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RESUMO

CECCON, Ciassia Canzi. Plantas transgénicas de tabaco expressando RNA hairpin e Jaburetox
como estratégias para controle de Helicoverpa armigera. 2019. 123 f. Tese (Doutorado em
Agronomia) - Universidade de Passo Fundo, Passo Fundo, 2019.

Helicoverpa armigera se destaca como inseto-praga em diversas regides do mundo e apresenta
populagdes resistentes a diversos grupos de inseticidas e toxinas Bt utilizados atualmente.
Considerando estes fatores, ¢ visivel a necessidade da busca por novas estratégias com potencial
de controle desta praga. Tecnologias como a disponibilizagdo oral de moléculas de RNA de
interferéncia (RNAi) que induzem a mortalidade e o silenciamento de genes vitais aos insetos-
praga alvo e a utilizagdo de novas biomoléculas inseticidas, como o peptideo recombinante
Jaburetox (JBTX), derivado de uma das isoformas de urease de Canavalia ensiformes, sio
estratégias que podem ser utilizadas para o controle de insetos-praga, incluindo H. armigera. O
objetivo deste trabalho foi produzir plantas de tabaco geneticamente modificadas contendo os
genes que expressam: 1) moléculas de RNA em forma de grampo (hairpin RNA-hpRNA) que
forma a molécula de RNA dupla-fita (RNAdf) complementar ao gene rieske de H. armigera
(hpRNA-rieske); e/ou, 2) o peptideo entomotoxico Jaburetox (JBTX), e avaliar a eficacia na
indugdo de mortalidade de larvas de H. armigera alimentadas com estas plantas. Foi verificado
alta mortalidade e reducdo do consumo nas larvas alimentadas com os eventos R12/2 contendo o
gene para a expressdo do hpRNA-rieske e J22/4, contendo o gene para expressdo do JBTX. A
alimentagdo das larvas com os eventos hpRNA-rieske resultou na redugéo do nivel de transcritos
do gene rieske no sistema digestério e nos tecidos do restante do corpo das larvas, chegando a
85% de silenciamento. Utilizando os melhores eventos R12/2 e J22/4 foi obtido progénies de
plantas empilhadas contendo ambos os genes de interesse pelos cruzamentos J22/4xR12/2 e
R12/2xJ22/4. As plantas empilhadas, heterozigotas para ambos os genes, mostraram resposta
semelhante ao parental R12/2. Esse progenitor apresenta segregagdo do transgenes que sugere
que esta em homozigose, porém, pode haver mais de uma copia do gene hpRNA-rieske como
resultado de multiplas inser¢des no genoma. Hipotetiza-se que a avaliacdo dos hibridos J22/4 e
R12/2 desenvolvidos no futuro para que apresentem homozigose para ambos os genes pode
fornecer melhores resultados quanto ao potencial de controle de H. armigera. Além disso, mais
estudos poderdo indicar a ocorréncia de interagdo entre as substancias inseticidas e a viabilidade
de utilizacao de ambas tecnologias em conjunto.

Palavras-chave: 1. RNA de interferéncia. 2. Peptideo entomotdxico. 3. Controle de inseto-praga.
4. Empilhamento génico.



ABSTRACT

CECCON, Cassia Canzi. Tobacco transgenic plants expressing RNA hairpin and Jaburetox as
strategies for Helicoverpa armigera control. 2019. 123 f. Thesis (Doctor in Agronomy) -
Universidade de Passo Fundo, Passo Fundo, 2019.

Helicoverpa armigera is a serious insect-pest in several regions of the world and there are reports
of populations resistant to various groups of currently used insecticides and Bt toxins. Considering
these factors, the need to search for new H. armigera control strategies is clear. Technologies
such as oral delivery of RNA interference (RNA1) inducing molecules that induce mortality by
silencing vital target pest genes and the use of new insecticidal biomolecules, such as the
Jaburetox (JBTX) recombinant insecticidal peptide, derived from one of the Canavalia
ensiformes urease isoforms, are strategies that can be used to control pest insect, including H.
armigera. The objective of this work was to produce genetically modified tobacco plants
containing genes expressing: 1) hairpin RNA molecules (hpRNA) that form doble- strand RNA
(dsRNA) complementary to the H. armigera rieske gene (hpRNA-rieske); and/or, 2) the
entomotoxic Jaburetox peptide (JBTX), and evaluate their efficacy in inducing mortality in H.
armigera fed on these plants. High mortality and reduced consumption were verified in larvae
fed on the R12/2 event containing the gene encoding hpRNA-rieske and on J22/4 event containing
the gene encoding the JBTX peptide. Feeding of the larvae with the hpRNA-rieske event resulted
in a reduction in the level of the rieske gene transcripts in the digestive system and in the
remaining tissues of the larvae body by 85%. Using the best events (R12/2 and J22/4) as parents,
progenies of containing both genes of interest were obtained through the crosses J22/4xR12/2 and
R12/2xJ22/4. These stacked plants, hemizygous for both genes, induced similar mortality in H.
armigera as the R12/2 parent. This parent displays segregation of hpRNA-rieske in offspring
suggesting it is homozygous; however, it could also carry more than one copy of hpRNA-rieske
as a result of multiple insertions in the genome. It is hypothesized that the evaluation of J22/4
and R12/2 hybrids developed in the future to be homozygous for both genes may provide even
higher control of H. armigera. In addition, further studies may indicate the occurrence of
interaction between insecticidal substances and the feasibility of using both technologies together
in a stacked approach.

