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RESUMO

A Helicoverpa armigera é um inseto generalista da ordem Lepidoptera, cuja
ocorréncia foi relatada nos anos 2012/2013 no Brasil e vem causando prejuizos a
agricultura nacional no que concerne a viabilidade das culturas e o plantio sucessivo
de espécies vegetais hospedeiras (algodéo, feijao, milho e soja) em areas muito
extensas. Dessa forma, discute-se a importancia do conhecimento sobre o ciclo de
vida do inseto a fim de buscar métodos sustentaveis de controle para essa praga.
Este trabalho propds o estudo do transcritoma de Helicoverpa armigera sob
diferentes condicdes de alimentacdo do inseto em plantas de tabaco e algodao
visando a geracdo de dados acerca da biologia molecular deste organismo e a
identificagdo de genes candidatos que codifiguem moléculas essenciais a
sobrevivéncia do inseto, para uso no controle deste inseto-praga. Apos a montagem,
este transcritoma resultou em 53.497 contigs sendo que 3% dos genes anotados
foram diferencialmente expressos para as condicdes de alimentacdo, o que
representou um total de 1295 genes. Apds as analises de enriquecimento de
ontologia génica, 0s genes com expressao mais significativa foram utilizados para a
escolha de genes para a validacdo por qPCR, com base no valor de fold change,
corroborando os valores de expressdo encontrados em RNA-seq. Alguns genes
diferencialmente expressos relacionados com o0s mecanismos de digestao,
detoxificacdo de substancias e componentes da membrana peritréfica do inseto
foram validados. Novas analises detalhadas acerca de outros componentes destas
vias sdo necessarias a fim de propor um modelo que justifique a diferenca nos perfis
de expressdo para as condicbes estudadas. No que concerne a atuacdo de H.
armigera como praga polifaga, vale ressaltar a importancia do desenvolvimento de
estratégias sustentaveis de controle, como a abordagem de silenciamento génico via
RNAIi. Considerando a dificuldade de silenciamento de genes em lepidopteros
relatada na literatura, principalmente se o dsRNA for administrado na hemolinfa do
inseto, a segunda parte deste trabalho teve como objetivo avaliar diferentes
estratégias para o silenciamento de genes deste inseto. Como gene alvo, foi
utiizado um receptor de neuropeptideo associado a integracdo metabdlica, o
receptor do hormdnio adipocinético (AKHr). Foram analisadas as seguintes

condicdes experimentais: vias de administracdo de dsRNA oral e tépica; time course



de silenciamento em 24, 48 e 72 horas apoés a ingestdo de dsRNA; administracdo do
dsRNA em diferentes doses na sua forma n&o encapsulada e encapsulada com a
perspectiva de potencializar os efeitos do silenciamento, amostras de dsRNA para o
gene AKHr e proteger a molécula da acdo de possiveis nucleases intestinais.
Entretanto, os resultados ndo demonstraram efeitos potencializadores no
silenciamento génico, possivelmente em virtude das propriedades quimicas da
particula e do pH intestinal. Além disso, foi avaliada a influéncia dos efeitos do
silenciamento no peso dos insetos utilizando dsRNA ndo encapsulado e ndo houve
diferenca significativa entre os grupos tratados com dsRNA e os controles. Desta
forma, este trabalho reitera a necessidade de novas estratégias de silenciamento
objetivando fenoétipos que denotem a efetividade do controle biotecnolégico desta

praga via silenciamento génico.

Palavras-chave: Helicoverpa armigera, transcritoma, digestdo, detoxificacdo, AKHTr,

RNA interferente.

ABSTRACT

Helicoverpa armigera is a generalist insect of the order Lepidoptera, whose
occurrence was first reported in 2012/2013 in Brazil. This pest caused damage to
national agriculture regarding the viability of crops and the successive planting of
host plant species (cotton, beans, maize and soy) across large areas. Thus, we
discuss the importance of knowledge about the life cycle of the insect in order to
seek sustainable control methods for this pest. This work proposed the study of
Helicoverpa armigera transcriptome under different conditions of insect feeding in
tobacco and cotton plants aiming at the generation of data about the molecular
biology of this organism and the identification of candidate genes that encode
molecules essential for insect survival in controlling this insect pest. After assembly,
this transcriptome resulted in 53,497 contigs of which 3% of the annotated genes
were differentially expressed for feeding conditions, representing a total of 1295
genes. After gene ontology enrichment analysis, the genes with the most significant
expression were used to select genes for gPCR validation based on the fold change

value, corroborating the expression values found in RNA-seq. Some differentially



expressed genes related to the mechanisms of digestion, detoxification of
substances and components of the insect's peritrophic membrane were validated.
Further detailed analyses of other components of these pathways are necessary in
order to propose a model that justifies the difference in expression profiles for the
studied conditions. Regarding H. armigera’'s role as a polyphagous pest, it is worth
highlighting the importance of developing sustainable control strategies, such as
through RNAI gene silencing approach. Considering the difficulty of gene silencing in
lepidopterans reported in the literature, especially if dSRNA is administered to the
insect hemolymph, the second part of this study aimed to evaluate different
strategies for gene silencing of this insect. As target gene, a neuropeptide receptor
associated with metabolic integration, the adipokinetic hormone receptor (AKHr) was
selected. The following experimental conditions were analyzed: oral and topical
dsRNA administration routes; silencing time course at 24, 48 and 72 hours after
dsRNA ingestion; administration of dsRNA at different doses in its unencapsulated
and encapsulated form with a view to enhancing the effects of silencing, dsRNA
samples for the AKHr gene and protecting the molecule from the action of possible
intestinal nucleases. However, these results showed no potentiating effects on gene
silencing, possibly due to particle chemical properties and intestinal pH. In addition,
the influence of silencing effects on insect weight was evaluated using
unencapsulated dsRNA and there was no significant difference between the dsRNA-
treated groups and the controls. Thus, this work reiterates the need for new silencing
strategies aiming at phenotypes that denote the effectiveness of biotechnological

control of this pest via gene silencing.

Keywords: Helicoverpa armigera, transcriptome, digestion, detoxification, AKHTr,

interfering RNA.
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1. INTRODUCAO GERAL

1.1 Aspectos bioecoldégicos e comportamentais de Helicoverpa armigera

O género Helicoverpa (Hardwick 1965) (Lepidoptera: Noctuidae) é composto
por um grupo de 18 espécies, distribuidas entre todos os continentes, que inclui
alguns dos insetos-praga mais devastadores de culturas agricolas no mundo. A
espécie Helicoverpa armigera € considerada a praga agricola com maior distribuicéo
geografica e a mais prejudicial economicamente deste género (BEHERE et al., 2007;
THOMAZONI et al., 2013). H. armigera € um inseto holometabolo, ou seja,
apresenta metamorfose completa durante o seu desenvolvimento biolégico,
passando pelas fases de ovo, lagarta, pupa até chegar a fase adulta (ALI;
CHOUDHURY, 2009; AVILA; VIVAN; TOMQUELSKI, 2013) (Figura 1). O ciclo de
vida de H. armigera, de ovo até a emergéncia do adulto, depende da alimentacao e
das condi¢bes climaticas com duracdo média de 30 a 60 dias (JAYARAJ, 1981;
GUEDES et al., 2013; ALI; CHOUDHURY, 2009). Por exemplo, o tempo de
desenvolvimento de H. armigera alimentadas em tomate ou gréo de bico (Hashem) é

de aproximadamente 45 e 32 dias, respectivamente (RAZMJOU et al., 2014).

Considerando os aspectos relacionados a biologia do inseto, € valido
mencionar que as mariposas tém alta capacidade de dispersdo, além do
consideravel potencial reprodutivo, sendo que cada fémea pode colocar até 3.000
ovos e, dependendo das condi¢Bes climaticas, podem ocorrer 2 a 11 gerages por
ano (EPPO, 2007; NASERI et al., 2011). As fémeas depositam seus ovos de forma
isolada ou em pequenos agrupamentos sobre talos, flores, frutos e folhas,
preferencialmente no periodo noturno (CZEPAK et al., 2013a; ALI; CHOUDHURY,
2009). Para a postura, prefere a face adaxial das folhas e superficies pubescentes
(EPPO, 1981). Os ovos de H. armigera s&o branco-amarelados e apresentam
aspecto brilhante logo apds a postura, adquirindo uma coloracdo marrom-escuro
momentos antes da ecloséo da larva. Os ovos medem cerca de 0,42 mm a 0,60 mm
de comprimento e de 0,40 mm a 0,55 mm de largura e o periodo de incubacgéo é, em
média, 3,3 dias (ALI; CHOUDHURY, 2009) (Figura 1).
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Figura 1. Aspectos biolégicos de Helicoverpa armigera. Fonte: ABRAPA, 2013.

O periodo larval é constituido por cinco a seis instares e pode durar de duas a
trés semanas, dependendo da alimentacdo e das condi¢cBes climéaticas (EPPO,
1981; CZEPAK et al., 2013b). As lagartas nos intares finais apresentam coloracao
variando do verde, castanho, marrom ou preto com linhas laterais coloridas ou néo,
sendo a coloracédo das larvas determinada principalmente pela parte da planta na
qual as larvas se alimentam (YAMASAKI et al., 2009). No ultimo instar a lagarta
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possui de 30,0 mm a 40,0 mm de comprimento (EPPO, 1981; GUEDES et al., 2013)
(Figura 1). Sao detalhes caracteristicos da lagarta: a sua capsula cefélica de cor
parda clara, linhas finas brancas laterais, a presenca de pelos e a textura do
tegumento com aspecto levemente coriaceo (AVILA et al., 2013; CZEPAK et al.,
2013b). As lagartas no quarto instar apresentam tubérculos escuros, dispostos na
forma de semicirculos, na regido dorsal do primeiro segmento abdominal. Essa €&
uma caracteristica marcante para a identificacdo da espécie H. armigera (CZEPAK
et al., 2013a). Um aspecto importante a ser observado nas lagartas de H. armigera é
sua movimentacdo comportamental quando submetida a um toque. Em resposta a
esse estimulo, a lagarta encurva a cabeca em direcao ao primeiro par de falsas
pernas abdominais, um provavel comportamento de defesa (AVILA et al., 2013).
Durante a alimentacdo, as lagartas preferem as partes jovens das plantas
priorizando as estruturas reprodutivas. Isso se deve ao fato de que as lagartas,
principalmente do terceiro ao quinto instar, apesentam altos niveis de proteinases no
aparelho digestorio (PATANKAR et al.,, 2001). No final do ultimo instar a lagarta

cessa sua alimentacéo e, dessa forma, entra na fase de pré-pupa (ARAUJO, 1990).

A fase de pupa tem duracdo de aproximadamente 12 dias e ocorre no solo.
Dependendo das condi¢bes climaticas, nesta fase, elas podem entrar em diapausa,
estratégia importante utilizada pelo inseto para sobreviver as condigcdes ambientais
desfavoraveis (KARIM, 2000). No caso de H. armigera, as plantas hospedeiras tém
um efeito direto sobre a inducdo de diapausa. Por exemplo, lagartas que se
alimentam de algodoeiro e tomateiro sdo consideradas como mais propensas a
entrarem em diapausa (LIU et al., 2010). As pupas sao fusiformes, com comprimento
variando entre 12 mm e 20 mm e apresentam coloracéo verde-claro no inicio e, com
0 processo de esclerotizacdo do exoesqueleto, ao fim de 24 horas, passam a
marrom-mogno (ALI; CHOUDHURY, 2009; DIAS, 2005) (Figura 1). Nessa fase ja é
possivel fazer a distingdo de sexo através da observacao da genitélia externa (ALI;
CHOUDHURY, 2009).

A fase adulta é caracterizada por um acentuado dimorfismo sexual, podendo
o0 macho e a fémea serem diferenciados pela cor e tamanho das asas. Os machos
apresentam o primeiro par de asas de coloracdo cinza esverdeado e as fémeas

pardas alaranjadas (EPPO, 1981; EPPO, 1996). A envergadura nos machos é de 35
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mm enquanto que nas fémeas € de 40 mm. O formato do abddmen é outra diferencga
encontrada, o abdémen das fémeas é mais arredondado em compara¢do ao dos
machos (JAYARAJ, 1981). Ambos apresentam, sobre as margens das asas
anteriores, uma linha com sete a oito manchas e, logo acima, uma faixa marrom,
irregular e transversal, e na parte central, uma marca em forma de virgula. As asas
posteriores sdo mais claras e apresentam, na extremidade apical, uma borda
marrom escura com uma mancha clara no centro (CZEPAK et al., 2013a; b) (Figura
1). As fémeas apresentam uma alta fecundidade que pode variar de acordo com a
temperatura, a umidade e com a fonte de alimento durante a fase larval (HEMATI et
al., 2013). A longevidade média desses insetos € de 11,7 dias para fémeas e de 9,2
dias para machos (ALl; CHOUDHURY, 2009).

Os adultos séo atraidos por flores que produzem néctar, sendo esse recurso
de grande importancia, principalmente para escolha do hospedeiro, que influéncia
também a longevidade e a capacidade de oviposicdo desses insetos
(CUNNINGHAM et. al., 1999). As mariposas mostram preferéncia por alimentos
provenientes de hospedeiros nos quais elas ja tiveram uma experiéncia anterior
(CUNNINGHAM et. al.,, 1998). Os adultos possuem habitos preferencialmente
noturnos, logo realizam atividades como acasalamento, oviposicao e alimentacéo ao
entardecer e ao longo da noite (JAYARAJ, 1981). Ademais, os adultos de H.
armigera sao mariposas migrantes naturais e apresentam movimento de longo
alcance, podendo chegar a 1.000 km de distancia. Essa migracao ocorre no periodo
noturno e a favor do vento (FITT et al., 1995; PEDGLEY, 1985).

Dessa forma, o conhecimento das caracteristicas bioldgicas desse inseto é de
fundamental importancia na busca de métodos alternativos de controle para essa

praga agricola mundial.

1.2 Ocorréncia e prejuizos de H. armigera no mundo e no Brasil

A espécie H. armigera possui ampla ocorréncia mundial, tendo registros em
paises da Asia (China e india), Africa, Europa e Oceania (Australia) (TAY et al.,

2013) e é considerada uma das mais importantes pragas da Agricultura mundial
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devido ao seu histérico de grandes surtos populacionais, dificuldades de
manejo/controle e enormes prejuizos econémicos (ALVI et al., 2012; DEGRANDE;
OMOTO, 2013). No continente americano, a espécie foi identificada inicialmente em
2013 no Brasil, nos estados de Goias, Mato Grosso, Bahia e Parana (CZEPAK et al.,
2013a; SPECHT et al.,, 2013; TAY et al.,, 2013). Além do Brasil, foi relatada a
ocorréncia desta praga em outros paises da América do Sul como, em 2013, no
Paraguai (SENAVE, 2013); em 2014 na Argentina (MURUA et al., 2014); e em 2016
no Uruguai (CASTIGLIONI et al., 2016). Porém, dada a extensao da area infestada e
a alta abundancia, é provavel que tenha estado presente na América do Sul durante
algum tempo antes da deteccdo de sua ocorréncia (KRITICOS et al.,, 2015). A
presenca do inseto também foi relatada em Porto Rico (NORTH AMERICAN PLANT
PROTECTION ORGANIZATION, 2014) e nos Estados Unidos (PEST ALERT, 2015).

No ano de 2014 em Porto Rico, desde que foi encontrado um inseto macho,
em uma plantacdo de feijdo, especialistas tém alertado 0s principais centros
produtores nos EUA, pedindo atencdo e monitoramento da praga (APHIS, 2014).
Neste contexto, em 2015, foi relatada a primeira ocorréncia de H. armigera nos
Estados Unidos, no estado da Florida, em cultivo de tomateiros, onde foram
coletados trés insetos adultos machos (APHIS, 2015).

As lagartas de H. armigera foram registradas em cerca de 70 familias de
plantas hospedeiras (FITT, 1989; POGUE, 2004), demonstrando que este inseto
possui grande capacidade de se desenvolver em ampla gama de hospedeiros
causando perdas expressivas na producdo de alimentos, gréos, fibras e plantas
ornamentais, mundialmente (FITT, 1989; SRIVASTAVA et al., 2010; CUNNINGHAM,;
ZALUCKI, 2014).

No Brasil, foi avaliada como uma praga emergente atacando lavouras como
milho, soja e algoddo (CZEPAK et al., 2013b). Posteriormente foi encontrada em
tomate, trigo, canola, girassol, feijdo, milheto, sorgo, pastagens, guandu, crotalaria e
nabo forrageiro, entre outras, atingindo mais de 180 espécies de plantas de
ocorréncia natural ou cultivadas, além de se alimentar de plantas daninhas (BUENO
et al., 2014; SALVADORI; SUZANA, 2014; PRATISSOLI et al., 2015). Entre as

espécies de plantas frutiferas, hospedeiras dessa praga mundialmente, destacam-se
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0S citros, a mangueira, a nectarina e o péssego (CABI, 2014). Apesar de ter sido
identificada no Brasil apenas em 2013, desde 2008 ha indicios da ocorréncia desta
praga em baixo nivel populacional e pouco efeito na destruicdo de lavouras em
territério brasileiro (SOSA-GOMEZ et al., 2016).

H. armigera apresenta alta capacidade de sobrevivéncia, mesmo em
condicGes adversas, haja vista que o habito alimentar polifago tende a favorecer o
sucesso da espécie como praga. As lagartas podem se alimentar de folhas e caules,
mas preferencialmente se alimentam de brotos, flores e frutos, causando danos
tanto na fase vegetativa como reprodutiva (CZEPAK et al., 2013a; b). As mariposas
adultas também demonstram alta mobilidade e fecundidade individual muito elevada,
0 que contribui para a dispersdo e aumento das populacées da espécie (Embrapa,
2013). Alem disso, hospedeiros alternativos, nas proximidades agricolas, assumem
papel decisivo na dindmica sazonal dos insetos, pois podem dar suporte a
permanéncia de populacdes das pragas (FITT, 1989; AZAMBUJA, 2016).

