para cada inseto serem cépias
diferentes do gene. Embora a auséncia de um genoma sequenciado para 0s dois insetos impeca
afirmar com certeza, nossos resultados de analise filogenética, estrutura das proteinas e perfil
de expressdo dos genes Tljhe e Dsjhe, indicaram que estes genes sdo isoformas diferentes do

gene codificante para a JHE.

Dia 9 Dia 16

Smm

Figura 35. Auséncia de efeito fenotipico associado a supressao do gene jhe em larvas de pendltimo instar de D.
saccharalis. A figura ilustra larvas (em vista dorsal) e pupas (em vista lateral), em diferentes tempos ap6s a ingestao
das moléculas de dsRNA (0 horas). T: Larvas tratadas com duas doses de 5ug de dsDsjhe. C: Larvas tratadas com
duas doses de 5 ug de dsGFP.
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Foi demonstrado recentemente que isoformas diferentes do JHE podem estar associadas
tanto a funcdes diferentes em tecidos especificos do inseto (Steiner et al., 2017), quanto a
padrdes de expressao Unicos ao longo das diferentes fases de desenvolvimento (Kontogiannatos
et al., 2016). Desta forma a supressdo de uma determinada isoforma pode produzir efeitos
fenotipicos exclusivos, ndo observados com a supressao de qualquer outra isoforma. Apesar de
ser uma explicacdo plausivel para explicar a auséncia de mortalidade ou efeito fenotipico,
exibida por larvas de D. saccharalis, ndo devem ser descartadas outras possibilidades, como a
eficiéncia especifica do RNAI em cada inseto, que tem sido apontada como uma das principais

causas da inconsisténcia dos experimentos de RNAi em lepiddpteros (Terenius et al., 2011).

A expressdo diferenciada das isoformas do JHE em funcéo da fase de desenvolvimento,
também pode explicar os diferentes efeitos fenotipicos observados apds a supressdo do gene
Tljhe, entre larvas de penultimo e Gltimo instar de T. 1. licus. Segundo o perfil de expressdo do
gene Tljhe observado em T. I. licus, ndo existe diferenca no nivel de expressdo do gene entre as
larvas de pendltimo e ultimo instar. Porém, para fase de pré-pupa, que representa uma parte
essencial do ultimo instar larval, foi observado um nivel de expressdo maior. Isto pode explicar
a menor taxa de mortalidade observada em larvas de ultimo instar tratadas com dsTljhe, uma
vez que a maior expressdo do gene alvo pode produzir um efeito compensatorio mais eficiente,

conseguindo traduzir quantidades suficientes da proteina para evitar efeitos letais no inseto.

Além do possivel efeito compensatorio, sugerimos que as diferencas mencionadas no
paragrafo anterior, assim com o proprio efeito fenotipico, se devam a um efeito indireto da
supressdo do gene Tljhe. Esta suposicdo foi fundamentada em dois fatos reportados na literatura
e observados neste estudo: 1) a pouca eficiéncia do RNAI sistémico em Lepidoptera e 2) o efeito

do jejum na producéo de JHE.

Como foi discutido anteriormente no texto, o silenciamento sistémico foi menos
eficiente que o localizado, especialmente para T. I. licus, além disso a entrega de dsSRNA por
microinjecdo ndo apresentou silenciamento do gene jhe em quantidades abaixo de 10 pg. Isto
pode se dever a presenca de nucleasses especificas da hemolinfa capazes de degradar com maior
eficiéncia o dsSRNA do que as nucleasses presentes no intestino (Shukla et al., 2016). Porém,
nos observamos reducdo da expressdo do gene jhe na carcaca de larvas tratadas com entrega
oral do dsRNA. Para isto acontecer, as moléculas de dsSRNA devem ser absorvidas pelas células
do intestino e chegar na hemolinfa onde serdo distribuidas no restante de tecidos, induzindo

assim o RNAI sistemico.
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O questionamento que surge entdo &, se a atividade de nucleasses presentes na hemolinfa
estdo diminuindo a resposta do RNAI sistémico, o efeito de silenciamento na carcaca por
entrega oral do dsRNA deveria apresentar os mesmos resultados que a microinjecdo, uma vez
que as moléculas de dsRNA entrariam em contato direto com a hemolinfa, se submetendo as
mesmas condic¢des nos dois casos. A nossa hipotese é que o efeito de RNAI sistémico do gene
jhe observado nos dois insetos, ndo é produzido pelas moléculas de dsSRNA administradas, mas
sim por um efeito indireto. Essa hipotese estd baseada também em observacGes obtidas neste
estudo, embora ndo conclusivas, uma vez que ndo foram realizadas réplicas suficientes para a

analise estatistica.