Key words: 1. Interference RNA. 2. Entomotoxic peptide. 3. Insect pest control. 4. Gene
stacking. .
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1 INTRODUCAO

Helicoverpa armigera (Hiibner) (Lepidoptera: Noctuidac) se destaca pela
polifagia, com ampla gama de hospedeiros incluindo plantas de importancia agricola. A
caracteristica desta espécie em atacar preferencialmente as partes reprodutivas da planta

¢ o fator determinante para os prejuizos causados por esta praga.

A polifagia em associacdo com uma alta capacidade reprodutiva, de dispersao e
adaptacao a diferentes cultivos e ambientes tende a favorecer o sucesso da espécie H.
armigera como praga, dificultando seu controle. As principais estratégias de controle de
H. armigera incluem a utilizagao de cultivares resistentes, uso de inseticidas quimicos e
biologicos e o controle biologico além da utilizagdo de plantas geneticamente
modificadas contendo o gene cry oriundo da bactéria Bacillus thuringiensis Berliner
(Bacillales: Bacillaceae). Porém ha relatos de populacdes resistentes a diversos grupos de

inseticidas e toxinas Bt.

Considerando os casos de resisténcia de H. armigera aos principais mecanismos
de controle utilizados ¢é visivel a necessidade do desenvolvimento de novas estratégias de
controle. No ambito da biotecnologia e transformacao genética de plantas, destaca-se a
busca por novas estratégias e genes que produzam substancias inseticidas que possam ser

utilizadas no controle de H. armigera.

O RNA de interferéncia (RNA1) ¢ um mecanismo de silenciamento génico a nivel
pos-transcricional. O silenciamento de genes especificos se da pelo processamento de
moléculas de RNA dupla-fita (RNAdf) que atuam como desencadeadoras do mecanismo
de silenciamento via RNAI. Este mecanismo tem sido avaliado como uma tecnologia com
grande potencial para a utilizagao no controle de insetos-praga. Os efeitos entomotdxicos
sao derivados da supressdo de genes essenciais a sobrevivéncia levando a mortalidade

e/ou efeitos sub-letais.



Considerando a aplicagdo a campo, a disponibilizacdo oral das moléculas
desencadeadoras do processo de silenciamento génico ¢ a mais atrativa. Uma das técnicas
de disponibilizagdo via oral ¢ a produgdo de plantas geneticamente modificadas contendo
uma construgdo para expressdao de uma estrutura de grampo de RNAJf (hairpin RNA —
hpRNA). Estas plantas apresentam a vantagem de possibilitar a expressao continua de
hpRNA, fator importante em insetos com uma resposta mais recalcitrante a0 mecanismo

de RNAI, como ¢ o caso de insetos da ordem Lepidoptera

Além do método de disponibilizagdo, a escolha do gene a ser silenciado ¢ de
extrema importancia na efetividade do silenciamento. O gene rieske codifica a proteina
Iron-sulfur, componente do Citocromo bcl da membrana mitocondrial, principal

responsavel pela cadeia de transferéncia de elétrons da mitocondria e produgao de ATP.

A efetividade da disponibilizacdo de moléculas de RNAdf complementares a parte
do gene rieske de H. armigera foi testado anteriormente. Os resultados demostraram a
efetividade do silenciamento, causando efeitos letais e subletais no desenvolvimento das
larvas. Porém, a ocorréncia do silenciamento e dos efeitos letais e subletais dependiam da
administracdo continua do RNAdf-rieske. Dessa forma, uma das alternativas ¢ a
utilizag¢do de plantas geneticamente modificadas contendo a construgdo para a expressao

do hpRNA-rieske.