Por ser uma espécie extremamente polifaga, H. armigera se alimenta mais
rapido que as outras pragas presentes no Brasil e, por isso, apresenta grande
potencial de destruicdo. Essa lagarta vem causando inimeras perdas em lavouras
brasileiras desde 2012. A espécie Helicoverpa armigera (Hubner), recém-identificada
no Brasil (SPECHT et al.,, 2013; CZEPAK et al., 2013a), pertence ao grupo de
lagartas da subfamilia Heliothinae e antes era considerada como praga
quarentenaria. Por ser um inseto polifago, H. armigera tem se alastrado amplamente
atacando diversas culturas no Brasil, causando danos principalmente em lavouras
de soja, algod&o, feijio, milho, tomate, trigo, frutiferas, girassol, dentre outras (AVILA
et al., 2013; CZEPAK et al., 2013a).

No estado da Bahia, na safra 2011/2012 os ataques em culturas de soja,
milho e, especialmente, de algodoeiro causaram perdas de até 80% da producéo,
severos danos em diferentes estagios da cultura e dificuldades de manejo, devido a
auséncia de produtos registrados para o seu controle na época em que o inseto foi
identificado no pais (CZEPAK et al., 2013b). Na safra de 2012/2013, segundo 0s
produtores, 0s prejuizos na producdo foram de R$ 140,00/ha, além de custos

advindos de necessidade de aplicacbes adicionais de inseticidas nas lavouras
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(AVILA et al., 2013; CZEPAK et al., 2013a). No mundo, 0s custos anuais em raz&o
das perdas de producdo e do controle da lagarta H. armigera chegam a US$ 5
bilhdes de délares (LAMMERS:; MACLEOD, 2007; AVILA et al., 2013).

Esse Lepidoptero atinge grandes e pequenos produtores e vem causando
grandes preocupacdes a Agricultura nacional, no que concerne a viabilidade das
culturas e o plantio sucessivo de espécies vegetais hospedeiras (algodao, feijao,
milho e soja, por exemplo), em areas muito extensas e préximas, o que contribui
para a disponibilidade de alimento para o inseto ao longo das cadeias de produc¢des
anuais. Além disso, por se tratar de uma nova praga, ha pouco conhecimento sobre
as estratégias de manejo e controle atreladas as condi¢cdes ambientais favoraveis ao
seu estabelecimento, 0 que promove o aumento no numero de aplicacbes de
produtos quimicos e, consequentemente, elevacdo nos custos de manejo das
culturas (DEGRANDE; OMOTO, 2013).

1.3 Controle de Helicoverpa armigera

Dentre os métodos de controle dessa importante praga agricola, a aplicacao
de inseticidas quimicos tem sido utilizada como a principal ferramenta de manejo em
véarias regibes do mundo (ALVI et al.,, 2012; FATHIPOUR; SEDARATIAN, 2013;
VOJOUDI et al.,, 2016). Além de serem onerosos e provocarem o acumulo de
compostos toxicos no ambiente, tém demonstrado pouca eficiéncia para o controle

desta praga.

A H. armigera era uma praga quarentenaria e, portanto, ndo havia produtos
registrados para o seu controle no Brasil quando foi registrada a sua primeira
ocorréncia, 0 que ocasionou na liberacdo de alguns produtos contra o
desenvolvimento do inseto, em carater emergencial, cujo uso perduraria até margo
de 2016 (BRASIL, 2013). Atualmente, conforme determinacdo do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento do Brasil (MAPA), 34 formulagbes, dentre
produtos quimicos e bioldgicos, sdo registradas para o controle da praga no pais

(AGROFIT/MAPA, 2016).
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Os impactos ambientais e para o ser humano aliado ao desenvolvimento de
resisténcia resultante da utilizacdo de inseticidas quimicos para o controle de insetos
praga vém aumentando o interesse por alternativas mais sustentaveis de controle
dessas pragas. Dentre essas alternativas, o controle biolégico com a bactéria
Bacillus thuringiensis tem se destacado no controle de H. armigera (BRAVO et al.,
2011; CHELLIAH et al., 2011; LI; BOUWER, 2014; SEBASTIAO et al., 2015) e de
outros lepidopteras (PEREIRA et al., 2009; PEREZ-GUERRERO et al., 2012).

O controle bioldgico € uma estratégia importante para o0 manejo de H.
armigera, principalmente porque pode ser associado a outros tipos de controle
(FATHIPOUR; SEDARATIAN, 2013; CABI, 2014). Além de B. thuringiensis, para o
controle biolégico de H. armigera, sao utilizados parasitoides pertencentes a
diversas familias como Braconidae (THANAVENDAN; JEYARANI, 2010),
Ichneumonidae (ZHANG et al, 2006), Tachinidae (GUERRA et al., 2014),
Trichogrammatidae (KRISHNAMOORTHY, 2012), dentre outras. Em 2014, no Brasil,
a espécie Trichogramma pretiosum foi utilizada em lavouras de soja, algodao, milho
e feijdo para o controle de ovos de noctuideos, como H. armigera (PARRA, 2014),
tornando-se uma possivel ferramenta no controle de H. armigera em cultivos
brasileiros (EMBRAPA, 2013).

Nesse cenario, apesar dos métodos ja apresentados para o controle de H.
armigera, como o0 controle quimico e o controle biolégico, faz-se necesséario o
conhecimento da biologia do inseto nas diferentes culturas no Brasil, para entender
seu ciclo biolégico, dinamica e buscar métodos alternativos e eficientes de controle
para essa praga (AZAMBUJA, 2016).

1.4 Transcritoma de insetos

O sequenciamento do genoma de insetos possibilita o desenvolvimento de
estudos de gendmica funcional, analise comparativa do conteado dos genomas e
sua organizacéao, estudo de transcritomas e também a anélise de parametros como,

capacidade de transmissdo de doencas, etologia, estudos de evolucao,
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desenvolvimento, dentre outros. Apesar da progressiva eficiéncia das tecnologias de
nova geracao (NGS — do inglés Next Generation Sequencing) durante a ultima
década, o sequenciamento de genomas complexos ainda permanece caro. Dessa
forma, o sequenciamento de transcritos expressos € uma alternativa para a
obtencdo de sequéncias correspondentes as por¢cdes ou transcritos completos de
genes, uma vez que o custo € bem inferior ao sequenciamento de um genoma
inteiro. Além disso, 0 sequenciamento de transcritomas possibilita o estudo
simultdneo da expressdo e da regulacdo de genes em diferentes tecidos e
processos bioldgicos, possibilitando avancos na identificagdo e caracterizagdo de
genes (EMRICH et al., 2007; MARDIS, 2008).

De forma mais especifica, o estudo de transcritomas de insetos tem sido
empregado para avaliar o perfil de expressao de genes para um determinado uso
biotecnoldgico, e se tornou uma ferramenta efetiva para a busca de moléculas
potenciais para 0 uso no controle da populacdo de insetos. Particularmente, a
estratégia de sequenciamento RNA-Seq (lllumina) tem sido utilizada com o objetivo
de elucidar mecanismos envolvidos na resisténcia aos inseticidas, digestdao e
imunidade inata (XIE et al.,, 2012; SPARKS et al.,, 2013), além da expressao
diferencial de transcritos relacionados ao comportamento, neurotransmissao,
neurotoxicidade e reproducao (SPARKS et al., 2014).

Por meio da técnica de RNA-seq é possivel sequenciar, com grande acuracia,
o transcritoma de qualquer organismo, sempre que a obtencdo de RNA total de alta
gualidade seja viavel. O transcritoma é o conjunto de transcritos (RNAs mensageiros
- RNAm) presentes numa célula e a quantificacdo da sua expressdo. A
compreensao do transcritoma é essencial para interpretar o genoma desde uma
abordagem funcional e para comparar diferentes condi¢des, tecidos ou etapas de
desenvolvimento (WANG et al., 2009).

Em relagdo a outras técnicas para quantificar transcritos, como hibridacéo do
RNA, microarranjos e sequenciamento do tipo Sanger, a técnica de RNA-seq possui
notaveis vantagens tanto para mapear quanto para quantificar transcritomas. RNA-
seq usa as tecnologias de NGS para sequenciar populagcées de RNA convertidas em

bibliotecas de DNA complementar (cDNA), contendo adaptadores nos extremos das
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moléculas de RNA (MORTAZAVI et al., 2008). Os reads obtidos no sequenciamento
podem ser posteriormente alinhados com um genoma ou transcritoma de referéncia
ou montados de novo para gerar um mapa de transcricdo formado pela estrutura
transcricional dos genes e o nivel de expressdo de cada um deles (ROBERTSON et
al., 2010). O esquema de um tipico experimento de RNA-seq, desde a geracédo até

andlise dos dados, pode ser visualizado na figura 2.
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Figura 2. Esquema de um experimento tipico de RNA-seq. RNAs longos sédo primeiro
convertidos em uma biblioteca de cDNA através da fragmentacdo do RNA ou do DNA.

Adaptadores usados no sequenciamento (azul) sdo adicionados nas extremidades de cada
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fragmento de cDNA e sequéncias curtas (reads) sdo obtidas apds o sequenciamento dos
cDNAs usando a tecnologia de NGS de alto rendimento. Os reads resultantes sdo alinhados
com 0 genoma ou transcritoma de referéncia para a obtencao dos contigs (marrom). Apés a
montagem, andlises como anotagdo e expressdo diferencial podem ser realizadas. As
informacfes contidas na legenda e na figura foram baseadas em Conesa et al. (2005)
(Blast2GO), Wang et al. (2009), Martin e Wang (2011) e Haas et al. (2013).

Em relacdo a H. armigera, alguns estudos tém investigado o transcritoma do
inseto em diferentes condicbes. Recentemente, um grupo de pesquisa chinés
analisou o transcritoma do inseto frente a interagdo com o nucleopoliedrovirus
(HearNPV), que é amplamente utilizado para o controle biolégico desta praga.
Considerando a auséncia do entendimento acerca do mecanismo molecular
subjacente a infeccéo viral, foi realizado o sequenciamento de RNA integrado a
analise protedmica quantitativa dos corpos gordurosos do inseto em estagio larval. A
expressdo génica foi alterada ap6s a infeccdo, resultando em 3.850 genes
expressos diferencialmente, incluindo um grupo de 60 genes envolvidos com a
imunidade contra virus, cuja expressdo foi reduzida apds a infeccdo pelo
baculovirus, justificando os efeitos do patégeno sobre o desenvolvimento do inseto
(XING et al., 2017).

Com os avancos da aplicacéo da biologia molecular e de tecnologia gendémica
na area entomoldgica, novas informacdes tém sido geradas, necessitando de novas
ferramentas para o armazenamento de dados. Com isso, foram criados bancos de
dados de insetos que contém informacdes de proteinas, processos bioquimicos e
fisioldgicos que ocorrem nesses organismos (CHILANA et al., 2012). Recentemente,
esforcos tém sido concentrados na criagdo e constante atualizacdo de bancos de
dados gendmicos, de transcritos e proteinas para 0s mais diversos insetos
estudados, a exemplo do Agripestbase (http://agripestbase.org/), que armazena
grande parte da informacdo gendmica de varios insetos-praga. Tais ferramentas séo
Uteis para o desenvolvimento de novos métodos de manejo de pragas e

identificacdo de possiveis alvos biotecnolégicos para o controle de insetos-praga.
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1.5 RNA interferente no controle de pragas

O mecanismo de RNA interferente (RNAi) € um processo que ocorre
naturalmente nas células e em diversos organismos eucarioticos. Esse mecanismo
descrito primeiramente em plantas, foi denominado como silenciamento génico pos-
transcricional (JORGENSEN et al.,, 1996). A primeira descricdo de silenciamento
génico em animais, assim como sua melhor compreensdo, foi obtida em
Caenorhabditis elegans, organismo modelo nesses estudos (FIRE et al., 1998).
Atualmente, sabe-se que o processo de RNAI participa de forma integral na
regulacdo da expressao génica em varias plantas e outros eucariotos (LILLEY et al.,
2007).

O processo basico de RNAI pode ser dividido em trés etapas principais
(TOMARI; ZAMORE, 2005). Inicialmente, uma molécula de dsRNA longo, enddgena
ou exdgena, respectivamente expressa ou introduzida na célula, é processada em
pequenos duplexes de RNA, de aproximadamente de 21 a 23 nucleotideos, por uma
ribonuclease do tipo Il (RNase Ill), chamada Dicer. Os organismos podem
apresentar mais de uma enzima Dicer, cada uma responsavel por um tipo diferente
de pequenos duplexes de dsRNA (MEISTER; TUSCHL, 2004). Por exemplo, em
Drosophila melanogaster, a Dicer-1 estéd envolvida principalmente em produzir micro
RNAs (miRNASs), enquanto a Dicer-2 é responsavel pelo processamento de dsRNAs
longos em siRNA (do inglés short interfering RNA) (LEE et al., 2004). Na segunda
etapa do mecanismo de RNAI, as fitas dos pequenos duplexes sao separadas e uma
dessas fitas, denominada fita guia, € acoplada preferencialmente a um complexo de
proteinas conhecido como complexo de silenciamento induzido por RNA (RISC - do
inglés - RNA induced silencing complex). A outra fita, denominada fita passageira, é
degradada. Na terceira etapa, o complexo RISC encontra potenciais RNAm alvo que
compartilham similaridade de sequéncia completa ou parcial. A fita guia direciona a
clivagem do RNAm alvo por uma endonuclease ligada ao RISC, uma Argonauta
(TERENIUS et al., 2011).
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A aplicacdo de RNAI para validagao funcional de genes tem sido utilizada nos
mais diversos organismos. Especificamente em lepidépteros, um namero maior de
experimentos tem sido feito com os insetos Bombyx mori e Manduca sexta
(TERENIUS et al., 2011). As primeiras publicacbes de RNAi em lepidopteros foram
publicadas em 2002. A injecdo de dsRNA correspondente ao gene white (branco)
em embrides de B. mori, visando o silenciamento desse gene, resultou em fenotipos
semelhantes aos observados em insetos mutantes para o locus do ovo branco trés:
ovos brancos e pele larval translicida (QUAN et al., 2002). Em um outro estudo, o
mecanismo de RNAI foi utilizado para investigar a funcdo do gene hemilin que
codifica uma proteina de reconhecimento de padrdes no inseto Hyalophora cecropia.
Fémeas que tiveram o gene hemolin silenciado depositaram ovos com embrides
malformados, logo nenhuma larva emergiu desses ovos (BETTENCOURT et al.,
2002). Em um terceiro estudo, foi demonstrado que o silenciamento do gene da
aminopeptidase N do intestino médio mediado por dsRNA resulta em maior
resisténcia das larvas de Spodoptera litura a proteina CrylC, apontando, assim,
para um papel funcional dessa proteina como receptor de proteinas Cry de B.
thuringiensis (RAJAGOPAL et al., 2002).

Nos ultimos anos, especial foco tem sido dado a utilizacdo de RNAi como
uma ferramenta promissora no auxilio ao controle de pragas (PRICE; GATEHOUSE,
2008). O mecanismo de acéo baseado, principalmente, na introducdo de um dsRNA
em um organismo alvo, geralmente através de ingestdo, inicia um processo de
silenciamento génico, através da degradacdo de mRNAs homélogos, causando
diminuicdo na sintese da proteina correspondente, dificultando a sobrevivéncia ou
até mesmo levando o organismo a morte (MEISTER; TUSCHL, 2004; KOLA et al.,
2015).

Em lepidépteros, experimentos de RNAI mostraram resultados promissores
em algumas espécies. Em S. litura, o silenciamento do gene do receptor de
vitelogenina aumentou o0s niveis desta proteina na hemolinfa, diminuindo sua
captacdo no ovério e impedindo a formacao correta dos embrifes (SHU et al., 2011).
O gene que codifica a enzima diacilglicerol transferase, que catalisa o Ultimo passo
da sintese de triacilglicerois foi silenciado em B. mori, reduzindo a producédo de

feroménio sexual (DU et al., 2012). Neuropeptidios de insetos como dopamina,
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acetilcolina, alatostatina e alatotropina também foram silenciados como estratégia
para o controle de insetos (ABDEL-LATIEF;, HOFFMAN, 2014). Estudos
demonstraram que o silenciamento mediado por RNAi de 3-hidroxi-3-metilglutaril-
coenzima A redutase em H. armigera inibiu a fecundidade das fémeas afetando
efetivamente a oviposicdo e reduzindo significativamente os niveis de trancritos da
vitelogenina (WANG et al., 2013). Mortalidade significativa foi observada em M.
sexta quando os insetos foram alimentados com dsRNA especifico para o gene
vATPase (WHYARD; SINGH; WONG, 2009). Plantas de tabaco transgénico que
expressam o dsRNA contra o0 gene que codifica o receptor de ecdisona (EcR) de H.
armigera apresentaram uma resisténcia significativa e as larvas apresentaram
defeitos de muda e maior letalidade. Além disso, as plantas de tabaco transgénicas
que expressam o dsRNA para EcR de H. armigera EcR também foram resistentes a
outro lepddptero, a praga da beterraba, Spodoptera exigua, devido a alta
similaridade nas sequéncias nucleotidicas dos genes EcR dessas espécies (ZHU et
al., 2012). Esses estudos fornecem evidéncias adicionais de que o silenciamento
mediado por RNAI, seja ele através de abordagens transgénicas ou nao transgénica,

é capaz de melhorar a resisténcia a insetos praga.

A utilizacdo desta estratégia exige, entretanto, a escolha de alvos que sejam
eficazes contra o organismo alvo e, ao mesmo tempo, nao apresente toxicidade e/ou
alergenicidade em mamiferos, além de efeitos contra insetos ndo alvos (KOLA et al.,
2015). Dessa forma, criar um banco de dados de sequéncias de DNA permite
conhecer a composicéo génica dos insetos, ajuda a identificar sequéncias expressas
especificamente nos organismos alvos e a escolher a melhor regido do gene a ser
utilizada para o silenciamento, visando desenvolver um método de controle

biotecnoldgico alternativo.
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2. OBJETIVOS

2.2 Objetivo geral

Realizar o transcritoma de Helicoverpa armigera visando a geracédo de dados
acerca da biologia molecular deste organismo, interagdo com hospedeiros, bem
como a avaliagdo de genes candidatos que codifiguem moléculas essenciais ao
desenvolvimento do inseto, para uso no controle deste inseto-praga via
silenciamento por RNA interferente.