A observacdo mencionada consistiu num aparente padrdo comportamental exibido pelas
larvas de penultimo instar tratadas com dsTljhe, as quais entraram em um periodo de jejum
anormal. Pode-se observar pelos resultados ilustrados na Figura 36 que as larvas tratadas com
dsGFP, alimentaram-se normalmente da dieta fornecida em diferentes periodos de tempo ap06s
a ingestdo da primeira dose de dsRNA. Em contrapartida, as larvas tratadas com dsTljhe
pararam de se alimentar e comecaram a exibir o fenétipo anormal j& descrito nas paginas 99-
100. Acredita-se que o silenciamento localizado do gene Tljhe, nas células do intestino de larvas
de T. I. licus, pode ter gerado um desbalango nos niveis do JH alterando assim, a homeostase

do intestino, como foi reportado antes em D. melanogaster (Rahman et al., 2017).

Dia 5 Dia 7

Dia 9

Figura 36. Comportamento alimentar associado a supressdo do gene jhe em larvas de pendltimo instar de T. I.
licus. Pode observar-se uma interrup¢do na alimentacdo das larvas tratadas, e uma consequente deficiéncia
nutricional refletida em um crescimento anormal. Por outro lado, as larvas tratadas com dsGFP, alimentaram-se e
cresceram normalmente. Dieta fresca foi fornecida para os insetos nos dias 5, 8 e 12. T: Larvas tratadas com duas
doses de 5 pug de dsTljhe. C: Larvas tratadas com duas doses de 5 g de dsGFP.
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E importante mencionar que este comportamento n&o foi observado em larvas de Gltimo
instar tratadas com dsTljhe. Provavelmente, porque o impacto do desbalan¢o osmatico ndo seja
tdo alto em larvas de ultimo instar, devido ao fato que a transi¢do para a fase de pupa inclui um
periodo natural de jejum (pré-pupa). Este jejum anormal observado em larvas de penultimo
instar pode ser a causa real da reducdo da expressdo do gene jhe de forma sistémica. Foi
reportado previamente que os periodos de jejum podem diminuir drasticamente os niveis de
expressdo do gene jhe em lepiddpteros (Duan et al., 2016). Adicionalmente, foi descrito em D.
melanogaster que a regulacdo dos niveis do JH por médio da JHE, pode modificar o
comportamento alimentar dos adultos (Stafford, 2016). Embora sejam necessarios outro tipo de
experimentos para comprovar que isso acontece de fato em T. I. licus. Concluindo, a soma dos
resultados gerados neste trabalho é de grande importancia para entender 0s possiveis

mecanismos de regulacdo do hormdnio juvenil em Lepidoptera.
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5. Conclusoes e Perspectivas

Neste trabalho foi estudado pela primeira vez um gene relacionado com o horménio
juvenil em T. I. licus e D. saccharalis. Além disso, foi observada pela primeira vez em T. I.
licus, resposta do RNAI por meio de entrega oral das moléculas de dsRNA, indicando ser uma
tecnica promissora para futura implementacdo no controle especifico deste inseto praga da
lavoura canavieira. Um importante aporte deste trabalho foi a identificdo e parcial
caracterizacdo funcional do gene jhe, aumentando o conhecimento sobre a participacdo deste
gene em diferentes aspectos fisiologicos dos insetos. Foram descritas as doses necessarias para
induzir um efeito consistente de RNAI, assim como o tempo de persisténcia do mesmo.
Adicionalmente foi demonstrada, para as espécies estudadas, a baixa eficiéncia do RNA.I
sistémico, relatada previamente para um grande nimero de lepiddpteros. Este conjunto de dados
pode ser usadoo como uma guia para desenhar novos experimentos de RNAI visando validar
moléculas de dsSRNA que possam ser usadas para controlar a broca-gigante de forma eficiente.
As observacdes discutidas sobre o efeito do jejum na expressao do gene jhe em T. I. licus, e seu
papel como causador principal dos efeitos fenotipicos observados, deve ser comprovada com
novos experimentos mostrando a correlacdo entre os periodos forcados de jejum e a supressao

do gene jhe.