Algumas biomoléculas inseticidas de origem proteica também podem representar
uma nova estratégia para o desenvolvimento de plantas transgénicas resistentes a insetos
e uma alternativa a toxina BT. O peptideo recombinante Jaburetox (JBTX), derivado de
uma isoforma de urease de Canavalia ensiformis (L.) DC (Fabales: Fabaceae) apresenta
efeito contra bactérias, fungos e diversas espécies de insetos de diferentes ordens,

incluindo H. armigera.

A utilizagdo de plantas com duas ou mais substancias inseticidas podem aumentar
a eficiéncia de controle e resultar na reducdo e/ou retardo no aparecimento de insetos
resistentes, pois os insetos resistentes a uma toxina podem ser controlados pela outra

toxina. O empilhamento génico se refere ao processo de combinacdo de dois ou mais
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genes de interesse no genoma de uma unica planta e a utilizagdo de métodos tradicionais
de melhoramento para combinagdo de eventos expressando caracteristicas de interesse ¢

uma das maneiras mais rapidas e faceis de obtencdo de plantas com empilhamento génico.

Dessa forma, o presente trabalho objetiva verificar: 1) se é possivel a obtengao de
plantas geneticamente modificadas de tabaco contendo as constru¢des para expressao do
hpRNA-rieske e JBTX ii) se as plantas produzidas apresentam potencial de controle de
H. armigera; ¢ iii) se plantas empilhadas contendo os genes para expressdo de ambas
substancias inseticidas apresentam potencial de controle de H. armigera e viabilidade de

utilizagdo de ambas tecnologias em conjunto.

A estrutura deste documento engloba a revisao de literatura abordando os topicos
Helicoverpa armigera, RNA de interferéncia, Jaburetox e empilhamento génico, seguido
dos materiais ¢ métodos utilizados na execugdo deste trabalho, resultados obtidos e

discussao, finalizando com as conclusoes e consideracdes finais.

Cassia Canzi Ceccon 15



2 REVISAO DA LITERATURA
2.1  Helicoverpa armigera

Helicoverpa armigera (Hiibner) (Lepidoptera: Noctuidae) pertence ao complexo
de lagartas da subfamilia Heliothinae. A espécie encontra-se distribuida por toda a
Europa, em paises da Asia, Africa, Oceania e América (EPPO, 1981; LAMMERS;
MACLEOD, 2007; CZEPAK et al, 2013; SENAVE, 2013; MURUA et al., 2014;
NORTH AMERICAN PLANT PROTECTION ORGANIZATION, 2015). At¢ 2013, era
considerada praga quarentendria no Brasil, quando ocorreu sua identificagcdo em diversas
regides agricolas do pais (CZEPAK et al., 2013). No Rio Grande do Sul, a confirmacao
oficial da presenga de H. armigera ocorreu em 2013 (SALVADORI et al., 2013;
SALVADORI et al., 2014).

Apesar de ter sido registrada no Brasil somente em 2013 ¢ possivel que H.
armigera ja estivesse no pais antes disso. A distingdo baseada somente em caracteres
morfologicos entre H. armigera e outras espécies da subfamilia Heliothinae como
Helicoverpa zea (Boddie, 1850) (Lepidoptera: Noctuidae) ou até mesmo Heliothis
virescens (Fabricius) (Lepidoptera: Noctuidae), é dificultada pela semelhanga entre estas
espécies. Além disso, H. armigera foi amplamente difundida no pais em seu primeiro ano
de ocorréncia, um padrio de distribuicdo que geralmente demoraria muitos meses para

ocorrer (BUENO et al., 2014; BUENO; SOSA-GOMEZ, 2014).

H. armigera é uma espécie holometabdlica, ou seja, apresenta metamorfose
completa, com as fases de ovo, larva, pupa e adulto. O ciclo completo de desenvolvimento
dura de trinta a sessenta dias (GUEDES et al., 2013). As mariposas fémeas ovipositam,
em média, entre mil e mil e quinhentos ovos (EPPO, 1981). A oviposi¢do geralmente
ocorre durante a noite, uma vez que esta espécie ¢ de héabito predominantemente

crepuscular (ARAUJO, 1990). Os ovos sio colocados de forma isolada ou em pequenos



grupos, preferencialmente na face adaxial da folha, sobre talos, flores, frutos e brotagdes

apicais com superficies pubescentes (MENSAH, 1996).