2.3 Objetivos especificos

e Analisar o transcritoma de lagartas de H. armigera alimentadas por folhas de
algodao e de tabaco visando gerar informacfes sobre a expressao génica e

compreender os processos fisioldgicos envolvidos nessa interacao;

¢ Identificar e avaliar a expressdao de um gene candidato com potencial para
uso no controle especifico de H. armigera, utilizando a tecnologia de RNAI

para o silenciamento deste gene.
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CAPITULO | - MONTAGEM DE NOVO E ANALISE DO TRANSCRITOMA DE
LAGARTAS DE Helicoverpa armigera ALIMENTADAS COM ALGODAO E
TABACO
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RESUMO

Helicoverpa armigera € um inseto polifago que se alimenta de muitas familias de
plantas hospedeiras e exibe uma grande capacidade de desenvolver resisténcia a
inseticidas e efetivamente contornar a maioria das estratégias de manejo de pragas.
Neste trabalho foram analisadas as diferencas no desempenho das lagartas frente a
alimentacdo com duas plantas hospedeiras: algoddo (Gossypium hirsutum) e tabaco
(Nicotiana benthamiana). Inicialmente, foi monitorado o desenvolvimento da lagarta
em cada planta hospedeira. Os resultados do bioensaio nas dietas sugeriram que a
maioria das lagartas de H. armigera falhou em completar seu ciclo de vida em N.
benthamiana e é suscetivel aos efeitos deletérios da alimentacdo nessas plantas.
Além disso, através de analises de RNAseq usando a plataforma Illumina, foram
observados diferentes padrbes de expressdo génica quando os insetos foram
alimentados com as plantas hospedeiras, separadamente. Os dados de
sequenciamento e expressdo génica demonstraram 1295 genes expressos
diferencialmente por abordagem de sequenciamento de novo. Desses 1295 genes,
743 foram regulados positivamente e 552 genes foram regulados negativamente em
insetos alimentados com tabaco, em referéncia as lagartas alimentadas com
algodao. A fim de validar a biblioteca dos genes diferencialmente expressos, 0s
niveis de expressao de 28 genes foram analisados por RT-gPCR. As respostas
transcricionais as duas dietas nos insetos que chegaram a fase pupa destacaram
principalmente a superexpressao de genes envolvidos na detoxificacdo e digestao.
Tais diferencas na expressdo entre genes relacionados as funcdes fisiol6gicas
fornecem dados sobre os mecanismos de herbivoria de H. armigera frente aos
hospedeiros estudados. Portanto, a analise do transcritoma deste inseto € uma
ferramenta no estudo dos mecanismos fisiolégicos relacionados ao desempenho em
diferentes hospedeiros e fornece informacdes acerca de possiveis genes potenciais

para o desenvolvimento de métodos de controle mais sustentaveis.

Palavras-chave: Transcritoma, Helicoverpa armigera, herbivoria, digestéo,

detoxificagéo.
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1. INTRODUCAO

A agricultura é uma das principais bases da economia de paises em
desenvolvimento. No Brasil, ela é responsavel pela geracdo direta e indireta de
empregos, contribuindo de forma expressiva para o Produto Interno Bruto (PIB)
brasileiro (CEPEA/USP, 2018; EMBRAPA, 2018). As principais culturas que mais se
destacam na agricultura brasileira sdo: algodao, café, cana-de-acucar, feijao, milho e
soja, entre outras (MAPA, 2017). Entretanto, o sistema de monocultura adotado para
o cultivo dessas culturas, a exemplo o algodoeiro, favorece a incidéncia de pragas
(GALLO et al., 2002). As perdas na colheita devido a essas pragas, principalmente
insetos, constituem uma das restricdes mais significativas para o aumento da
produtividade (FERRY et al., 2004).

O algodoeiro, espécie Gossypium hirsutum L., € o principal fornecedor de
fibras naturais no mundo e € uma importante fonte de commodities téxteis, farinhas
e 6leo (HAN et al., 2004; MEI et al., 2004). No mercado do algodao, o Brasil esta
inserido no bloco dos cinco maiores produtores mundiais, contribuindo com 6%
dessa producdo (ABAPA, 2018). Apesar destes numeros, a producdo brasileira de
algodao é limitada por varios fatores, dentre eles o aumento de custos direcionados
ao controle de pragas, a mao-de-obra e aos fertilizantes. O efeito da infestacdo por
insetos-praga seguido de infeccdo secundaria pode levar a 80% de perda na
producdo de fibra de algoddo (OERKE, 2006; ABRAPA, 2017). Cerca de 1326
espécies de insetos foram relatadas em todo o mundo como pragas do algodao e,
entre elas, estd a lagarta Helicoverpa armigera. A praga se alimenta e destroi
diretamente o tecido de fibra em desenvolvimento dentro das capsulas de algoddo
(DUA et al., 2006).

A H. armigera Hubner (Lepidoptera: Noctuidae) € uma praga encontrada em
varias regibes do mundo, causando severos prejuizos em diversas culturas. No
Brasil, essa importante praga agricola foi constatada na safra 2012/2013, com
registros de ocorréncia nos estados da Bahia, Goias e Mato Grosso (CZEPAK et al.,
2013a). Esse inseto € considerado uma das principais pragas da ordem Lepdoptera
devido a sua natureza polifagica, alta capacidade reprodutiva e rapida dispersdo. As
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perdas nas plantagcbes de soja e algoddo na safra 2012/2013 no Brasil foram
estimadas em aproximadamente US$ 500 milhdes (SEAGRI, 2013).

Os métodos atuais amplamente aceitos e utilizados para o controle de H.
armigera séo a pulverizacdo de inseticidas quimicos e o uso de plantas transgénicas
produtoras de toxinas Bacillus thuringiensis (Bt). No entanto, devido a extensa
pulverizacdo de inseticidas, essa praga desenvolveu resisténcia & maioria dos
inseticidas utilizados (HECKEL, 2012; FATHIPOUR; SEDARATIAN, 2013). Ademais,
0 controle quimico aumenta substancialmente o0s custos com insumos para a
producdo e é bastante oneroso e pode causar impactos negativos ao meio ambiente
e geram riscos toxicologicos ao homem (MIRANDA, 2006; CHRISMAN et al., 2009;
OLIVEIRA et al.,, 2014). O uso de plantas transgénicas que produzem toxinas Bt
denota eficiéncia no controle de alguns insetos-praga, mas seu uso prolongado e
grande é&rea de cultivo levaram a casos esporadicos de desenvolvimento de
resisténcia a toxina Bt (TABASHNIK et al., 2008; TABASHNIK; BREVAULT, 2013).

Os insetos herbivoros polifagicos, como a H. armigera, enfrentam desafios
complexos durante a alimentacdo de suas plantas hospedeiras, pois as plantas se
defendem contra a herbivoria de maneira constitutiva e induzida (KESSLER,
BALDWIN, 2002). Além das barreiras fisicas do hospedeiro, os insetos também
precisam superar as respostas quimicas das plantas, a exemplo os metabdlitos
secundarios. Essas barreiras impostas pelas plantas sao varidveis durante o seu
ciclo de vida e também entre as espécies de plantas (LUKEFAHR; FRYXELL, 1967;
WANG et al., 2005). Dessa forma, um inseto generalista, como a H. armigera, esta
exposto a uma variabilidade de nutrientes, barreiras fisicas e quimicas e precisam

desenvolver mecanismos de defesa eficazes para a sua sobrevivéncia.

Nesse cenario, uma melhor compreensdo da diversidade de respostas
fisiologicas de inseto herbivoros na interacdo inseto-planta gerou interesse na
comunidade cientifica para examinar estratégias alternativas visando o controle de
insetos-praga. Assim, um numero significativo de estudos transcritbmicos de insetos
tem se concentrado na andlise de expressdo génica para uma melhor compreenséo
das interacdes patdogeno-hospedeiro (VOGEL et al., 2014) e do desenvolvimento de
resisténcia a inseticidas (PENG et al., 2011; AGUNBIADE et al., 2013), para a
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identificacdo de genes envolvidos em processos de desenvolvimento (TANG et al.,
2017), digestao, detoxificacéo e defesa (PAUCHET et al., 2010), dentre outros. Em
H. armigera, os perfis transcricionais em resposta ao gossipol, um metabdlito
secundario do algodoeiro, também foram analisados, utilizando microarranjos e
RNA-seq (Sequenciador Roche 454 FLX) (CELORIO-MANCERA et al.,, 2011). O
sequenciamento de RNA (RNA-seq) usando plataformas de sequenciamento de alto
rendimento oferece uma variedade de novas possibilidades, como o perfil
transcricional de organismos que ainda ndo possuem o0 genoma sequenciado
(MARTIN; WANG, 2011).

Dessa forma, o estudo do transcritoma de insetos submetidos a diferentes
fontes de alimentacdo tem sido empregado para compreender a plasticidade nas
respostas transcricionais e para uso biotecnoldgico, e se tornou uma ferramenta
efetiva na busca de moléculas candidatas para uso no controle de insetos-praga
(FIRMINO et al., 2013; SPARKS et al.,, 2013; ROY et al.,, 2016). Este capitulo
apresenta o perfil transcricional de H. armigera, utilizando RNA-seq, apés
alimentacdo com folhas de algoddo (G. hirsutum L.) e de tabaco (Nicotiana
benthamiana), além da analise de desenvolvimento desses insetos sob estas
condicbes visando entender as respostas na interacdo Helicoverpa-algodao e

Helicoverpa-tabaco.

34



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

e Analisar o transcritoma de lagartas de H. armigera alimentadas em folhas de
algodao e de tabaco visando gerar informacdes sobre a expressao génica e

compreender o0s processos fisioldgicos envolvidos nessa interacao.

2.2 Objetivos especificos

Gerar bibliotecas de RNAseq de insetos alimentados com folhas de algodéo e

tabaco por sequenciamento em larga-escala;

Identificar os genes diferencialmente expressos mais representativos para as

diferentes condi¢cdes de alimentacdo avaliadas;

Identificar e validar genes responsaveis pelos processos de digestéo,
biossintese de metabdlitos e mecanismos de detoxificacdo como potenciais

candidatos para uso no controle do inseto;

Avaliar a taxa de sobrevivéncia, tempo de desenvolvimento e peso das pupas
alimentadas com folhas de algodéao e tabaco;
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3. METODOLOGIA

3.1 Obtencao dos insetos, bioensaio de alimentacdo e extracdo de RNA

Os insetos em fase pré-ecloséao foram obtidos do Laboratorio de Bioecologia e
Semioquimicos de Insetos da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia em
Brasilia-DF. Lagartas de H. armigera recém eclodidas foram alimentadas em dieta
artificial durante o primeiro instar até atingir o segundo instar de desenvolvimento.
Neste estagio, os insetos foram ambientados individualmente em placas
entomoldgicas (28 = 2 °C de temperatura, 70 = 10% de umidade relativa e
fotoperiodo de 12:12 claro/escuro), onde foram alimentados com folhas de tabaco e
algodao de 4 a 5 semanas de idade, cultivadas em casa de vegetacdo. Para cada
dieta, 60 insetos foram utilizados e em cada placa foi adicionado um emplastro
umedecido para evitar o ressecamento das folhas, que foram substituidas por folhas

novas a cada 24 horas.

O desenvolvimento dos insetos em cada dieta foi avaliado diariamente,
desde o segundo instar até a emergéncia dos adultos, por meio da anotacdo da
mortalidade, tempo de permanéncia em cada estagio (2° ao 6°), tempo de pupacao e
peso das pupas, a fim de verificar a taxa de crescimento dependente das dietas. O
experimento foi finalizado quando todos os insetos haviam emergido ou estavam
mortos. Na fase de ovos pré-eclosdo, os insetos foram colocados para infestacéao
em folhas de algodao (Gossypium hirsutum) e tabaco (Nicotianna benthamiana). Os
dados foram analisados estatisticamente pelo Sigma Plot 12 (Systat), utilizando o
Teste de Shapiro-Wilk para normalidade, teste de varidncia igual para
homogeneidade de variancia e Teste t de Student para comparar as médias

(P<0,05).
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O algodéao constitui uma das principais plantas cultivadas no Brasil que tém
sido atacadas pela Helicoverpa armigera, por isso foi escolhida como fonte de
alimentacéo para o inseto, a fim de gerar dados que pudessem ser comparados com
os efeitos da alimentacdo do inseto em planta-modelo para experimentos e que nao

constitui o nicho do inseto, motivo da escolha de plantas de tabaco.

O RNA total das lagartas inteiras de quinto instar de desenvolvimento foi
extraido utilizando o reagente TRIZOL (Invitrogen Life Technologies), seguindo as
instrucdes do fabricante. As amostras foram tratadas com DNase | RNase-free
(Ambion, Invitrogen Life Sciences) de acordo com instru¢cdes do fabricante. ApGs
etapa de limpeza em coluna do kit RNeasy Micro Kit (QIAGEN) e verificagdo da
qualidade em gel de agarose, a concentracdo de RNA foi determinada em um
fluorémetro Qubit, utilizando o kit Quant-iIT RNA assay (Invitrogen Life Technologies).
Em seguida, os RNAs de cada tratamento, separadamente e em pool equimolar,
foram enviados para a sintese de cDNA e sequenciamento por sintese (paired-end)
no Roy J. Carver Biotechnology Center/W.M. Keck Center da Universidade de lllinois

em Urbana-Champaign, EUA.

3.2 Construgao da biblioteca de cDNA e sequenciamento

O RNA total foi analisado em um Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent
Technologies, EUA) antes da purificacdo de RNA mensageiro (MRNA). Foram
realizados dois experimentos (com as amostras em duplicata) de infestacdo de
insetos nas plantas utilizadas, sendo geradas trés bibliotecas de cDNA, sendo duas
referentes ao cDNA das lagartas previamente alimentadas com folhas de algodao
(cotton 1 e cotton 2) e tabaco (tobacco 1 e tobacco 2). A terceira biblioteca de cDNA,
normalizada, foi gerada a partir do “pool” de RNA total dos dois grupos anteriores
para facilitar a montagem das sequéncias e o alinhamento dos reads obtidos no
sequenciamento das amostras, uma vez que a H. armigera ndo possuia 0 seu

genoma seqguenciado até o momento da montagem deste transcritoma.

O RNA-Seq para a construgdo dessas bibliotecas foi realizado utilizando o

Sistema lllumina HiSeq™ 2500 para a referente ao pool de amostras, com
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sequenciamento paired-end com tamanho médio de reads de 160 pb e lllumina
HiSeq™ 2000 para as bibliotecas de algoddo e tabaco n&o normalizadas, com
sequenciamento paired-end e tamanho de reads de 100 pb, ambos da Illumina

(http://www.illumina.com/).

3.3 Pré-processamento das sequencias

Os dados brutos provenientes do sequenciamento foram inicialmente
analisados usando a ferramenta FastQC versdo 0.11.5 (http://www.bioinformatics.
babraham.ac.uk/projects/fastqc/), uma ferramenta de controle de qualidade de dados
de sequencias de alto rendimento, a fim de diagnosticar qualquer erro relacionado a
construcdo ou ao sequenciamento das bibliotecas (ANDREWS et al., 2012). Em
seguida, os reads foram processados utilizando o software Trimmomatic versao 0.33
(http://www.usadellab.org/cms/?page=trimmomatic) para a eliminacdo de sequencias
de baixa qualidade e adaptadores do sistema Illumina utilizados durante o
sequenciamento (BOLGER; LOHSE; USADEL, 2014). Os parametros utilizados para
a eliminacdo de reads de baixa qualidade consistiram no valor de Phred < 28 para
todas as bibliotecas; comprimento < 86 pb para as bibliotecas de algodao e tabaco e
<146 para a biblioteca referéncia. Os dados processados das trés bibliotecas foram
normalizados in silico com o auxilio do pacote de softwares KHMER versdo 2.0
(http://khmer.readthedocs.io/en/v2.1.1/) (CRUSOE et al.,, 2015). Em seguida, os
reads remanescentes deste processamento inicial foram utilizados para posterior
montagem de novo do transcritoma utilizando as ferramentas do software TRINITY
(HAAS et al., 2013).

3.4 Montagem dos contigs, anotagcdo e ontologia génica

Os reads  foram montados utilizando 0 software  Trinity
(https://github.com/trinityrnaseq/trinityrnaseqg/wiki), seguindo a metodologia de novo,

utilizando os parametros padréo do programa (HAAS et al., 2013). A montagem foi
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realizada por meio da unido de todas as bibliotecas previamente processadas,
gerando um unico arquivo em formatacéo fasta (.fa), contendo todas as sequencias
consenso (contigs). Em seguida, esses contigs foram agrupados em funcdo da
similaridade dos fragmentos de cDNA (EST: expressed sequence tag), e designados

como unigenes (contigs Unicos).

Apéds a montagem, foi realizada uma busca por homologia usando o banco de
dados ndo redundante (nr) para proteinas, do NCBI, a fim de identificar ORFs
preditas nas sequéncias montadas. Tanto 0s contigs que nao apresentaram
sequencia homologa reportada no banco de dados nr, quanto aqueles que
apresentaram homologia com microrganismos ou plantas unicamente, foram
retirados da montagem, com a finalidade de obter uma andlise de expressao

diferencial mais acurada.

Os contigs componentes do transcritoma de Helicoverpa armigera foram
anotados com o auxilio da ferramenta BLAST2GO software suite v4.1.9 (CONESA
et al.,, 2005) utilizando a ferramenta BLASTX contra o banco de dados de
sequéncias de proteinas ndo redundantes (nr) do NCBI (National Center for
Biotechnology Information), sendo consideradas as anotacdes com valor de e (e-
value) maximo de 10°. Apés o BLAST, as sequencias contaminantes (DNA de
procariotos, de virus, de fungos, de plantas e sequencias de vetores) foram
removidas com a finalidade de obter um transcritoma mais confidvel para as

préoximas analises.