Por outro lado, ndo foi possivel caracterizar funcionalmente o gene jhe em D.
saccharalis nem observar nenhum efeito letal do uso de moléculas de dsSRNA neste inseto.
Acreditamos que um passo importante para explicar esses resultados negativos, € a obtencdo
dos genes completos para as diferentes copias do jhe na broca da cana. Para isso é fundamental
obter 0 genoma do inseto. Finalmente, € importante destacar a necessidade de realizar pesquisas
bésica que permitam entender melhor os mecanismos fisiol6gicos e hormonais que regulam o
desenvolvimento dos insetos. Uma melhor compreensdo destes mecanismos deve ser a base
para o desenvolvimento de estratégias de controle biotecnolégicas com menores fatores de risco

em termos de biosseguranca e alta eficiéncia.
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AnNexos

Anexo |. Componentes para a preparacdo de dieta artificial de D. saccharalis e T. I. licus. As quantidades
mencionadas, sdo para um volume de 1L de agua destilada.

Componente Quantidade

Caseina 209
Extrato de levedura 109
AcUcar branco 609
Acido ascorbico 109
Solugdo vitaminica 11 mL
Sais de Wesson 7540
Colesterol 300 mg
Benzoato de sédio 300 mg
Cloreto de colina (50%) 2mL
Agar 215¢g

Anexo I1. Sequéncias de DNA dos genes jhe identificados nos transcritomas de intestino de D. saccharalis (Dsjhe)
e T. I licus (Tljhe). Os fragmentos sublinhados fazem referéncia as regifes nédo traduzidas do gene. Os fragmentos

em negrito fazem referencia as sequencias de dsRNA desenhadas para cada gene.