Uma ampla gama de espécies vegetais ¢ hospedeira de H. armigera (> 45 familias
e > 180 espécies), incluindo plantas agricola importantes (FITT, 1989; TAY etal., 2013).
Em geral, no Brasil, as culturas mais importantes atacadas por H. armigera sao algodao,
soja, milho, vagem, tomate, citrus e pastagens. Porém, H. armigera também foi
encontrada se alimentando de plantas daninhas (BUENO; SOSA-GOMEZ, 2014,
POMARI-FERNANDES et al., 2015).

A presenga de hospedeiros alternativos, sdo de extrema importancia na dinamica
temporal e espacial de H. armigera, uma vez que podem dar suporte a permanéncia de
populagdes de pragas se as condigdes ambientais forem favoraveis (FITT, 1989). O habito
alimentar polifago, em associa¢do com uma alta capacidade reprodutiva, de dispersdo e
adaptagdo a diferentes cultivos e ambientes tende a favorecer o sucesso da espécie H.

armigera como praga, dificultando seu controle (CZEPAK et al., 2013; FITT et al., 1995).

A importancia econdmica dessa praga varia de pais para pais, de acordo com as
culturas que sdo atacadas (PINOIA, 2012). O Brasil, por ser um pais de clima tropical e
com possibilidade de realizar a colheita de duas a trés safras consecutivas por ano, fornece
condi¢des ideais para o desenvolvimento de espécies polifagas, como H. armigera

(SANTOS et al., 2014).

Os métodos de controle de H. armigera sdo baseados na utilizagdo de cultivares
resistentes, uso de inseticidas quimicos e bioldgicos e o controle bioldgico (AVILA, 2013,
SALVADORI; SUZANA, 2014). A utilizacdo de plantas geneticamente modificadas
contendo o gene cry oriundo da bactéria Bacillus thuringiensis Berliner (Bacillales:
Bacillaceae) ¢ uma boa estratégia de controle desta praga devido a facilidade operacional
e a redugao do impacto e dos riscos em relagdo ao meio ambiente podendo ser utilizada

em associagdo com outros métodos de controle (SALVADORI; SUZANA, 2015).
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O uso de plantas geneticamente modificadas resistentes a insetos ¢ adotado em
varios paises, devido a prote¢ao que proporcionam e a redu¢@o na aplicagdo de inseticidas
(AVILLA etal., 2005). Porém, ha relatos de populagdes de H. armigera resistentes, tanto
a alguns grupos de inseticidas quanto a eventos de plantas geneticamente modificadas
contendo o gene cry (McCAFFERY, 1998; ALVI et al., 2012; DOWNES; MAHON
2012; WEI et al., 2014).

Naturalmente, Helicoverpa spp. ¢ H. virescens sdo mais tolerantes que outras
espécies a maioria dos inseticidas requerendo altas doses para controle efetivo (BUENO;
SOSA-GOMEZ, 2014). Segundo o Banco de Dados de Resisténcia de Artrépodes a
Pesticidas (Arthropod Pesticide Resistance Database), iniciativa entre o Comité de Agao
a Resisténcia a Inseticidas (Insecticide Resistance Action Committee - IRAC) e
Universidade do Estado de Michigan, ha relatos de 856 casos de resisténcia de H.
armigera a diversos grupos de inseticidas e toxinas Bt (Arthropod Pesticide Resistance
Database, 2019). Inclusive ha o relato de resisténcia H. armigera a piretrdides no Brasil

(DURIGAN et al., 2017).

Considerando os casos de resisténcia de H. armigera aos principais mecanismos
de controle utilizados ¢ visivel a necessidade do desenvolvimento de estratégias de
controle. Estas estratégias devem ser baseadas nas praticas de Manejo Integrado de Pragas
(MIP) (BUENO; SOSA-GOMEZ, 2014; POMARI-FERNANDES et al., 2015) e no
ambito da biotecnologia e transformacdo genética de plantas envolvem o manejo
adequado da resisténcia a tecnologia Bt atualmente em uso, além da rotagao de genes de
resisténcia a insetos € o empilhamento génico. Estas técnicas sao consideradas estratégias
promissoras para retardar o aparecimento de insetos resistentes (AVILLA et al., 2005;

GUJAR et al., 2007).