As buscas por homologia de sequencias Unicas e anotacdo funcional por
termos de ontologia génica (GO; www.geneontology.org) e cédigos de classificacdo
enzimatica foram determinadas utilizando o software Blast2GO v4.3 Basic
(www.blast2go.org). Para tanto, o banco de dados de proteinas do InterPro
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/pfal/iprscan/) e o banco de dados de vias metabdlicas
KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes; http://www.genome.jp/kegg/)
foram utilizados. Adicionalmente, com o objetivo de avaliar a completude, ou seja, o
guao completo e representativo esta o transcritoma, foi utilizado o programa BUSCO
(do inglés “Biolmarking Universal Single-Copy Orthologs) v3 (http://busco.ezlab.org/)
(SIMAO et al., 2015).
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3.5 Andlises de Expressao Diferencial

Apés a montagem do transcritoma, as bibliotecas processadas para as
condicbes de alimentacdo em algoddo e tabaco foram submetidas a analise de
expressao diferencial in silico dos transcritos, seguindo o pipeline do Trinity versao
2.0.6 (https://github.com/trinityrnaseq/ trinityrnaseq/wiki/Trinity-Differential-
Expression). Esta etapa consiste, resumidamente, de trés fases: mapeamento dos
reads, abundancia de transcritos e andlise estatistica. Inicialmente, as bibliotecas
nao normalizadas do inseto foram mapeadas e contadas no transcritoma referéncia
seguindo uma estimativa de abundancia usando o software RSEM com parametros
padronizados pelo software (LI; DEWEY, 2011). A analise estatistica e quantificacéo
da expressao dos genes foi feita com software EdgeR (ROBINSON; MCCARTHY;
SMYTH, 2010) em uma matriz contendo as estimativas de abundéancia do RSEM
(numero de fragmentos RNA-seq mapeados para cada transcrito em cada amostra)
utilizando valores de FDR (False Discovery Rate) com valor de p < 0,05 e fold
change = 2. Os transcritos expressos diferencialmente foram agrupados de acordo
com seus padroes de expressao e ilustrados em “mapas de calor’ (Heatmaps)
representando a expressdo dos genes diferencialmente expressos. Tais mapas
foram elaborados com o software ClustVis (https://biit.cs.ut.ee/clustvis/) (METSALU,;
VILO, 2015), cuja escala de expressao foi determinada pelos valores de FPKM

(Fragments per Kilobase per Milion of Reads) normalizados pelo EdgeR.

3.6 Enriquecimento dos Termos de Ontologia Génica (GO)

A fim de identificar quais termos de GO estavam estatisticamente
enriquecidos no conjunto de genes diferencialmente expressos, foi realizada a
analise de enriguecimento desses termos GO (GO Enrichment analysis) utilizando o
pacote de programas FUNC para esta andlise, seguindo os parametros padrdo do
software (PRUFER et al., 2007). Em seguida, os termos enriquecidos obtidos apos
analise foram filtrados com a finalidade de eliminar as redundancias que originassem

erros de interpretacdo dos dados. O processo de filtragem foi realizado usando a
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ferramenta REVIGO (http://revigo.irb.hr/), com similaridade permitida de 0,5 entre os

termos analisados.

3.7 Normalizacéo de genes referéncia e Validacao do transcritoma

A fim de avaliar a expressdo de genes para a normalizacdo das condi¢bes
experimentais, bem como confirmar a expressdo de genes diferencialmente
expressos no transcritoma, foi utilizada a técnica de RT-gPCR. Para tanto, as
amostras de RNA total (2 ug) extraidas de lagartas inteiras de quinto instar foram
utilizadas para sintese de cDNA utilizando o kit M-MLV Reverse Transcriptase
(Invitrogen™), de acordo com as instrucdes do fabricante. Os primers, especificos
para cada gene escolhido para a normalizacdo das condi¢cdes de expressao génica,
utilizados para a RT-gPCR estado listados na tabela 1. Os primers referentes aos
genes escolhidos para a validagdo do transcritoma estéo listados na tabela 2. Cada
reacdo de RT-qPCR foi feita com volume final de 10 uL, sendo 5,0 yL de GoTag®
gPCR Master Mix 2X (Promega), 2,6 yL de agua livre de nucleases (Promega), 0,2
ML de cada primer (direto e reverso - ambos na concentrag&o inicial de 10 uM) e 2,0
ML de cDNA diluido 20 vezes.

A RT-gPCR foi realizada no termociclador 7500 Fast (Applied Biosystems,
EUA) utilizando o seguinte programa: 95 °C 20 s., seguido de 40 ciclos de 95 °C por
3 s e 60 °C por 30 s. Ao final de 40 ciclos, foi feita uma curva de dissociacdo para
cada fragmento amplificado (60 - 95°C, a cada 0,5 °C por 1 s) para verificar a
possivel formacdo de dimeros de primer ou contaminacdo da amostra. As reacdes
de RT-gPCR foram feitas em triplicata e controles negativos contendo agua em vez

de cDNA foram incluidos para verificar presenca de contaminantes nas amostras.

Os niveis de expressdo foram determinados como o numero de ciclos
necessarios para alcangar um limite fixo na fase exponencial da PCR. O numero de
ciclos, referido como valor de Ct (threshold cycle), foi utilizado para determinacéo da

expressao relativa de cada gene em cada amostra.
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Tabela 1. Lista de primers para a amplificacdo dos genes de referéncia utilizados na

normalizacdo das condicbes de expressédo dos genes de H. armigera em condi¢cbes de

alimentacdo com tabaco e algodéo.

Gene Referéncia

Primer

Sequencia (5’ - 3)

Elongation factor 1 alfa

Ribosomal Protein S18

Succinate Dehydrogenase

B Actin

Ribosomal Protein S13

Gliceraldehyde 3P
Dehydrogenase

Ubiquitin

B Tubulin

HarmEF1a_gPCR_Fw

HarmEFla qPCR _Rv

HarmRPS18_gPCR_Fw
HarmRPS18_gPCR_Rv
HarmSDH_qPCR_Fw

HarmSDH_qPCR_Rv

HarmpAct_gPCR_Fw

HarmPAct_gPCR_Rv

HarmRPS13_gPCR_Fw
HarmRPS13_gPCR_Rv
HarmGAPDH_qPCR_Fw
HarmGAPDH_gqPCR_Rv
HarmUBCE_gPCR_Fw
HarmUBCE_gPCR_Rv
HarmpTUB_gPCR_Fw
HarmpTUB_gPCR_Rv

AGGAAATGGGTAAGGGTTCCT
AGTATTTGGCGGTTTCGAACT
CAGGCAATACAAAATCCCAGA
ACGGATCTTCTTCAGCCTTTC
TACAGACCCGTTATCGACCAG
GCACCCGTGTTGAGAAAATTA
CGCTGCCCTATAAAAGATTCC
GAGCCATTGTCGACTACAAGC
ATTCAGGCTGATTCTCGTTGA
CTTAAGCCACCAGAGCAGATG
AGGTCATCCATGACAACTTCG
CACAGTTTACCAGAGGGTCCA
GAGATTAACTTCCCCGCAGAG
AATAATTGGCAGGCACACTTG
TCCAAGGTTTCCAACTCACAC
ACTTTGGGCGAAGGTACAACT

Tabela 2. Lista de primers referentes aos genes escolhidos para a validagdo do transcritoma

de H. armigera em condi¢6es de alimentagdo com tabaco e algodéo.

Genes Validados

Primer

Sequencia (5’ - 3)

Genes superexpressos em tabaco

Chymotrypsin-like protease

Astacin-like metalloprotease

toxin 5

Serine protease 52

Midgut carboxypeptidase

Serine protease 63

HarmCHYM_gPCR_Fw
HarmCHYM_gPCR_Rv
HarmAMT_gPCR_Fw
HarmAMT_gPCR_Rv
HarmSP52_gPCR_Fw
HarmSP52_qPCR_Rv
HarmMDCP_gPCR_Fw
HarmMDCP_gPCR_Rv
HarmSP63_gPCR_Fw
HarmSP63_gPCR_Rv

AGAGATTCGCATAGCCGAGTT
GGCCAAGGGGTAAATTAATCA
AGCAGTACGCTGGAGTAGCAG
GGCGTGAGTGAACTCATTGTT
CAACCAAGAAGAGTGCAGGAG
GGACTCCATTGTGGTAGAGAGG
CTTCGACCAGTACGGAGACAG
CTCCCACCAAATGAACTAGCA
GCTTCAGGAGCCATCACTACA
GGATGATTGCAAGATCAGGAA

42



Chymotrypsin precursor
Transmembrane protease
serine 9
Zinc carboxypeptidase
Cytochrome p450 CYP6ael9
Cytochrome p450 CYP6K1
Gossypol-induced cytochrome
p450
Cytochrome p450 4915

Cytochrome p450 499

Odorant degrading enzyme
CXE3

HarmPCHYM_gPCR_Fw
HarmPCHYM_gPCR_Rv

HarmTPS9_gPCR_Fw
HarmTPS9_qPCR_Rv
HarmzZnCP_gPCR_Fw
HarmzZnCP_gPCR_Rv

HarmCYP6ae_gPCR_Fw
HarmCYP6ae_qPCR_Rv
HarmCYP6K_gPCR_Fw
HarmCYP6K_gPCR_Rv

HarmGCYP_gPCR_Fw
HarmGCYP_gPCR_Rv

HarmCYP4g15 qPCR_Fw

HarmCYP4g15 qPCR_Rv
HarmCYP4g9_gPCR_Fw

HarmCYP4¢9_gPCR_Rv

HarmODE_gPCR_Fw
HarmODE_gPCR_Rv

TTGATCGGTGTGACCTCTTTC
TTCAAAGACGTTGGTTGATCC
TGTTTAATCAGGAAGCCCTCA
TCCTTGCCTATTTCCATGTTG
TTCCACTCGTACTCCCAAATG
CCTCTGACTGCAATCTCGAAC
CCCATTCTCGTTCCAACCTGA
ACTTGCATTTTCGCGAACCTC
GCGTCCTGATAGGTTCAACAA
GTAGCGTTTACCCATGCAGAA
TGTAGAAGCGTGCTTTGATGA
CCTTCAATCCAGAAGGGAAAG
TACCAACAACTACACGCTCCC
TGTCAGGGTTGAAGGTGTCAG
TTGAGCGTGTGATCCTCGAAA
GGGAGCGTGTAGTTGTTGGTA
TGCCCATTTGGATGACCTGAT
GTGCACGCCAGTTGAATCAAT

Genes subexpressos em Tabaco

Serine proteinase inhibitor 1

Serine proteinase inhibitor 2

Inducible metalloproteinase
inhibitor
Immune reactive protease
inhibitor

Protease inhibitor 4

Leucine-rich repeat- protein 68

Fatty acid binding protein

Pancreatic lipase-related
protein 2

Chitin deacetylase 2

Chitinase A

HarmSPI1_gPCR_Fw
HarmSPI1_gPCR_Rv

HarmSPI2_gPCR_Fw
HarmSPI12_gPCR_Rv

HarmIMPI_qPCR_Fw
HarmIMPI_gPCR_Rv

HarmIRPI_gPCR_Fw
HarmIRPI_gPCR_Rv

HarmPIl4_gPCR_Fw
HarmP14_gPCR_Rv
HarmLRR_gPCR_Fw
HarmLRR_qPCR_Rv
HarmFABP_qPCR_Fw
HarmFABP_gPCR_Rv
HarmPLP2_gPCR_Fw
HarmPLP2_gPCR_Rv

HarmCDA2_gPCR_Fw
HarmCDA2_gPCR_Rv

HarmCHIT_gPCR_Fw

CCAGCAGTTTTGAGAAAGGCC
GAGCTTGTCCTGGAGTGAACA

CCAGGGAGCCAAGATGTCTG
CGTAGACAAACGGTTCGCATC

CGCAGTCAACGGAATGTTCAG
TCGTCACAATAACAGCCGTCA

TGTGACGAAGGCTATGCAAGA
TATTGCATTGGACACCGTGGA

TTGCCCTGTCGTATTGTACCC
TGGTCGCAGTTGGAAGTGTAA
TACGCCTAGGGACATTCCTGA
TAGTTAAAGGGCACGGCTTGT
GACACTGCAAGACCACCTACA
TCTCGTTGCCAGAGAACTTCC
CGTGCGTCACAACCATTTGAT
TGTTCACGATGGCATTACCCA
CTGCCCTGAAGGAAAATTAGC
AGGGGCTCTGTTAGGATCAAC

CCTAGTACAGCCAAGCCAACA
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HarmCHIT_gPCR_Rv CTCACAGCGATGTCATTCTCA

Molting carboxypeptidase a HarmMCP_gPCR_Fw CTGGCGTAAGAACAGGAGAGG
HarmMCP_qPCR_Rv CGCGGTAGATTTCACTGCATG

Juvenile horm acid HarmJHAM_qPCR_Fw ACAAGTTGCTCGGCTGTGATA
methyltransferase HarmJHAM_gPCR_Rv GGCAGGTCTCCCTCAATATCG
Cytochrome Cyp338a2 HarmCYP338_qPCR_Fw GGGGAGCCTTCAAACAAAACC
HarmCYP338_gPCR_Rv CACGTCAGAGTGAGGCTTCTT

Cytochrome Cyp6B6 HarmCYP6B6_gPCR_Fw CTCTGCATAACGACCCCAAGT
Harm CYP6B6_gPCR_Rv GCTCTGGGTCCTAGTCCAAAC

4 RESULTADOS

4.1 Desempenho larval em folhas de tabaco versus algodéao

O desenvolvimento das lagartas de H. armigera sob alimentacdo em tabaco e
algodao foi avaliado frente aos parametros mortalidade, tempo decorrido até a

pupacéo e peso das pupas.

O experimento de alimentacdo em folhas de tabaco e algodao foi realizado
com lagartas no 2° estagio de desenvolvimento, considerando que houve
mortalidade de 100% para todos os insetos recém eclodidos que foram alimentados
em folhas de tabaco, inviabilizando a continuidade do experimento. A H. armigera se
desenvolve bem em plantas de algoddo, sendo considerado, neste trabalho, o

hospedeiro padrdo de herbivoria.

No 3° estagio de vida quase 50% de todas as lagartas alimentadas por tabaco
haviam morrido e esse indice aumentou para 70% no estagio seguinte, mostrando
os efeitos deletérios da alimentacdo nestas folhas ainda no inicio do
desenvolvimento do inseto. Em contrapartida, os insetos alimentados por folhas de
algodao ainda apresentavam cerca de 90% de sobrevivéncia até o 4° estagio de

desenvolvimento (figura 1A).
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A partir do 4° estadgio até a fase pupa, houve decréscimo na taxa de
sobrevivéncia do grupo alimentado com algoddo, perfazendo, ao final do
experimento, cerca de 35% de sobrevivéncia. No grupo tabaco, quando os insetos
atingiram o 5° estagio, a taxa de sobrevivéncia foi em torno de 10% e se manteve

até a fase pupa.

Os efeitos da dieta em tabaco também foram pronunciados em relagdo ao
tempo de desenvolvimento do inseto em dias, conforme demonstrado na figura 1B,
cujo tempo médio do ciclo de vida foi de 25 dias na dieta em folhas de tabaco, a
partir do 2° estagio até a fase pupa. Esse resultado diferiu significativamente do
tempo médio de 20 dias da dieta em algoddo, o que corrobora o retardo no

crescimento larval decorrente da alimentagéo.

Apenas 10% das lagartas alimentadas em folhas de tabaco conseguiu atingir
a fase pupa. A média de peso das pupas sobreviventes foi de 140 mg,
significativamente inferior a média de peso observada para o grupo alimentado com

algodao, que resultou em 180 mg, conforme demonstrado na figura 1C.

N&do houve diferenca entre os aspectos fenotipicos visiveis nas pupas
sobreviventes dos dois tratamentos, mas as diferencas de peso entre 0S grupos
reforcam as dificuldades de crescimento das lagartas em folhas de Nicotiana

benthamiana em detrimento da alimentacdo em hospedeiro padréo.

4.2 Obtencao do RNA total

As amostras de RNA total de lagartas de H. armigera em quinto estagio
(instar) de desenvolvimento alimentadas isoladamente com folhas de tabaco ou
algoddo apresentaram qualidade e integridade satisfatorias para as andlises
posteriores, quando visualizadas em gel de agarose 1% apds a purificacéo,
conforme ilustrado na figura 2. A integridade do RNA ribossémico, representado no
gel pelas bandas mais abundantes, reflete a qualidade dos outros tipos de RNA,

como o RNA mensageiro, biomolécula de interesse para 0s experimentos seguintes.
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(WINNEBECK; MILLAR; WARMAN, 2010). A eletroforese em gel de agarose é
essencial para uma avaliacdo prévia das amostras antes da sintese de cDNA.

Sobrevivéncia (%)
3

30

_a Algodédo

_ Tabaco

2nd 3rd 4th

5th 6th Pupa
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20
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Figura 1. Sobrevivéncia e desempenho alimentar de larvas de Helicoverpa armigera

alimentadas com folhas de algoddo (Gossypium hirsutum) e

tabaco (Nicotiana

benthamiana). A) Porcentagem de sobrevivéncia dos insetos do 2° instar a pupa; B) Tempo
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até a pupacéao (em dias); C) Média de peso das pupas dos insetos de ambos os tratamentos
(em miligramas). Os dados foram analisados com o teste T de Student (* P <0,05; * P <0,01,
** P <0,001).
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Figura 2. RNA total de lagartas quinto instar de H.armigera em gel de agarose 1% enviado
para sequenciamento. Nos dois géis foram utilizadas aliquotas do marcador 1 Kb DNA Plus
ladder (Invitrogen); As amostras 13 e 14 representam o RNA de Insetos alimentados com
folhas de tabaco; 15 e 16 — RNA de Insetos alimentados com folhas de algoddo. A amostra
25 representa a integridade do RNA correspondente ao pool de amostras de RNA das

condi¢Bes anteriores que foi utilizada para a montagem da biblioteca referéncia.

4.3 Sequenciamento e pré-processamento dos dados

ApoOs o sequenciamento foram geradas cinco bibliotecas: duas de lagartas
alimentadas por folhas de algoddo (HaCl e HaC2) e duas de lagartas alimentadas
por folhas de tabaco (HaTl e HaT2), a partir das amostras de RNA oriundas dessas
respectivas condi¢gdes de tratamento. A quinta biblioteca representa o pool equimolar
de RNA das amostras anteriores e foi denominada biblioteca de cDNA referéncia.
Foi obtido um total de aproximadamente 11,2 x 10° bases e 112 milhdes de reads

pareados (paired reads), que variaram entre 18 milhdes de reads para a menor
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biblioteca e 22 milhdes de reads para a maior biblioteca. A biblioteca de cDNA
referéncia, por se tratar de uma combinagédo da quantidade de RNA resultante das
amostras anteriores, apresentou uma quantidade de 56,2 milhdes de reads,
quantidade consideravelmente superior quando comparada com as demais

bibliotecas.