>Tljhe

AAATTACCATTTATTGTCAACTACCTCTCATTAAAAAAACACAAGTGACAAAGTCAAGCTTGATAACATACAAGCTTACATAT
ATAATACTATTTTACAATTTTTACGATTGAACACAAGTGAGGGTATTTCGTTTTTCATTTCAAAGTTTTATTAAAAAAGTGCAT
GTTGATAAAACACTACGCTTGCAGTAATACAAATAACATACTATATCACATTGCTTTTGCTTTTGCATTCACGCAATATTCTAA
AATCAAGATGAGAATGAAATACTCGCATACAAACATGTATAACAATTGGCGTCAGTTTGACGTAAATTTATTATTATAAATCG
AATCTTAAATTTTTAGAGACGACTTGTTTGACTATGCGTTCAAATTATCATTCACCAAGTCTCGGGTTTAATGCCTGCGTTAGA
AAAATGTTGCAATTAAGCACAATAATATTGTTTGGGTACTTGAGGCTATAATTCCTCATTGTTAATTCCTTATTGTACAAAAGT
ATACGGGTTATTTATTGTATCCTAGGATAGGGATATATTGACTTTGAAATCTACGAAAATATCACGACAACCGAATCACTTTTC
TGCTCAAAAATTGGAGAAAGGCACCACAACGCATGATGGCTAAAGAAAATGTCGACAATATTTTCAAAAATTAAGATGGGGC
TCAAATATGGTGGCCGAAACGTCCTGTGAATGTGTATTTATGATTCGTACAATTTAACGTGCAAATACGAGTACAATCGGTTT
GCTGGTAGTCGCACATTACTAGCTAGTAGCTGCGCACCATCACGACTATACTACTCGCCGATAAACCGACGTGACGCGTAATC
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ATCGATGTCAGATTACTTAAAGATCGCCCGTGACCTTCCCGAAACGATTATATACAATGGAATATTTTATAATTTTGTTTTGTT
TATTTAATTACAACAATTTATATATTTATAAATATATAACACACATATAACATAATATAATTGGAACAAAAGAGAATATGAAC
AGTTTGTTATAGTATACTTCTAATATGCATATCACAGTTTATTAAGAAAAAATAGTTTTGGTAAAGATTAACAACTATAGTGAT
ATACTATATGTTATTGTGTTCTATTTTAAAAATGCATAATTCGACATTTGTTTAGTTTGAAAAATAAATTAATTTCGAGTACAC
ACATAGCTTTACTATTTTGAGACTAGTTCCTGACAAAATAAATTGTTATCACTGTTTGATGTCGTAGGAAACAAACAACCAAG
AGAATGCTCCAAAAATAATATAATTTTTGATATCATTTCTCTGCAGTTAATAAACTCTATTATATTGGCTTTACATTGGTATTA
CCCACTTTTATATTATTATGTTACGATAATATTTACACGTGAGTACAACGATGTTTTCCAATAATTTTCAGTGTGTTCTGCGAGC
GCGCGCTCCGAGCCGATCGCGTGCAGCGTGCGTGCGCGCATCGACACCGGCTGGGTGTGCGGCCTTCGCCGCTGGGGGGAGA
ACGGCGCTGTGTATGCGAGCTTCCGCGGCGTGCCGTACGCGAAACAACCACTCGGCGAGCTTCGGTTTCAAGAACTCCAACC
GGCGGAACCTTGGGATTACTTATACGATGCTACAGAAGAAGGCCCCATTTGTCCTCAAAAGGATGTGCTCTACGGACGCATCA
TGCAGCCACAAGGCATGAGTGAAGCTTGCATTCACGCTAACATACACGTGCCCATCAAAGCTCTGCCTGGATATAATCAGGG
GAGGCTGGTTCGCGAATTGCAATCACCTCATGACGCTGGCTATGAAGATGAAGACGAGAGAGGGAACGCGACAGGTCTTCCT
ATTTTTGTGTTCATTCACGGAGGCGGCTTCGCTTTCGGGTCAGGTGACGCCGACCTGCACGGCCCCGAGTATCTCGTTAGCAA
AGGGGTCATTGTAATCACATTTAATTACAGGCTGAACGTGTTCGGTTTCCTGTCGCTTAACTCAAGTAGCATCCCCGGTAATGC
TGGTTTGCGTGACATGGTCACGCTACTGCGCTGGGTGCAGAGAAACGCACACAACTTTGGCGGTGATCCGGATGACGTGACA
CTAGGCGGGCAGAGCGCGGGTGCTGTTTCTGCACATTTGCTGTCCCTATCATCTGTCACCGAGGGCTTGTTTAAAAGATTTATA
ACAATGAGCGGTTCGGCTATTCGCAGTTTCTTCAGTTACTCTCCAATATTCGCACAATTTATGGCCAATCAACTGCTTGTTAAT
CTCGGCATCAACTCGACCGACCCTGAGGATATCCATCGGCAGCTTATTGATGTGCCTCTTGAGAAAATTATGGCAGTTAATAG
CTTATTAATAGATCAAATTGGTGTTACAACCTTCGTTCCCGTTGTTGAGTCGTCGCTTCCTGGAGTAATAGCGATTGTGGAAGA
CGATCCCGAAGTGCTAATAGCCAAAGGCCGGGGAAAAGATATTCCATTCATCGTGGGCTTCACTAACAACGAGTGCGAAGTC
TTTCGAAAGAGATTTGAAGAAATAAACATTGTTTCGCGCGTCGAAGAAAACACTCTATTGCTCTTGCCACCGTCATTAGTGTA
TTCAATGCCTCCCGAAGTTGGGTTAACCCTCGCAAAGAGGGTAGAGCAGAATTATTTTAACGGAACACCGAGTCTTGACAAAT
TCGTGTCGTTGTGTTCAAACGCTTACTTCAAATATCCTGCGATGAAGGTTGCCGAACTTAGAGCGGCTCACGATGGAGCT
CCTGTGTTTTTGTATCAGTTCGCATATCAAAGTGAACATAGTGTTCTGCAAGAAGGTATCGGATTGAAGTATAAGGGT
GCAGCGCATATTGAAGACTTAACTTATATATTCAGAGTGAACTCTATACTGGGAACTCACAGTTCTGTTCCTCCAAGGA
ACCTAGATGATATGATGAAAGATTGGATGACGAAATTTTTCATAGACTTCATGTATTGCAGTGATCCTACATGCAACGT
CAACATCGTTTCTGGATGGCCACCAGTGGACAAAGACGAACTGCAGTATCAGAACATAGAAACTCCAAAGTTTTTCCATTTC
ACGGAGCCCTCTAAGAAAGAGAAGGAGATGATACAATTCTACGACAGCTTATACAACGGGAACAGCTGAACTGGTGCGAGT
GGACCGAACAATGTTGTGTTGTGCCGGATCGCGTACAGTGATTTGTCAAAAGTCAGACTTCAAGTTTGACTTTTATTGTAACGT
TTTGTTTCGAGTGTGCTAGTCTTATTTGCAATTATTATAAATATTGTAAGGGACTTGTGATTTTGTTGCAGTCGTTCAGGCGATG
TATTATTTTAGGGAAACATTTTCATTGTTATATGTATGAGTAGTTTGAACACTTTTATGTTTCTATAATACATATTATTATTCCT
ACATTGTGCGCATATAATCTGTGAAATGAAGAGGGAAGATTTTGATTTTAGATTTGATTAGAATTTTCCGTTTATTCCAAAGTG
ATTTGCTCACCTGCACGATATTATAATTTGATAGAGATCAAACTACAATGTTACAGATTGTGTCTCTACTGATTACGACTTGGG
TTGCACTGGCCGGACAGTTAAAATGTACTTGAGACGCTTAAAAATATTATACGTTCTTTATTAAATAGTTCTATAAAATGTTTG
CTTAAAAATAAAATATATGCATTATAAGACTTGTTTTGTTATGTGATAGTGACAAGAGTATTTTAGAATAAGTGTACTTGTGTA
AATCTATTTTTATTATAAGTTTTGTGTGTGTACACGTAGCCAAATTTTTTTATTCGTGTCCATTTTTGTGTATGTACAAATGGGT
ATTCGTGCGTGTACTGATTTTTACACTGATTTTTTTAAATAATTCAAAATAATAAATAATCGCAAAATGTGTGTGCAGAAACTA
ATAACGGAGTTTTATTTATTGTATTTATATCCATCAGATTCACTTTTTCATGTGTAATTTTTATTTATTTATTTATAATCAGGCA
ACATTTTTTAAATTTCAAATCAATTTTTGACTAATTTACACAGTTCATATCCCTTTTGGCGAAGACCGATGCCATAGTTTTAATT
TATTTCTATACTGGACATTTCTAATCCACGATGTTCCTGCTATTGCGACTATTTCAACTTTTATGTTGTCTGCCTACACTTTTCTT
TTTTTGCCTTGTGTACCGAGCTGTTACAATTTTGGTCCATTTTTGTTCTCTGCGCATTACACTCGCAAGTTGTGATCATCTCAAT
TTAATTTTTAAATATTTTACTCTTGCTTTTCATAGGTTATGTCAAATTTAAATCTTAAAATATTATATAACCTAACTAGTGATAA
CCTCGTCAACGTTTATCCAACACTTCTTGAGTTTAATCTAAAACAAACGCTGCACTATATAAA