Considerando a cobertura das sequéncias gerada pelas bibliotecas de RNA
sequenciadas, foi realizada uma montagem de novo do transcritoma com base em
uma referéncial/transcritoma dos tecidos de H. armigera com a finalidade de obter
uma analise de expressao diferencial de alta restringéncia e maior acuracia. Apos as
analises de pré-processamento, os reads de alta qualidade da biblioteca referéncia,
gue somaram em 39.627.827, foram normalizados e utilizados para a montagem dos
contigs do transcritoma. Os reads das bibliotecas de algoddo e tabaco foram
também normalizados para analises posteriores. A diferenca observada no nimero
de reads antes e ap0s o pré-processamento demonstra a alta restringéncia utilizada
no pré-processamento, reduzindo bastante a quantidade de reads utilizados para a
montagem dos contigs. Os reads que nao foram utilizados para a montagem dos
contigs apresentaram ma qualidade de sequenciamento ou insuficiéncia de
cobertura de acordo com os parametros utilizados. O numero de bases, 0 nimero
inicial de reads e o niumero de reads para cada biblioteca ap6s o pré-processamento

estdo descritos na tabela 3.

Tabela 3. Pré-processamento de todas as sequencias antes da montagem do transcritoma
de H. armigera

Pré-processamento dos dados

Numero de reads antes do pré-processamento 112.554.650
Numero de bases antes do pré-processamento 11.255.465.000
Tamanho dos reads antes do pré-processamento (pb) 100

NUmero de reads ap0s pré-processamento 79.255.654
NUmero de bases apos pré-processamento 6.815.986.244
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Tamanho dos reads apds pré-processamento 86

4.4 Montagem e anotacgao do transcritoma

A montagem de novo do transcritoma foi realizada com a ferramenta da
plataforma TRINITY (HAAS et al.,, 2013) utilizando 39.627.827 reads de alta
qualidade que resultaram em 133.218 contigs. Apdés a montagem, os contigs foram
submetidos as buscas por homologia contra o banco de dados de proteinas nao
redundantes (nr) do NCBI com a ferramenta BLASTx e e-value maximo de 107
utiizando o BLAST2GO, visando a obtencdo de uma biblioteca bastante
representativa. Dos 133.218, cerca de 66.780 (50,13%) contigs apresentaram pelo
menos um hit contra o banco de dados nr, sendo que 0s outros 66.438 (49,87%)
contigs podem corresponder provavelmente as sequéncias de RNA ribosomal
(rRNA), RNA néao-codificante (ncRNA - “non-coding RNA”), ou RNA codificante para
proteinas ndo conhecidas ou ndo reportadas nos bancos de dados do NCBI (figura
3A).

s00%0 53.497
50,13% 49,87%

60000

40000 -

Number of contigs

20000 -

mmmm Total Transcripts

= Total Contaminants

Blast match contigs (nr) Non-match contigs (nr)

Figura 3. Quantidade de contigs resultantes da montagem e anotacdo do transcritoma. A)

Quantidade de contigs anotadas e ndo anotadas ap0s o alinhamento utilizando a ferramenta
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BLASTX. B) Quantidade de contigs resultantes apdés a retirada de sequencias

contaminantes.

Os contigs ndo anotados e os contigs detectados como contaminantes
(sequéncias que apresentaram homologia unicamente com sequéncias de
procariotos, virus, parasitos e plantas) foram removidos para obtencdo do
transcritoma de H. armigera. Dentre as sequéncias selecionadas apds a anélise do
BLAST, aproximadamente 19,9% foram detectadas como contaminantes que
representam 13.283 sequencias (figura 3B). A etapa de identificagcdo dessas
sequéncias é necessaria, uma vez que a montagem nao foi feita com base em um
genoma de referéncia, o que dificulta a deteccdo de sequéncias exdgenas,
provavelmente ndo presentes no genoma de H. armigera. A quantidade de
sequéncias contaminantes justifica-se pela utilizacdo de toda a carcaga do inseto
para o sequenciamento. Além disso, mesmo sendo utilizados insetos mantidos em
condicbes de laboratério, as plantas utilizadas para a alimentacdo estavam
ambientadas em casas de vegetacdo o que interfere na mudanca da microbiota do
inseto e identificacdo de sequéncias de microrganismos e plantas ap6s a anotacéo
génica.

O transcritoma H. armigera resultou em 53.497 contigs (figura 3B), e 23.022
unigenes, sendo o tamanho médio observado de 1563,05 pb para os contigs e
1417.43 para os unigenes. O tamanho minimo dos contigs observados foi de 300 pb
e 0 tamanho méximo de 24.150 pb, com uma média de cobertura de um read por
contig de 50 e um N50 de 2.329 pb para os contigs e 2393 para o0s unigenes (tabela
4). Nossos dados mostram 5.936 genes a mais quando comparados aos 17.086
genes codificadores de proteinas previstos no genoma disponivel de H. armigera
(PEARCE et al., 2017). Um numero maior de unigenes (> 50.000) foi relatado em
outros transcritomas de tecido especificos de H. armigera (ZHANG et al., 2015;
YUAN et al., 2018), embora essa variabilidade seja fortemente afetada pelas

condi¢cbes de sequenciamento.

A qualidade de transcritomas pode ser também avaliada utilizando as
métricas do software BUSCO. O BUSCO é uma medida quantitativa da completude
de montagem e anotacdo que se baseia em informacfes evolutivas presentes no

contetdo génico (SIMAO et al., 2015). Para essa andlise foi utilizado um conjunto de
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1.066 BUSCO’s, os quais s&o grupos de genes constitutivos com frequencia,

relacionada a historia evolutiva, testada a partir de modelos matematicos, com o

objetivo de serem usados como indicadores da completude de um determinado

genoma ou transcritoma (SIMAO et al., 2015).

A completude do transcritoma de H. armigera foi de aproximadamente 88,7%

apresentando uma qualidade alta segundo as métricas do software. Os genes

"completos” encontrados com mais de uma copia dentro do transcritoma foram 585 e

sdo classificados como "duplicados",

avaliadas, conforme ilustrado na tabela 4.

Tabela 4. Montagem e completude do transcritoma de H. armigera

Assembly statistic

Pre-filtered assembly

Post-filtered assembly

representando 54,87% das sequéncias

Number of Unigenes 75465 23022
Number of Contigs 133218 53497
GC % 40.02 42.64
Completed BUSCOs 945 (88.7 %)
Single copy BUSCOs 360 (33.77 %)
Duplicated BUSCOs 585 (54.87 %)
Contigs Contigs Unigenes Contigs Unigenes
Median (bp) 643 492 1107 798
Mean (bp) 1124.15 884.12 1563.05 1417.43
Total assembled bases: 149757343 66720147 83618654 32632122
Contig N10 (bp) 4887 4954 5424 5997
Contig N30 (bp) 2849 2566 3434 3648
Contig N50 (bp) 1769 1296 2329 2393
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ApGs as analises de anotacgédo utilizando a ferramenta BLASTX, foi observada
maior similaridade dos contigs com sequencias de insetos, sendo que a melhor
distribuicdo de espécies atingidas pertence a ordem Lepidoptera: Amyelois
transitella (21,6% de similaridade entre as sequéncias) e Bombyx mori (19,8%), o
bicho-da-seda. Além destes insetos foi observada similaridade com sequéncias de
outros insetos lepidopteros, como Papilio xuthus, Papilio machaon, Danaus
plexippus, Operophtera brumata, Papilio polytes, Plutella xilostella e Spodoptera
litura conforme demonstrado na figura 4. Provavelmente, o maior nivel de
similaridade com Amyelois transitella e Bombyx mori relaciona-se com a completude
do genoma desses organismos, além de possivel conservacdo das sequéncias
gendmicas entre o inseto em estudo e esses organismos, haja vista pertencerem a
mesma ordem (CHANG,; SHEN, 2016; XIA et al.,, 2004). Os dados obtidos
demonstraram baixa similaridade com sequéncias de H. armigera (5,8%) ja
depositadas nos bancos de dados uma vez que a montagem deste transcritoma nao

foi guiada por genoma.

Amyelois transitella | 21.6%

Bombyx mori | 19.8%

Papilio xuthus - | 10.3%

Papilio machaon A | 8.4%

Danaus plexippus - | 720

Operophtera brumata - | 6.206

Helicoverpa armigera | 5.80
Papilio polytes 1 5.3%
Plutella xylostella 4.9%

Spodoptera litura —D 0.9%

Others - | 11.4%
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Figura 4. Comparacao das sequencias do transcritoma de H. armigera com outras espécies
de insetos a partir da distribuicdo de BLASTx contra o banco de dados de proteina NR (non-
redundant) do NCBI.

4.5 Ontologia Génica (GO) e Anédlise de Vias Metabdlicas

A classificagdo funcional dos contigs do transcritoma de H. armigera foi
realizada por analise de ontologia génica associada aos dados do InterPro utilizando
0 BLAST2GO (CONESA,; GOTZ, 2008; CONESA et al., 2005).

As buscas realizadas resultaram em 36.501 (60,45%) dos contigs anotados
em termos de ontologia génica que foram agrupados em trés categorias: processos
biolégicos, funcdo molecular e componente celular (figura 5). Os termos dominantes
para a categoria processos biolégicos sdo genes associados a processos
metabdlicos e celulares, enquanto os termos dominantes para funcdo molecular sao
atividade catalitica e de ligacdo. Em relacdo a categoria componente celular, os

termos dominantes sdo os genes associados a membrana.

Com base na anotacdo foram geradas informacdes acerca das familias de
proteinas mais abundantes identificadas no transcritoma, conforme ilustrado na
figura 6. A maior parte dos contigs do transcritoma de H. armigera corresponde as
familias de proteinas do complexo citocromo P450, proteinas transportadoras de
membrana, proteases, desidrogenases/redutases, proteinas envolvidas com a
cuticula do inseto, GTPases, triacilglicerol lipases e citocromo P450 classe E, que

juntas perfazem 2869 sequencias.

Os genes codificantes de enzimas foram agrupados de acordo com a
funcionalidade biolégica que exercem em diferentes mecanismos e vias metabdlicas,
aos quais estédo envolvidos, com base na analise do software KEGG, ilustrada na
figura 7. A maior parte das sequencias identificadas corresponde as enzimas
envolvidas no metabolismo de carboidratos, metabolismo e biodegradagédo de

xenobidticos, metabolismo de aminoacidos, metabolismo de nucleotideos,
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metabolismo de cofatores e vitaminas, metabolismo de lipidios, biossintese de

antibiéticos, metabolismo energético, dentre outras vias metabdlicas.
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Figura 5. Classificagdo em termos de GO do transcritoma de H. armigera. Os termos foram

classificados nas seguintes categorias: Componente Celular, Fungdo Molecular e Processo

Bioldgico e estéo representados quanto ao numero de contigs.
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4.6 Expressao Diferencial de Genes

Os reads nao normalizados de todas as bibliotecas (excluindo as bibliotecas
de referéncia) foram mapeados usando o pacote RSEM do Trinity, sendo obtida uma
porcentagem de mapeamento meédio de 53,1% e 65,4% para os reads das
bibliotecas de algodao e tabaco, respectivamente. A expressao diferencial in silico
entre as bibliotecas foi detectada pela triagem dos contigs/genes com variacao
estatistica significativa maior que duas vezes. No total foram identificados 1295
genes diferencialmente expressos (3,10%) quando sao comparadas as condi¢des de
alimentacdo em algodéao e tabaco.

O coeficiente de determinacdo (R?) entre as réplicas de cada tratamento foi
calculado utilizando valores de FPKM transformados em escala logaritmica com
base 2. Os valores observados de R? para os valores de Log2 (FPKM) sdo aceitos
se estiverem acima do limiar aceitdvel para a analise estatistica pelo software
EdgeR (R? = 0.75). Uma analise de expressdo significativa depende em grande
medida da qualidade das réplicas bioldgicas, as quais devem apresentar a menor
variabilidade possivel. Na figura 8 pode se observar o Heat-map representando a
distribuicdo dos valores de Log2(FPKM) para os transcritos diferencialmente

expressos “clusterizados” em agrupamentos com base nos valores de fold change.

O Heat-map demonstra que os transcritos diferencialmente expressos foram
agrupados em dois subclusters diferentes. O subcluster 1 (superior) agrupa 743
genes cuja expressao foi superior em insetos que se alimentaram com folhas de
tabaco em relacdo aqueles alimentados com folhas de algoddo. Em contrapartida, O
subcluster 2 (inferior) agrupa 552 genes cuja expressao foi superior em insetos que
se alimentaram com folhas de algoddo quando comparados aqueles alimentados

com folhas de tabaco.

Para a analise de expressdo diferencial, todos os 23.022 unigenes foram
utilizados. No transcritoma de Pierce et al., 2017, apenas 13.099 transcritos foram
utilizados na andlise de expressédo diferencial. A regulacdo transcricional observada
por Pearce et al. (2017) foi significativamente diferente de nossos resultados,
considerando apenas a comparacao entre algodao e tabaco.
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Figura 8. Heat-map representando os niveis de expressdo normalizados dos genes
diferencialmente expressos nas bibliotecas de algoddo e tabaco. Os contigs foram
agrupados em dois subclusters diferentes. A escala mostrando os valores de Log2 (FPKM)
representa os niveis de expressao desde o menor (-4) até o maior (4). HaCl e HaC2
representam as bibliotecas de lagartas alimentadas por folhas de algoddo; HaTl e HaT2

representam as bibliotecas de lagartas alimentadas por folhas de tabaco.

De forma semelhante foram gerados dois graficos com a distribuicdo dos
grupos principais de genes diferencialmente expressos seguindo o método padréo

de agrupamento do EdgeR (Figura 9).
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Figura 9. Agrupamentos de genes expressos diferencialmente gerados pelo EdgeR, em
funcdo dos valores de Log2(FPKM). Um total de 743 genes foram superexpressos nos
insetos alimentados com folhas de tabaco em detrimento dos 552 genes ativados em
condi¢des de alimentacdo com folhas de algod&o.

4.7 Analise de enriquecimento por ontologia génica

O enriquecimento de termos GO foi realizado com base no dado estatistico
FDR (false discovery rate) do software FUNC e permitiu categorizar os genes
diferencialmente expressos em dois conjuntos de expressdo (genes super-
expressos e genes subexpressos), ambos na condicdo do inseto alimentado com
folhas de algodao, em referéncia aos alimentados por folhas de tabaco. Em seguida,
cada grupo foi associado de forma independente com um grupo de termos GO
estatisticamente enriquecido. Na figura 10 estd representada a quantidade de
termos GO associada a cada conjunto de genes, bem como o total de termos GO
obtido apés a filtragem usando a ferramenta REVIGO, com a qual foram eliminados

termos GO redundantes.
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Figura 10. Quantidade total de termos enriquecidos de GO (EGOT’s) associada aos genes
diferencialmente expressos encontrados no transcritoma de H. armigera. A figura representa
0 numero de termos inicial obtido mediante a andlise de enriquecimento do software FUNC,
bem como a quantidade de termos resultantes da filtragem mediante andlise com a
ferramenta REVIGO. Os dois agrupamentos de genes (super-expressos e sub-expressos)
estdo determinados para os insetos alimentados com algoddo em relacdo aos insetos
alimentados com tabaco.

Ap6s a analise do REVIGO foram selecionados os termos GO mais
enriquecidos em cada conjunto de genes diferencialmente expressos (figura 11). O
grau de enriquecimento foi definido pela proporcéo entre a frequéncia observada do
termo no conjunto de genes diferencialmente expressos e a frequéncia esperada do
termo, proveniente da anotacdo global do transcritoma. Dentre o0s termos
enriguecidos, aqueles que apresentaram maior quantidade de genes
diferencialmente expressos estdo envolvidos com atividade catalitica, atividade de
hidrolase e protedlise para 0s genes superexpressos em lagartas alimentadas por
folhas de algoddo. Os genes que foram subexpressos em algodado apresentaram
maior abundéncia nos termos de estrutura celular, constituintes da cuticula e
metabolismo de carboidratos. Estas categorias de termos foram utilizadas para a

escolha de genes para a validacéo por gqPCR, com base no valor de fold change.
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Figura 11. Termos GO mais enriquecidos para cada conjunto de genes diferencialmente
expressos no transcritoma de H. armigera. Em A, estdo representados 0s termos nao
redundantes, com maior frequéncia observada para 0s grupos de genes superexpressos em
insetos alimentados com algodéao, obtidos a partir da analise do FUNC. Em B, os termos
relacionados aos genes subexpressos para a condi¢cdo alimentacdo com algodédo. A figura
mostra os termos das trés categorias principais de ontologia génica: processos biolégicos,

funcdo molecular e componente celular.

4.8 Normalizacao de genes para qPCR e validacao de genes do transcritoma

Experimentos de analise de expresséo génica necessitam da inclusdo de genes que
funcionem como controles enddgenos para corrigir variacbes na eficiéncia de
amplificacdo das reagcbes e na quantificacdo da expressdo quando comparamos
diferentes amostras. Esses genes sao escolhidos devido a sua expressao
constitutiva sob diferentes condi¢des experimentais (BUSTIN, 2002; RADONIC et al.,
2004; SCHMITTGEN; LIVAK, 2008). Com o0 objetivo de padronizar as condi¢gbes de
expressdo génica em insetos alimentados com algodéo e tabaco e validar os genes

referéncias para essas condi¢des foram escolhidos 8 genes de referéncia com base
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em outros estudos j& realizados com o inseto (CHANDRA et al., 2014). Os genes
utilizados foram o fator de elongacdo 1 alfa (EF-1a), subunidade ribossomal 18
(RPS18), subunidade ribossomal 13 (RPS13), succinato desidrogenase (SDH), B-
actina, gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH), ubiquitina C (UBCE) e [-
tubulina. Inicialmente, a expresséo dos genes de referéncia foi avaliada utilizando a
ferramenta online RefFinder. O RefFinder foi empregado para permitir um ranking
abrangente da estabilidade da expressédo dos oito genes referéncia, com base na
integragcdo de quatro algoritmos amplamente utilizados como Bestkeeper,
NormFinder, Genorm e o método Delta Ct (tabela 5). De acordo com essa analise
global, os dois melhores genes, SDH e GAPDH, foram selecionados para a
validacdo dos genes expressos diferencialmente nas condicdes de alimentacao

avaliadas.

Tabela 5 - Lista dos melhores genes de referéncia de acordo com RefFinder.

Ranking
Método 1 2 3 4 5 6 7 8
Delta CT SDH GAPDH B-Tub RPS18 EFla UBCE RPSI3 Ast-in
BestKeeper UBCE SDH RPS18 GAPDH RPS13 B-Tub EFla AEt'in
Normfinder SDH EFla B-Tub GAPDH RPS13 RPS18 UBCE AEt'in
GAPDH | B
Genorm PSia UBCE SDH EFla B-Tub RPSI3 ,ou
Ordem SDH GAPDH RPS18 UBCE B-Tub EFla RPSI3 o-
recomendada Actin

De acordo com os dados gerados, a partir do EdgeR, foram identificados os
valores de fold change referentes a expressao diferencial de genes nos termos GO
enriquecidos para os agrupamentos de genes super expressos e subexpressos em
insetos alimentados com folhas de algoddo em relacdo a expressao naqueles
alimentados com tabaco. Este parametro (maiores valores de fold change) foi

utilizado para a escolha dos genes que foram validados por RT-gPCR.
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A figura 12 demonstra o perfil de expresséo génica por RT-qPCR dos genes
escolhidos para a validagcédo do transcritoma em concordancia com os valores de fold
change resultantes da andlise de expressao génica diferencial apds sequenciamento

de RNA para as condi¢des de alimentacéo avaliadas.

A fim de validar as bibliotecas génicas geradas foram avaliados, por RT-
gPCR, os niveis de expressao de 28 genes envolvidos principalmente na digestéo e
metabolismo dos xenobioticos. A figura 12 mostra a mesma tendéncia de expressao
para muitos genes testados quando comparada a expressao obtida na analise de
RNA-seq. No entanto, alguns genes foram expressos mais proeminentemente na

analise RNA-seq do que na andlise RT-gPCR.
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Figura 12. Validacdo de 28 genes envolvidos nas vias de nutricdo e desintoxicacdo de
insetos em resposta a diferentes dietas (folhas de algodéo ou tabaco). As linhas indicam os
valores de DEGs na analise de RNA-seq e as barras indicam a analise de RT-qPCR. Ambos
os valores foram transformados em Log2 de alteracdo de dobra (Log2FC).

Proteases serinicas, metalicas e enzimas de desintoxicacdo da familia
CYP450 foram mais expressas em insetos alimentados com tabaco do que em
insetos alimentados com algodao. Por outro lado, em insetos alimentados com
tabaco houve reducdo na expressdo génica de genes inibidores de protease,
metabolismo de quitina e enzimas de desintoxicacdo diferente daquelas
superexpressas no grupo de insetos alimentados com tabaco.

As diferencas na expressao desses genes denotam o comportamento do
inseto frente aos dois tipos de dieta, sendo que os principais genes envolvidos com
a alimentacdo em tabaco sdo genes da familia do citocromo P450, envolvidas com a
detoxificacdo de metabodlitos secundarios e proteases serinicas e metalicas

envolvidas na digestao de proteinas.

5. DISCUSSAO

5.1 Desenvolvimento de H. armigera nas duas dietas

Considerando a interacdo planta praga, insetos herbivoros generalistas
tomam decisbes mais lentas e menos precisas do que os especialistas ao selecionar
hospedeiros, uma vez que devem discriminar e decidir entre estimulos sensitivos e
nutricionais de uma variedade maior de possibilidades de alimentacdo (BERNAYS,
2000; RAGLAND et al., 2015. WHANG et al., 2017). Desta forma, insetos polifagos
desenvolveram mecanismos de adaptacdo que exibem um grau consideravel de
plasticidade no comportamento de selecdo e troca de plantas hospedeiras
(BERNAYS, 2000; PETIT, 2015).

A H. armigera é um inseto polifago que se alimenta de muitas familias de

plantas hospedeiras e exibe grande capacidade de desenvolver resisténcia aos
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inseticidas e contornar efetivamente a maioria das estratégias de manejo de pragas
(SRINIVAS et al., 2004). Desta forma, esta espécie tem sido avaliada como um bom
modelo generalista de herbivoria em insetos, sendo umas das espécies de pragas
mais prejudiciais do mundo devido ao rapido desenvolvimento de resisténcia frente
aos inseticidas (CHO et al., 2008; VOGEL et al., 2014).

Neste trabalho, o desempenho de crescimento e as respostas transcricionais
de Helicoverpa armigera frente as duas diferentes dietas foram elucidados. Em
insetos generalistas, esses dados constituem-se de componentes importantes que
justificam os mecanismos de sobrevivéncia e adaptacao fisiolégica em novas plantas
hospedeiras (RAGLAND et al., 2015).

Em relacdo ao tempo de desenvolvimento em cada dieta, houve diferenca
significativa entre os insetos alimentados com folhas de algoddo e de tabaco. As
lagartas tém o sitio de alimentacao preferencial em partes reprodutivas da planta de
algodao (LIU et al. 2004), causando perdas econémicas na producdo mundial desta
cultura e, mais recentemente na producdo algodoeira do Brasil (CZEPAK et al.,
2013; SPECHT et al., 2013). Neste estudo, apesar de as folhas ndo serem os
tecidos de algodao preferenciais para a alimentacdo da lagarta, o inseto se
desenvolveu mais rapidamente neste tecido quando comparado a0 mesmo tempo

de desenvolvimento em tabaco.

Lagartas de 1° e 2° instares adaptam-se facilmente a alimentacdo em folhas
de algoddo e apresentam as menores taxas de mortalidade nesta fase do
desenvolvimento, quando comparadas com outras plantas hospedeiras. Apesar
disso, semelhante aos dados observados neste estudo, entre o 4° e 6° instares
ocorre um decréscimo da taxa de sobrevivéncia das lagartas alimentadas neste
hospedeiro, mesmo quando alimentadas nos botdes florais, sitios preferenciais de
alimentacdo em algodéao (LIU et al. 2004; CUNNINGHAN, 2014).

Bhonwong et al., (2009) e Safuraie-parizi et al.,(2014) também relataram a
mortalidade das lagartas em diferentes instares, em condi¢des de laboratorio, frente
as condicdbes de alimentacdo em plantas de tomate, que faz parte da dieta

generalista do inseto. Além disso, foi observada alta mortalidade em lagartas
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neonatas devido a acdo dos tricomas foliares de tomate, de forma semelhante a alta
taxa de mortalidade, observada neste estudo, nas lagartas de 1° instar alimentadas

com tabaco, cujas folhas séo ricas em tricomas foliares.

Bally et al., (2016) também demonstraram que a alimentacdo de lagartas
neonatas de H. armigera em amostras de tecido foliar de N. benthamiana em
diferentes idades afeta o desenvolvimento e o ganho de peso do inseto. Apos 4 dias
de alimentacdo nos tecidos foliares de 1, 2, 3 ou 5 semanas, cerca de 90% das
larvas ainda havia sobrevivido. No entanto, o consumo de folhas foi minimo em
plantas com 7 semanas, quando a taxa de crescimento larval foi prejudicada e a

taxa de sobrevivéncia caiu para cerca de 50% em plantas com essa idade.

De forma diferente, foi observado neste estudo que houve 100% de
mortalidade em lagartas neonatas alimentadas em folhas de N. benthamiana de
plantas com idades entre 4 e 5 semanas. Além disso, apesar de o bioensaio de
alimentacdo ter sido iniciado com insetos no 2° estagio, houve aproximadamente
50% de mortalidade observada no 3° estagio, confirmando os efeitos deletérios da
alimentacdo provocados pelos mecanismos de defesa da planta, ainda no inicio do

desenvolvimento do inseto.

De modo geral, a grande maioria das plantas sintetiza metabdlitos
secundarios como compostos de defesa cuja expresséo representa 0 mecanismo de
coevolucao entre os insetos fit6fagos e suas plantas hospedeiras (JIN et al., 2019).
Desta forma, tem sido bem discutido que para varios insetos herbivoros que
experimentam na dieta um composto especifico (ZHOU et al., 2009; ZHOU et al.,
2010) ou partes da planta, tendem a aumentar a relativa aceitabilidade desse
composto favorecendo ou ndo a adaptagdo a uma nova planta hospedeira
(THOMING et al., 2013; PETIT et al., 2015).

Os metabolitos com atividade inseticida podem ser exemplificados pelos
terpenoides, alcaloides e compostos fenolicos (BOULOGNE et al., 2012). Plantas de
tabaco defendem-se dos insetos predadores induzindo a sintese do alcaloide
nicotina, assim como plantas de algodao aumentam a sintese do composto fendlico

gossipol. A toxicidade do gossipol pode ser principalmente atribuida aos grupos
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aldeidos altamente reativos que interagem com os aminoacidos das proteinas do
inseto, bem como devido a presenca de seis grupos hidroxil fendlicos (DODOU,
2005).

O conhecimento sobre os mecanismos especificos de detoxificacdo do
gossipol em lagartas de lepidopteros ainda é limitado (JIN et al., 2019). KREMPL et
al., (2016) demonstraram que, apés a ingestdo, uma propor¢cdo do gossipol é
metabolizado por glicosilagdo e subsequentemente excretado nas fezes por H.
armigera e H. virescens, apresentando uma reatividade reduzida e uma excregao

aumentada.

Quando administrado na dieta, 0 aumento de doses sucessivas de gossipol
influencia na perda de peso das lagartas de H. armigera e estimula a expressao de
diversos genes de detoxificacdo da familia P450 (CELORIO-MANCERA et al., 2011;
VOGEL et al., 2014). Os padrGes espaciais e temporais dessa expressao génica
podem tanto ser dependentes da concentracdo do gossipol, quanto diferir entre os
tecidos alvos e sdo muito semelhantes a resposta a alguns inseticidas (TAO et al.,
2012; VOGEL et al., 2014).

Plantas de Nicotiana benthamiana tem sido amplamente utilizadas como
plantas modelo devido ao rapido ciclo de vida e facilidades de transformacao
genética para uso em aplicacdes biotecnolégicas em engenharia metabdlica,
producdo de vacinas, interacdo planta microrganismo e silenciamento génico
(BALLY, et al., 2018), bem como em estudos da interacdo planta praga (ZHANG et
al., 2016; BALLY, et al.,, 2016). Neste estudo, os resultados do bioensaio de
alimentacdo sugerem que a maior parte das lagartas de H. armigera ndo consegue
completar o seu ciclo de vida em N. benthamiana sendo suscetiveis aos efeitos

deletérios da alimentacdo nestas plantas.

Dentre os mecanismos que impedem a herbivoria em plantas de Nicotiana, a
expressao do alcaloide nicotina tem sido relatada na defesa contra insetos, pois
exerce efeitos neurotoxicos letais reduzindo, efetivamente, a taxa de ingestédo dos
tecidos vegetais (TODD et al.,, 2010). As plantas de Nicotiana spp. também

produzem inibidores de tripsina, que impedem os insetos de digerirem as proteinas
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da dieta. O efeito combinado da expressao de nicotina e inibidores de protease inibe
o crescimento das lagartas mais do que a acéo isolada destes elementos de defesa
atuando sozinhos (STEPPUHN & BALDWIN, 2007; GOG et al. 2014).

Insetos generalistas como H. armigera devem consumir grandes quantidades
de material vegetal para atender as suas necessidades nutricionais e, a0 mesmo
tempo, lidar com as numerosas defesas mecéanicas e quimicas impostas pelas
plantas hospedeiras (RAGLAND, 2015, WANG et al., 2017). Neste trabalho foi
observado que houve alta taxa de mortalidade das lagartas alimentadas com folhas
de N. benthamiana provavelmente devido a ativacdo dos metabdlitos de defesa da
planta. As respostas transcricionais frente a alimentagcdo nos insetos sobreviventes
destacaram, principalmente, a superexpressdo de genes envolvidos com a

detoxificacdo e digestao.

5.2 Respostas transcricionais relacionadas as dietas

As andlises de RNA-Seq de insetos alimentados com diferentes dietas
revelaram perfis distintos de expressdo génica. As diferencas observadas na
mortalidade e reducdo na taxa de crescimento sdo acompanhadas pela regulacao
de fatores associados a digestdo e metabolismo, desintoxicacdo, crescimento e
imunidade, entre outros (VOGEL et al., 2014). Tais diferencas na expressao entre
genes relacionados as funcdes fisioldgicas fornecem dados sobre os mecanismos

de resisténcia do hospedeiro em H. armigera.

Quando os insetos se alimentam de uma planta geralmente ocorre o acimulo
de diferentes metabdlitos para evitar o agressor, 0 que ocasiona uma contra-defesa
do inseto. Essa interacdo envolve mecanismos fisiolégicos, bioquimicos e genéticos
complexos, como a ativagdo de enzimas de desintoxicacdo (MAO et al., 2007;
CHEN et al., 2019). A andlise transcricional comparando a resposta de insetos
polifagos que se alimentam de plantas diferentes fornece informagdes sobre esses

processos.

68



No presente estudo, foi avaliado se o inseto generalista H. armigera pode se
desenvolver em duas espécies de plantas, algodao e tabaco, comparando dados
transcritbmicos gerados pela alimentacao de tabaco e algod&do. Os dados mostraram
5.936 genes a mais quando comparados aos 17.086 genes codificadores de
proteinas previstos pelo genoma disponivel de H. armigera (PIERCE et al., 2017).
Numeros mais altos de unigenes (> 50.000) foram relatados em outros transcritomas
especificos de tecidos de H. armigera (ZHANG et al., 2015; YUAN et al., 2018),
embora essa variabilidade seja fortemente afetada pelas condicbes de

sequenciamento.

A regulacdo transcricional observada por Pierce et al., 2017 foi
significativamente diferente daquela observada neste estudo, considerando apenas
a comparacao entre algodao e tabaco. Embora a maioria dos termos GO regulados
positivamente em lagartas alimentadas com algoddo estejam relacionados aos
processos proteoliticos no estudo anterior, os mesmos foram enriquecidos e
regulados positivamente neste estudo. Além disso, Pearce et al., 2017
demonstraram que familias relacionadas a detoxificagdo como P450 e CCEs eram

as categorias reguladas mais representativas nas lagartas alimentadas com tabaco.

Da mesma forma, neste trabalho o termo de GO associado a familia do
citocromo P450 foi enriquecido nos genes super expressos de insetos alimentados
com tabaco, embora alguns genes P450 tenham sido super expressos também no
grupo alimentado com algodéo. Isto se deve, provavelmente, ao fato de os genes
P450 estarem envolvidos na detoxificacdo do gossipol, que faz parte do sistema de
defesa do algodédo contra patdgenos e insetos herbivoros, sendo téxico para muitos
organismos, pois estd envolvido no estresse oxidativo, danificando o DNA na
presenca de ions metélicos (KREMPL et al., 2016).

Os termos de GO relacionados ao metabolismo de carboidratos, inibidores
de proteases (IP) e transportadores lipidicos foram enriquecidos em genes de
insetos alimentados com algodéo. Recentemente, foi proposto que um mecanismo
de regulacdo das proteases em H. armigera leva a uma estratégia de adaptacao
para lidar com os componentes antinutricionais das plantas. Isso se baseia na

coexpressao de IPs enddégenos em lagartas alimentadas com hospedeiros incomuns
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(LOMATE et al., 2018). Uma ampla gama de funcdes metabdlicas foi observada no
conjunto de genes super expressos em algodao, condicdo em que H. armigera
mostrou uma adaptacdo mais eficiente. Conforme descrito por Pierce et al., 2017,

também foi observado que o algod&do é um hospedeiro mais adequado para o inseto.

Em espécies polifagas como H. armigera é comum que 0 repertério de
enzimas digestivas e proteinas transportadoras demonstrem uma expressao mais
alta nos hospedeiros mais adequados (CALLA et al., 2017; VOGEL et al., 2018).
Diferentes estudos descreveram como os mecanismos de desintoxicacdo diferem
entre espécies generalistas e especializadas e o impacto disso na selecdo de
hospedeiros (ROY et al.,, 2016; CRAVA et al.,, 2016; MALKA et al., 2018). No
entanto, menos atencdo € dada as moléculas que capturam diretamente o0s
nutrientes do hospedeiro e como seus perfis de expressao afetam a adaptacdo a um

determinado hospedeiro.

E valido destacar que € possivel que um inseto generalista exiba um
repertério de defesa semelhante em resposta aos diferentes hospedeiros que
produzem compostos toxicos, como foi observado em neste estudo, com a maioria
das principais familias de desintoxicacao representadas tanto em algodao quanto
em tabaco. Desta forma, a principal diferenca observada entre as dietas refere-se a

maior expressao de genes envolvidos com a nutrigdo do inseto em algodéo.

6. CONSIDERACOES FINAIS

O transcritoma de Helicoverpa armigera gerado neste trabalho representa o
perfil de genes expressos em diferentes condi¢coes de alimentagcdo em folhas de
tabaco e algoddo. Os dados apresentados demonstraram que 3% dos genes
componentes do transcritoma foram diferencialmente expressos para as condi¢cdes
de alimentacado, o que representou um total de 1295 genes de uma quantidade de
53.497 contigs montados.
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Alguns genes diferencialmente expressos relacionados com 0s mecanismos
de digestédo, detoxificagdo de xenobidticos e componentes da membrana peritrofica
do inseto foram validados. Novas analises detalhadas acerca de outros
componentes destas vias sdo necessarias a fim de propor um modelo que justifique
a diferenca nos perfis de expressao para as condi¢des estudadas. Além disso, com
base nos termos GO enriquecidos foram identificados possiveis alvos para o
controle do inseto por meio de ferramentas biotecnoldgicas como silenciamento

génico via RNA interferente.