>Dsjhe

GATATCAATAAATATAGTATTTAAACATAAACCTTTTTAGTAAAAACTATATAGTTTTAAGTTGTCTTTGGAA

ATGGGCAGTTTTCGCGCGCTTTTATTTTCTTCGTTTCTTTGCACCGCTTTTTGTTTGGATAAAACACGTATCGTAACCACAAAAT
ATGGCGAAATAGAAGGTTATTTAGCGTCAAACGAATTGTATTATGAATATTTGGGTATAAGATATGGATTACCTGTAAAATTC
AGATCACCAGCAAAACCTCCTTCACATACTGAAGTCTACAAAGCTGACAATCCAGTAGTTATCTGTCCACAATTCCCATGCAA
CGATCCTTTAGCTGTGCCAAGCGAAAACGAAGACTGCTTAGTCCTCAACATCTACTCGCCAAGCGACGTTCAAAATACAACAC
TTCCAGTGATCGTATTCCTTCACGGTGGCGGTTTCGGCGTTGGCTCTGGAAGTCCAGGCATTTATGGTCCTCAATACCTAGTCA
GTCATGGAATTGTAGTTGTCACCATCAATTACAGACTTAATGCGTATGGTTTCCTCAATTTGGGAATAAAAGAAGCACCAGGA
AATGCGGGCTTGAAAGACATTAGAGCAGCGTTGAGGTGGATACAGGAGAACATTAGAAGTTTTAATGGCGACCCTGAT
AACGTAACTGTATTGGGCCAAGGCAGTGGTGGTATCGCGGCATTGTATTTAACATTATCCGAGTCTACTAAAGGTTTA
TTCCATAGAGTTATTTCTGAAAGTGGTACTATGTTTGCGCCACATTCATTTGATATAGACCCTTTGAAGTCTGCGAGTC
AAGTAGCTAAGTCTTTAGAAGTAATCTCTTCGAACCCTAATGAACTTTTAGAAGTATTCTCAGAAACGCCTGTAAAGAA
GTTAGAAGAAGCAATTTCTAGACAGATGAATGCTAAAACTGTATTCGTGCCATCGGTCGAGGAAGAGTTT
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