Apesar de H. armigera ser um herbivoro polifago e de plantas de tabaco
serem utilizadas como plantas modelos em estudos de interacdo planta-inseto, os
resultados do bioensaio de alimentacdo sugerem que as lagartas ndo conseguem
completar o seu ciclo de vida em N. benthamiana sendo suscetiveis aos
mecanismos de defesa da planta, uma vez que o desempenho larval resultou em
alta mortalidade, maior periodo de desenvolvimento e baixo peso pupal quando
comparadas ao grupo alimentado em plantas de algoddo. As informacfes obtidas
neste trabalho sdo importantes para a discussdo de estratégias de manejo de H.
armigera, pois fornece uma melhor compreensédo de sua capacidade de sobreviver

em diferentes plantas hospedeiras.
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CAPITULO Il - DESAFIOS E PERSPECTIVAS PARA O SILENCIAMENTO
GENICO EM Helicoverpa armigera (Lepidoptera: noctuidae)
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RESUMO

A Helicoverpa armigera € uma praga polifaga que vem trazendo prejuizos em
diversas culturas no Brasil, principalmente em lavouras de soja, algodéao e feijao.
Esse contexto ressalta a importdncia do desenvolvimento de estratégias
sustentaveis de controle, como a abordagem de silenciamento génico via RNA.I.
Considerando a dificuldade de silenciamento de genes em lepidopteros relatada na
literatura, principalmente se o dsRNA for administrado na hemolinfa do inseto, este
trabalho teve como objetivo avaliar diferentes estratégias para o silenciamento de
genes deste inseto. Como gene alvo, foi utilizado um receptor de neuropeptideo
associado a integracdo metabdlica, o receptor do horménio adipocinético (AKHTr).
Foram analisadas as seguintes condi¢cdes experimentais: vias de administracdo de
dsRNA oral e tdpica; time course de silenciamento em 24, 48 e 72 horas apos a
ingestdo de dsRNA; administracdo do dsRNA em diferentes doses na sua forma nao
encapsulada e encapsulada. Inicialmente, foi avaliada a expressao relativa do gene
alvo durante a fase larval de desenvolvimento demonstrando expressdo maior em
lagartas de quinto e sexto instar. O tempo de 72 h foi o periodo que resultou em
maior eficiéncia no silenciamento e, por isso, foi o tempo utilizado para a coleta das
lagartas em todos os experimentos. Em seguida, lagartas de quinto instar foram
alimentadas com dieta artificial contendo dsRNA nas doses de 250 ng, 500 ng e 1 ug
revelando que na dose de 1 pg houve a maior reducéo da expresséo génica (56%).
Com a perspectiva de potencializar os efeitos do silenciamento, amostras de dsRNA
para o gene AKHr foram encapsuladas com nanoparticulas a fim de proteger a
molécula da acéo de possiveis nucleases intestinais. Entretanto, os resultados néo
demonstraram efeitos potencializadores no silenciamento génico, possivelmente em
virtude das propriedades quimicas da particula e do pH intestinal. Ademais, foi
observado maior indice de reducdo da expressdo génica quando o dsRNA foi
administrado através da alimentagdo em detrimento de sua aplicacéo por via topica.
Além disso, foi avaliada a influéncia dos efeitos do silenciamento no peso dos
insetos utilizando dsRNA néo encapsulado e n&o houve diferenca significativa entre

0S grupos tratados com dsRNA e os controles.

Palavras-chave: Helicoverpa armigera, silenciamento génico, controle de insetos.
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1. INTRODUCAO

Os organismos eucariotos, incluindo insetos, possuem um mecanismo comum
para o silenciamento especifico de genes, seja pela clivagem do RNAmM ou pela
inibicdo da traducdo desse RNAm, que € desencadeado pela presenca de dsRNA.
Esse processo é conhecido como RNA interferente (RNAi) em animais e
silenciamento génico pdas-transcricional em plantas (HANNON, 2002; BAULCOMBE,
2004). Desde a descoberta inicial do mecanismo de RNAi em Caenorhabditis
elegans por Fire et al (1998) varios estudos foram desenvolvidos e agora esta claro
que o silenciamento génico mediado por RNAi é um mecanismo de regulacdo génica
conservado em muitos eucariotos (HANNON, 2002; CARTHEW; SONTHEIMER,
2009; GEBERT; MACRAE, 2019).

O potencial da tecnologia de RNAi como uma estratégia promissora na
protecdo de culturas contra insetos-praga vem sendo estudado nos ultimos anos
(BAUM et al., 2007; PRICE; GATEHOUSE, 2008; HUVENNE; SMAGGHE, 2010;
XUE et al., 2012; NARVA et al., 2013; CHRISTIAENS et al., 2016). O principio do
mecanismo de RNAi envolve a introducdo de dsRNAs especificos para o
silenciamento de genes alvo essenciais ao inseto-praga causando uma mortalidade
rapida e generalizada desses insetos. Em resumo, a entrada de dsRNA na célula
resulta no seu processamento por uma Ribonuclease lll, chamada Dicer-2, em
pequenos RNAs interferentes (SiRNAs). Esses duplex de 21 a 24 nucleotideos séo
subsequentemente incorporados ao complexo RISC e uma proteina Argonaute 2
degrada uma das fitas e a outra, chamada de fita guia, ligada ao RISC, permite o
emparelhamento de bases Watson-Crick do complexo com o RNAm alvo
complementar resultando no silenciamento génico especifico (AGRAWAL et al.,
2003; PECOT et al.,, 2011). Nos ultimos anos, pesquisas demonstraram que O
controle de pragas baseado em RNAi € uma opcado viavel para varias espécies
(BAUM et al., 2007; ZHA et al., 2011; BOLOGNESI et al., 2012; COELHO et al.,
2016; MACEDO et al., 2017).

A eficiéncia do mecanismo de RNAI € diretamente influenciada pelo método
de entrega do dsRNA. Portanto, para ser usado como agente de controle de insetos

74



na agricultura é importante que o método de entrega seja corretamente selecionado
(TERENIUS et al., 2011). Atualmente, os métodos mais indicados para esse fim sdo
a ingestao e a penetracdo na cuticula do inseto (BAUM; ROBERTS, 2014). Estudos
utilizando a alimentacdo do dsRNA revelaram efeitos eficazes na diminuicdo dos
transcritos de determinado gene em muitos insetos, incluindo insetos das ordens,
Coleoptera, Hemiptera e Lepidoptera (BAUM et al., 2007; TIAN et al., 2009; ZHA et
al., 2011).

O método de entrega do dsRNA atravées da alimentacdo € comparativamente
atraente porque € um meio mais natural de entrada do dsRNA no corpo do inseto,
além de ser de facil manipulacdo e menos invasivo ao inseto (CHEN et al., 2010).
Entretanto, a administracdo oral enfrenta algumas barreiras, a exemplo a presenca
de nucleases no intestino de muitos insetos que resultam na degradacédo do dsRNA
(CHRISTIAENS et al, 2018). Nesse contexto, a rapida degradacdo do dsRNA por
ribonucleases extracelulares no intestino é um fator-chave na determinacdo da
eficiéncia do RNAi em varias espécies diferentes de insetos (ZHANG et al., 2017,
SONG et al.,, 2017; GARCIA et al.,, 2017). Portanto, nanoparticulas podem ser
utilizadas para reduzir a degradacdo do dsRNA por nucleases e aumentar a
captacdo celular do dsRNA, a exemplo as nanoparticulas de quitosana (ZHANG et
al., 2010; JOGA et al., 2016). As nanoparticulas sdo utilizados devido a sua
estabilidade e facilidade de modificacdo da superficie (VAUTHIER et al., 2003;
HERRERO-VANRELL et al., 2005).

As nanoparticulas de quitosana sdo projetadas por auto cumulacdo de
polications com dsRNA por forcas eletrostaticas entre cargas positivas e negativas
dos grupos amino da quitosana e fosfato do acido nucleico, respectivamente. Este
método é adequado para dsRNA e siRNA longos. Além disso, os polimeros de
quitosana sdo ambientalmente seguros e biodegradaveis (DASS; CHOONG, 2008).
Em larvas de Ostrinia furnacalis, um lepidoptero, a alimentac&o através de dieta de
dsRNA encapsulado com nanoparticulas resultou em diminuicdo da abundéancia de
transcritos do gene alvo que levou a efeitos como: tamanho larval reduzido, falha na

muda e eventualmente morte (HE et al. 2013).
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O uso de RNAI para a protecdo de culturas também depende, além da
resposta de RNAIi por via oral no inseto alvo, da eficacia individual dos alvos
escolhidos (KNORR et al., 2018). Isso ocorre porque a diminuicdo da transcri¢ao via
RNAI parece ser bastante rapida (LI et al., 2016). Assim, um fenétipo letal induzido
por RNAi depende de fatores como os papéis desempenhados pelo gene alvo, a
funcdo do produto do gene alvo, rotatividade da proteina codificada pelo gene alvo,
dentre outros fatores (KNORR et al., 2018).

Em insetos, o horménio adipocinético (AKH) tem sido associado ao controle
do metabolismo energético devido ao seu papel na estimulacdo da
mobilizacdol/liberacdo de lipidios, carboidratos e aminoacidos (ALVES-BEZERRA et
al.,, 2016). Esse neuropeptideo foi inicialmente identificado nas glandulas
retrocerebrais (corpora cardiaca) de Locusta migratoria e caracterizado como um
fator que estimula a mobilizacéo lipidica para a atividade locomotora (voo) nesses
insetos (STONE et al.,, 1976). A regulacdo do metabolismo energético pelo AKH
durante a atividade locomotora disponibiliza metabdlitos circulantes como
diacilglicerdis (DAG), trealose ou prolina na hemolinfa pela ativacdo de enzimas
como glicogénio fosforilase e triacilglicerol lipase que quebram o glicogénio e o
triacilglicerol armazenados no corpo gordo (ALVES-BEZERRA et al., 2016).

Em alguns insetos como a mosca da carne, Sarcophaga crassipalpis, o AKH
é liberado apdés uma refeicdo de proteina, o0 que € necessario para a atividade
proteolitica do intestino médio (BIL et al., 2014). O AKH atua como um regulador
geral da homeostase em insetos, influenciando processos que demandam energia,
como producdo de ovos, comportamento alimentar, crescimento larval, muda e
resposta imune (LEE; PARK 2004; ISABEL et al., 2005; LORENZ; GADE, 2009;
ARRESE; SOULAGES, 2010; ATTARDO et al., 2012; KONUMA et al., 2012). O AKH
também desempenha um papel protetor em resposta a estresse oxidativo (HUANG
et al., 2011; BEDNAROVA et al., 2015). Dessa forma, esses neuropeptideos s&o
reconhecidos como envolvidos em uma ampla variedade de funcdes e, por isso, sao
classificados como neurorménios, neurotransmissores e neuromoduladores (GADE;
MARCO, 2009).
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A maioria dos neuropeptideos de insetos, incluindo AKHs, apds serem
liberados na hemolinfa, exerce sua funcdo através da ligacdo a receptores
acoplados a proteina G (GPCRs) localizados na membrana dos adipocitos dos
corpos gordurosos, denominados receptores do AKH (AKHrs) (GALIKOVA et al.,
2015). Apos ligar e ativar um AKHr, varias cascatas de sinalizagdo celular sdo
ativadas (CAERS et al., 2012). Esses receptores sdo proteinas transmembranas
compostas por sete alfa hélices e os primeiros AKHrs clonados foram os de
Drosophila melanogaster e Bombyx mori (PARK et al., 2002; STAUBLI et al., 2002).
Atualmente, os GPCRs s&o apontados como alvos para o controle de insetos-praga
(AUDSLEY; DOWN, 2015; VERLINDEN et al., 2014). Nesse contexto, AKHr parece
ser um alvo em potencial para o controle de Helicoverpa armigera, praga polifaga
gue vem trazendo prejuizos a diversas culturas no Brasil, utilizando silenciamento
génico mediado por RNAI. Além disso, o controle de pragas baseado em RNAi é
considerado um método de controle ambientalmente seguro, dada a especificidade e
a biodegradabilidade do dsRNA.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

e Desenvolver método eficiente para o silenciamento génico via RNAi em H.

armigera como alternativa para controle da praga.

2.2 Objetivos especificos

Identificar o receptor do horménio adipocinético (AKHr) no transcritoma de

Helicoverpa armigera;

Determinar o perfil de expressdo do receptor do horménio adipocinético

(AKHTr) na fase larval do ciclo de vida de H. armigera;

Realizar experimentos de silenciamento do AKHr em lagartas de H. armigera
através de administracdo de dsRNA via oral e aplicacdo topica, na forma

livre ou encapsulado;

Avaliar os efeitos moleculares do silenciamento quantificando a expressao
relativa de transcritos dos genes nos insetos tratados e nao tratados com
dsRNA, utilizando PCR em tempo real;

e Avaliar os efeitos do silenciamento ao longo do desenvolvimento de H.

armigera.

3. METODOLOGIA
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3.1 Identificagao do gene receptor de AKH (AKHr) no transcritoma de

Helicoverpa armigera

O gene do receptor do horménio adipocinético (AKHr) foi identificado no
transcritoma de H. armigera através de local-tBlastN. Para tanto, a busca no
transcritoma foi realizada utilizando como “isca” a sequencia proteica do AKHr
encontrado em B. mori (XP_012546718.1). A busca por ORF (Open Reagind Frame
— sequencia de leitura aberta) foi realizada utilizando o ORF Finder

(https://www.ncbi.nim.nih.gov/orf finder/).

3.2 Obtencdo dos insetos, extracdo de RNA e sintese de cDNA

Os insetos foram obtidos, na fase de ovo, no laboratério de biotecnologia e
semioquimicos de insetos da EMBRAPA Recursos Genéticos e Biotecnologia. Os
ovos permaneceram em dieta artificial até a eclosdo. Apds a eclosdo dos ovos, as
lagartas foram mantidas separadamente em pequenos potes contendo dieta artificial
até o sexto instar de desenvolvimento biologico. Insetos foram coletados em todos
0s instares (primeiro ao sexto) da fase larval, congelados em nitrogénio liquido e
mantidos a -80 °C para posterior extracdo de RNA total de cada instar
separadamente. Durante todo o ciclo de desenvolvimento os insetos foram
acondicionados em B.O.D. (do inglés - Biochemistry Oxigen Demand), a 28 °C e

com fotoperiodo 16h/8h.

Para extracdo de RNA, as lagartas imersas em nitrogénio liquido foram
pulverizadas em almofariz com auxilio de pistilo. O RNA total de todos os instares
larval foi extraido utilizando o reagente TRIZOL (Invitrogen Life Technologies), de
acordo com as instrugbes do fabricante. O RNA extraido foi tratado com DNase |
(Ambion, Life Technologies) por 20 minutos a 37 °C. Apoés o tratamento, a qualidade
e a integridade do RNA foram verificadas por eletroforese em gel de agarose 1% e a
concentracdo de RNA total foi determinada utilizando o espectrofotdmetro NanoVue

Plus (GE Healthcare). Apds o tratamento com DNase |, 2 yg de RNA total foram
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utilizados para sintese de cDNA com o kit M-MLV Reverse Transcriptase

(Invitrogen™) seguindo as recomendacdes do fabricante.

3.3 Anélise da expressao de AKHr por RT-qPCR

A expressao do gene AKHr durante a fase larval de H. armigera (primeiro ao
sexto instar) foi analisada por RT-gPCR. Para tanto, primers especificos para o gene
e primers para genes normalizadores (beta-tubulina - B-TUB - e o fator de elongacao
1 alfa — EF1a) foram utilizado e estéo listados na tabela 1. Cada reagao para RT-
gPCR foi feita com volume final de 10 pL, sendo 5,0 yL de GoTaq® qPCR Master
Mix 2X (Promega), 2,6 uL de agua livre de nucleases (Promega), 0,2 yL de cada
primer (direto e reverso — ambos na concentracdo inicial de 10 uM) e 2,0 uL de
cDNA diluido 20 vezes. A RT-gPCR foi realizada no termociclador 7500 Fast
(Applied Biosystems, EUA) usando o seguinte programa: 95 °C 20 s., seguido de 40
ciclos de 95 °C por 3 s e 60 °C por 30 s. Ao final dos 40 ciclos uma curva de
dissociacao para cada fragmento amplificado (60 - 95°C, a cada 0,5 °C por 1 s) foi
feita para verificar a possivel formacédo de dimeros de primer ou contaminacdo da
amostra. As reagdes de RT-gPCR foram feitas em triplicata e controles negativos
contendo agua em vez de cDNA foram incluidos para verificar presenca de
contaminantes nas amostras. Os niveis de expressao foram determinados como o
namero de ciclos necessarios para alcancar um limite fixo na fase exponencial da
PCR. O numero de ciclos, referido como valor de Ct (cycle threshold), foi utilizado
para determinacao da expresséo relativa de cada gene em cada amostra mediante o
método de Livak e Schimittgen (2001).
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Tabela 1. Lista de primers utilizados para clonagem e RT-qPCR.

Gene alvo Primer Sequencias(5’ - 3) Objetivo
AKHr AKHR FW TGTTGCCGATCTTATGGTGA  RTy-pCR
AKH RV AGCACGAAGCTGGAGAGGTA
AKHr AKHR FW CCCAGCTGATGAAGAGGAAG  Clonagem
AKH RV CCGTAAGACACGCACTGGTA
T7AKHR FW ~ TAATACGACTCACTATAGGGA  ,.-pn -
GAGACCCAGCTGATGAAGA "o
AKHr T7AKHR RV~ TAATACGACTCACTATAGGGA  dsRNA
GAGACCGTAAGACACGCAC
GAPDH GAPDH_Fw  AGGTCATCCATGACAACTTCG  RTg-pCR
GAPDH_RvV  CACAGTTTACCAGAGGGTCCA
SDH SDH_Fw TACAGACCCGTTATCGACCAG  RT.gPCR

SDH_Rv GCACCCGTGTTGAGAAAATTA

3.4 Desenho, Clonagem e sintese do dsRNA

A escolha do segmento do gene AKHr para a sintese da fita dupla de RNA
especifica foi feita utilizando o programa BLOCK-iT™ RNAi Designer
(http://rnaidesigner.invitrogen.com/rnaiexpress/). Foi escolhida uma sequencia com
tamanho de 400 pb e primers especificos para o fragmento do gene selecionado
foram sintetizados para posterior amplificacéo. Inicialmente, uma PCR convencional
foi realizada utilizando cDNA das amostras de RNA total de lagartas do quinto instar
de H. armigera. A PCR foi realizada com um passo inicial de 95 °C por 5 minutos, 35
ciclos de incubacéo de 95 °C por 30 segundos, 60 °C por 30 segundos e 72 °C por
30 segundos, seguidos de um passo de 72 °C por 5 minutos. Apds a PCR as
amostras foram analisadas em gel de agarose 1% e o fragmento génico foi
excisados do gel, purificado utilizando o QIAquick gel extraction Kit (QIAGEN, EUA)
e submetido a clonagem utilizando o “TOPO® TA Cloning® Kit” (Invitrogen, EUA)
com o vetor PCR®2.1 TOPO®”. O vetor contendo o fragmento de interesse foi
introduzido em células de Escherichia coli genétipo XL-1 Blue e os recombinantes
foram selecionados para extracao e purificagao de plasmideo utilizando o “QlAprep

Spin Miniprep kit” (QIAGEN, EUA) conforme instru¢des do fabricante. Os plasmideos
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clonados foram verificados por digestdo utilizando a enzima de restricdo EcoRI,
conforme o mapa de restricdo do vetor pCR2.1 liberando o fragmento clonado. O
DNA obtido a partir da extracdo plasmidial foi diluido na razdo de 1:20 e utilizado
para realizacdo de PCR com primers especificos adicionado da sequencia do
promotor da enzima T7 RNA polimerase na extremidade 5 com as mesmas
condicbes descritas anteriormente (Tabela 1). O produto dessa PCR (1 pg) foi
utilizado para a sintese de dsRNA in vitro, conforme protocolo do kit MEGAscript®
T7 High Yield (Ambion). A reacdo foi incubada por 16 h a 37°C, seguida por
tratamento com DNAse | por 15 minutos. Para anelamento do RNA fita dupla, os
produtos da reacdo foram incubados a 70°C por 5 minutos e resfriados em
temperatura ambiente. A purificacdo dos produtos da transcricdo foi realizada com
fenol/cloroformio e subsequente precipitacdo com alcool isopropilico, conforme
descrito no protocolo do kit. O dsRNA foi dissolvido em agua tratada com DEPC e a
quantificacdo foi obtida por espectrofotometria. A integridade do dsRNA foi avaliada

por eletroforese em gel de agarose 1%.

3.5 Sintese das nanoparticulas: o complexo quitosana/dsRNA/sufactante

O dsRNA para o gene do AKHR de H. armigera foi encapsulado com
particulas de quitosana com o objetivo de proteger o dsRNA da acdo de possiveis
nucleases intestinais do inseto e garantir a eficiéncia de entrega do dsRNA. A
quitosana (95% desacetilada) utilizada no trabalho foi adquirida da empresa
Polymar. O processo de encapsulamento do dsRNA foi realizado de acordo com as
condicBes previamente determinadas no trabalho de Garcia (2019) com algumas
modificacdes. Inicialmente foi feita uma solucdo de quitosana na concentracéo de 2
Mg/uL dissolvida em acido acético 0.1 M. O pH da solucéo foi ajustado para 8.0 e,
posteriormente, a solucdo foi filtrada em filtro 0,22 uym (FilterPro). Para o
encapsulamento foi utilizado 500 ng de quitosana para cada 300 ng de dsRNA em
tampéo triplo pH 8.0. Essa foi a razdo 6tima para a formacdo de nanoparticulas
determinada no trabalho de Garcia (2019). A solucio de quitosana-dsRNA foi
adicionado surfactante SURFOM 5204 CS (Oxiteno) na concentragdo final de
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0,01%. A adicao de surfactante teve como objetivo melhorar a entrega do dsRNA,
uma vez que o surfactante possui a capacidade de se incorporar a compostos
hidrofébicos (CHIAPPISI; GRADZIELSKI, 2015), como a parte externa da membrana
célula criando uma bicamada em volta da superficie da nanoparticula (PAL; PAL,
2017).

3.6 Bioensaios de silenciamento do gene AKHr

Para os experimentos de silenciamento foram utilizadas lagartas de H.
armigera no quinto e sexto instares. Nesses estagios as lagartas foram submetidas
a jejum por 24 horas e mantidas, isoladamente, em bandejas entomoldgicas a fim de
evitar o canibalismo tipico da espécie. Apds 24 horas de jejum as lagartas foram
submetidas a diferentes concentraces e formas de entrega do dsRNA especifico
para AKHr. Foram testadas duas vias de entrega do dsRNA, a via oral e a via topica.
Além disso, o dsRNA, seja por via oral ou topica, foi testado na forma encapsulado
(nanoparticulas de quitosana) e ndo encapsulado. Como dsRNA controle foi utilizado
dsRNA para o gene correspondente a green fluorescent protein (GFP) ou para o
gene da B-glucuronidase (GUS). Como controle do veiculo foi utilizado agua e/ou
solucéo de quitosana. A entrega oral do dsRNA foi feita através de alimentacéo das
lagartas com pequenos blocos de dieta (cubos de 2 mm?®) contendo dose especifica
de dsRNA (250 ng, 500 ng, 1000 ng, 2000 ng e 4000 ng). Ap6s alimentacdo as
lagartas foram mantidas em dieta livre de dsSRNA e monitoradas diariamente para
verificar possiveis efeitos do silenciamento. Na via tépica goticulas (10 upL) de
dsRNA foram aplicadas em lagartas de quinto e sexto instar, na regido dorsal com
auxilio de pipeta graduada. Os insetos durante todos os exprimentos foram
acondicionados em B.O.D. (Biochemistry Oxigen Demand), a 28°C e com foto
periodo 16/8h. Em todos os experimentos lagartas foram coletadas 24, 48 e 72
horas para extracdo de RNA total e verificagdo da eficiéncia do silenciamento por
RT-gPCR (ver topico 3.2 e 3.3 para os parametros utilizados na extracdo de RNA
total, sintese de cDNA e RT-gPCR). Experimentos utilizando a entrega oral e dsSRNA

nao encapsulado também foram realizados para avaliar o efeito do silenciamento do
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gene AKHr no peso das lagartas e pupas de H. armigera. Apds entrarem em fase de
pupa os insetos foram monitorados a cada dois ou trés dias. Para todos os
experimentos foram utilizadas 10 lagartas em cada grupo experimental. Todos 0s

experimentos foram realizados em triplicata biologica.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Andlise da expressédo do gene do AKHTr

A fase larval é o0 estagio no qual o inseto mais se alimenta e
consequentemente causa maiores prejuizos a agricultura (CZEPAK et al., 2013a).
Dessa forma, essa foi a fase escolhida para os experimentos de silenciamento.
Inicialmente, para definir em qual instar da fase larval havia a maior expressédo do
gene do AKHr e, assim, definir o instar adequado ao silenciamento deste gene foi
realizada a analise do perfil de expressdo do gene do AKHr. A partir dos dados de
expressao foi observado que o gene do AKHr € mais expresso no quinto e sexto
instares do estagio larval de desenvolvimento do inseto (Figura 1). Com base
nesses resultados o quinto e sexto instares foram escolhidos para os experimentos
de silenciamento. Um fator que poderia influenciar a eficiéncia do silenciamento é a
guantidade de mRNA do gene alvo presente no organismo apds 0 processamento
do dsRNA (TERENIUS et al., 2011).
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Figura 1. Expressao relativa do gene do receptor de AKH (AKHr) durante o estagio larval de

Helicoverpa armigera. st: instar.

4.2 Avaliacéo do silenciamento do gene do AKHTr via oral

Vérias questbes importantes sdo levantadas ao se projetar experimentos de
silenciamento via RNAI, incluindo o tamanho e a concentragcdo do dsRNA, uma vez
gue esses parametros sdo muito importantes para eficacia do mecanismo de RNAI
(JOGA et al., 2016). Para os experimentos de silenciamento do gene do AKHr o
fragmento escolhido na sintese do dsRNA foi clonado como descrito no topico 3.4. O
DNA plasmidial dos clones foi digerido para confirmar a presenca do fragmento
correspondente. Uma PCR convencional foi entdo realizada com primers contendo a
sequencia para o promotor T7 seguida de posterior sintese do dsRNA especifico
para o gene AKHr. O dsRNA para o gene do AKHr estéa representado na figura 2. Na
imagem podemos observar fragmentos de aproximadamente 400 pb correspondente
ao dsRNA para o AKHr e um fragmento com aproximadamente 150 pb relativo ao
dsRNA para o gene GFP, este ultimo utilizado como controle de dsRNA inespecifico.

O tamanho adequado do dsRNA que resulta em eficiéncia do mecanismo de RNAI
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varia de acordo com as espécies de insetos (BOLOGNESI et al., 2012). A maioria
dos estudos revela que dsRNA variando entre 140 a 500 pb sdo necessarios para o
sucesso do mecanismo de RNAi (HUVENNE; SMAGGHE, 2010). O processamento
do dsRNA exogeno pela maquinaria de RNAI leva a formacdo de uma ampla
quantidade de siRNAs de aproximadamente 21 nucleotideos. Estudos utilizando
dsRNA maiores que 200 pb demonstram que, ap0s o processamento, esses dsRNA
resultam em muitos siRNAs, o que contribui para a eficiéncia do mecanismo de RNAI
(ANDRADE; HUNTER, 2016).

1 2 3 4 5 6
dsNPrc

i' I
'1<_dSGFP

Figura 2. Eletroforese em gel de agarose dos fragmentos de dsRNA sintetizado para o gene
do AKHr e o dsRNA para o GFP. 1. Marcador 1 Kb Plus (Invitrogen). 2, 3, 4 e 5 dsRNA para
0 gene AKHTr (400 pb). dsRNA para GFP. Foram feitas aliquotas separadas de dsRNA para
AKHr utilizando o mesmo DNA resultante da PCR com o DNA plasmidial.

Para os experimentos de silenciamento, inicialmente foi determinado o tempo
no qual a ingestdo de dsRNA para o gene AKHr resultaria em diminuicdo da
expressédo do gene do AKHr. Uma dose de 1000 ng administrada em lagartas de
quinto instar através de mistura na dieta foi utilizada para os experimentos. Ao
analisar a figura 3 podemos concluir que o melhor tempo para se observar uma
diminuicdo da expressao do gene alvo € 72 horas apos a ingestdao de dsRNA. Com
base nessas observacdes iniciais, esse foi o tempo selecionado para o0s

experimentos posteriores.
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Figura 3. Expressao relativa do gene do AKHr ao longo do tempo apds ingestao de dsRNA
para o gene em questdo. Nesses experimentos foi utilizada uma dose de 1000 ng de dsRNA

misturado a dieta para posterior ingestao por lagartas de quinto instar de H. armigera.

A concentragdo ideal deve ser determinada para cada gene e organismo alvo
quando o objetivo € induzir o silenciamento. Nesse caso, experimentos de
silenciamento foram inicialmente conduzidos utilizando diferentes concentracdes de
dsRNA visando determinar a concentracdo na qual a expressao do gene do AKHr
seria significativamente diminuida em lagartas de H. armigera. Os experimentos
foram realizados com dsRNA diluido em agua e misturados a dieta para posterior
alimentacéo das lagartas. Como podemos observar na figura 4, a expressao relativa
do gene AKHr é menor quanto maior a dose aplicada de dsRNA. O percentual de
diminuicdo na abundéancia do transcrito foi de 14%, 34% e 56% para as doses de
250, 500 e 1000 ng respectivamente. Dessa forma, a concentragao de 1000 ng/uL
foi utilizada para os experimentos posteriores. Vale ressaltar que a partir dessa

concentracéo apenas 1000 ng sdo aplicados em cada larva.
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Figura 4. Expresséo relativa do gene do AKHr em lagartas de quinto instar de H. armigera
submetidas a experimento de silenciamento utilizando dsRNA para o AKHr. O dsRNA foi
solubilizado em agua para obtengao das concentragcdes de 250, 500 e 1000 ng/uL de
dsRNA. Posteriormente a solucdo foi misturada a dieta para posterior alimentacdo das
lagartas, de forma que as lagartas ingeriram 250, 500 e 1000 ng de dsRNA cada uma. As
lagartas foram coletadas 72 horas apos a alimentagéo para extracdo de RNA total, sintese
de cDNA e RT-gqPCR.

A eficiéncia do silenciamento via RNAi depende também do método de
entrega do dsRNA (TERENIUS et al., 2011). A microinjecdo vem sendo apontada
como uma boa estratégia para estudos de gendmica funcional, mas esse método é
inviavel para o controle de insetos-praga no campo (JOGA et al.,, 2016). Dessa
forma, para ser util como agente de controle de insetos na agricultura, os métodos
mais adequados para a entrega do dsRNA € a ingestdo ou a penetracdo na cuticula
do inseto (BAUM; ROBERTS, 2014). A administracdo via oral de dsRNA também
enfrenta algumas barreiras. Por exemplo, a presenca de nucleases no intestino de
muitos insetos influencia diretamente a viabilidade do silenciamento mediado por
RNAi (CHRISTIAENS et al, 2018). Portanto, nanoparticulas podem ser utilizadas
para reduzir a degradacdo do dsRNA por nucleases e aumentar a captacao celular
do dsRNA, a exemplo as nanopatrticulas de quitosana (ZHANG et al., 2010; JOGA et

al., 2016).
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Nesse contexto, para avaliar a eficiéncia de silenciamento do gene do AKHr,
experimentos de administragcdo via oral foram realizados utilizando o dsRNA né&o
encapsulado, ou seja, apenas diluido em agua, e dsRNA encapsulado com
quitosana. Ambos foram adicionados a dieta para posterior ingestao por lagartas de
quinto instar. Esse experimento também objetivou verificar se o silenciamento
mostrado anteriormente com a dose de 1000 ng seria mais eficiente com o dsRNA
encapsulado. Na figura 5 podemos observar que o gene do AKHr apresenta niveis
mais baixos de expressao nas lagartas que ingeriram o dsRNA para o AKHr, mas
nao houve diferenca significativa quando comparamos a ingestdo de dsRNA nao
encapsulado e dsRNA encapsulado.

Outros experimentos foram conduzidos com doses maiores de dsRNA (2000
ng e 4000 ng) com aplicacdo do dsRNA via dieta tanto na forma encapsulada como
ndo encapsulada. Os resultados sdo mostrados na figura 6. A partir da anélise dos
dados podemos concluir que a diminuigdo na expressao do gene do AKHr foi menor
em ambas as doses testadas (2000 e 4000 ng) quando comparada a dose 1000 ng
levando em consideracdo a administracdo de dsRNA ndo encapsulado. As lagartas
alimentadas com dieta contendo o dsRNA encapsulado ndo mostraram diferenga na
expressao do gene do AKHr quando comparadas ao seu respectivo controle. Dessa
forma, o encapsulamento do dsRNA né&o altera a eficiéncia do silenciamento em

lagartas do quinto instar de H. armigera, pelo menos nas condi¢des testadas.
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Figura 5. Expresséo relativa do gene do AKHr apés experimento de silenciamento génico
utilizando dsRNA para AKHr livre e encapsulado (1000 ng) através de alimentacdo em dieta.
Q: Quitosana + surfactante.
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Figura 6. Expressao relativa do gene do AKHr apos experimento de silenciamento génico
utilizando dsRNA para AKHr livre e encapsulado (2000 e 4000 ng) através de alimentacdo

em dieta.

4.3 Avaliacdo do silenciamento do gene do AKHr usando aplicacéo tépica

Como discutido anteriormente, a estratégia utilizando silenciamento mediado
por RNAi somente apresenta efeitos de aplicacao pratica no controle de insetos na
agricultura quando o dsRNA é ingerido ou através de penetracdo na cuticula do
inseto (BAUM; ROBERTS, 2014). Com base nisso, experimentos de silenciamento

foram conduzidos através de entrega via aplicacdo topica utilizando o dsRNA né&o

encapsulado, uma vez que o encapsulamento ndo aumentou a eficiéncia do
silenciamento quando utilizamos a via oral. O dsRNA (1000 ng) foi aplicado nas
lagartas de quinto e sexto instar, na regidao dorsal. As lagartas foram coletadas

depois de 72 horas para andlise da expressdao do gene do AKHr. Os resultados
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desse experimento sdao mostrados na figura 7. Podemos observar no controle

negativo, que a expressao relativa do gene é maior no quinto do que no sexto instar.

Em relacdo ao silenciamento é observado que, em ambos o0s instares, ocorre
uma diminuicdo da expressédo de AKHr em relacdo ao grupo que entrou em contato
apenas com agua. O mesmo ndo se observa quando comparamos 0s grupos de
lagartas que receberam dsAKHr com as lagartas tratadas com dsGFP. O percentual
de silenciamento para as lagartas de quinto instar foi de 38% e para as lagartas de
sexto instar foi de 23% ao compararmos as lagartas tratadas com dsRNA para o
gene AKHr com aquelas que receberam apenas agua. Levando em consideragao
que o percentual de silenciamento através de ingestdo foi maior (56%) na mesma
dose utilizada, a via oral parece ser mais adequada para esses experimentos em H.
armigera nas condigdes testadas.
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Figura 7. Expresséo do gene do AKHr ap6s administracdo de dsRNA ndo encapsulado via
aplicacao topica. Os numeros 5 e 6 correspondem, respectivamente as amostras de lagartas

do quinto e do sexto instar.

91



4.4 Efeitos do silenciamento no peso dos insetos

Uma vez determinada a melhor forma de entrega do dsRNA para o
silenciamento via RNAi em lagartas de H. armigera, experimentos de silenciamento
foram conduzidos para verificar o efeito do silenciamento no peso das larvas e
pupas de H. armigera. Todas as doses inicialmente avaliadas quanto ao
silenciamento (250, 500, 1000, 2000, 4000 ng) foram testadas e os dados sao
mostrados nas figuras 8 e 9. Nao houve alteracao significativa de peso corporal nos
diferentes tratamentos avaliados, mesmo com aumento da dose de dsAKHTr. 1sso foi

observado tanto para as lagartas quanto para as pupas.
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Figura 8. Avaliagdo do peso corporal em insetos alimentados com diferentes concentracdes

de dsRNA para o gene do AKHTr. As lagartas foram alimentadas no quinto instar.
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Figura 9. Avaliagdo do peso corporal em insetos alimentados com diferentes concentragdes
de dsRNA para o gene do AKHr. As lagartas foram alimentadas no quinto instar e

observadas até atingirem a fase de pupa ou adulto.

5 CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Apesar de ter sido observada reducdo na expressdo do gene alvo AKHTr, os
resultados ndo demonstraram efeitos potencializadores do silenciamento génico,
possivelmente em virtude das propriedades quimicas da particula utilizada para
encapsulamento e do pH intestinal. Além disso, foi avaliada a influéncia dos efeitos
do silenciamento no peso dos insetos utilizando dsRNA encapsulado e néo
encapsulado e foi observado que ndo houve fendétipo de mortalidade e nem
diferenca significativa de ganho de peso entre 0os grupos tratados com dsRNA e os

controles.

Desta forma, este trabalho reitera a necessidade de novas estratégias de
silenciamento objetivando fendtipos que denotem a efetividade do controle
biotecnoldgico desta praga via silenciamento génico. Novos experimentos devem ser
realizados utilizando maior dose e diferentes tipos de particulas para o

encapsulamento do dsRNA.
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