Considerando a busca por novos genes que possam ser utilizados para o controle
de H. armigera e outros insetos praga alvo podemos citar o uso do mecanismo de RNA
de interferéncia (RNAi) e a utilizagdo da proteina recombinante com propriedades

entomotoxicas Jaburetox.
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2.2 RNA de interferéncia

O RNA de interferéncia (RNA1) ¢ um mecanismo de silenciamento génico a nivel
pos transcricional, ou seja, ocorre a nivel de RNA mensageiro (RNAm) e ¢ desencadeado
pela ligacao de pequenos RNAs, com aproximadamente 21-25 nucleotideos, com RNAsm
com os quais apresentam complementariedade de pares de base (DING, 2010;
NANDETY et al.,, 2015). Este mecanismo de silenciamento génico ¢ altamente
conservado em eucariotos e possui importante fun¢do na regulacdo génica, defesa do
organismo contra elementos de transposicao e, em plantas e insetos, este mecanismo
também esta envolvido na resposta conta infec¢des virais (DING, 2010; MATRANGA;
ZAMORE, 2007; VAN R1J; BEZERIKOV, 2009).

O mecanismo de regulagdo negativa de expressdo de genes foi demonstrado
inicialmente em plantas de petinia (Petunia hybrida L.). Na tentativa de super expressar
o gene chalcone sintase (chs) a fim de aumentar a sintese de antocianinas foi observado
a reducdo ou auséncia do pigmento devido ao silenciamento do transgene e do gene

endogeno, fendmeno conhecido como co-supressao (NAPOLI et al., 1990).

Posteriormente, foi verificado o silenciamento do gene par-1 no nematoide
Caenorhabditis elegans Maupas (Rhabditida: Rhabditidae) pela introdugao da fita de
RNA antissenso (GUO; KEMPHEUS, 1995). Fire et al. (1998) injetaram
simultaneamente, moléculas de RNA senso e antissenso em C. elegans e verificaram que
o silenciamento era muito mais eficiente e potente. Os experimentos demonstraram que a
molécula iniciadora do mecanismo de silenciamento génico pos-transcricional (Post-
transcriptional gene silencing — PTGS) ¢ o RNA dupla-fita (RNAJf), ou seja, a sequéncia
senso e antissenso do RNAm alvo. Devido a habilidade do RNAdf interferir na expressao

génica, 0 mecanismo passou a ser chamado de RNA de interferéncia (RNA1).

A comprovagao de que o mecanismo de silenciamento génico mediado por RNA1
ocorre em nivel pds transcricional foi demonstrado por Montgomery (1998) em C.
elegans, pois nao foi observada alteracdo na sequéncia de DNA do gene-alvo e o nivel de

transcritos no citoplasma foi reduzido.
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O mecanismo de RNAi que resulta no silenciamento de genes pode ser dividido
em trés etapas principais: 1) clivagem das moléculas de RNAdf em fragmentos menores
pela enzima Dicer; ii) ligag@o destes fragmentos ao Complexo de Silenciamento Induzido
por RNA (RNA-induced Silencing Complex — RISC) e; iii) silenciamento do gene alvo
pela degradacio do RNAm alvo ou inibicdo da traducdo (ZAMORE et al., 2000;
RAHMAN et al., 2008; WINTER et al., 2009; KATOCH; THAKUR, 2013).

A enzima DICER (ou ribonuclease III-Dicer-2) ¢ uma endonuclease especifica de
RNAJf, que, na presenca de ATP, cliva o RNAdf em fragmentos menores de ~ 21-25
nucleotideos. Esses fragmentos podem ser divididos em dois grupos (MATRANGA &
ZAMORE, 2007; GHILDIYAL; ZAMORE, 2009; ASGARI, 2013): i) os micro-RNAs
(miRNAs), que sao oriundos do processamento de transcritos endogenos das células e sao
responsaveis pela regulagdo génica e, ii) os Small interfering RNAs (siRNAs) derivados
da clivagem de moléculas de RNAdf expresso em forma de hairpin (hpRNA) ou
introduzido artificialmente na célula. O uso experimental do mecanismo de RNAi explora
arota do siRNA, focando, especialmente, na capacidade das células em degradar RNAsm

pela complementariedade as moléculas de RNAdf administradas (SCOTT et al., 2013).

Ap0s a clivagem em fragmentos menores uma das fitas do siRNA que ¢ conhecida
como fita guia, que tem a funcdo de localizagdo e ligagdo com o RNAm alvo, ¢ carregada
no RISC o qual contém a proteina Argonauta, com seu componente catalitico, responsavel
pela degradacdo do RNAm alvo. Durante o carregamento da fita guia, a fita ndo-guia do
siRNA ¢ clivada e ejetado do complexo. O complexo RISC, guiado pela fita-guia encontra
o RNAm alvo e media a clivagem ou inibi¢ao da tradu¢ao (ROETHER; MEISTER, 2011;
BURAND; HUNTER 2013; SCOTT et al., 2013).

Em microorganismos eucariotos, fungos, plantas, nematoides e no cefalocordado
Branchiostoma floridae Hubbs (Amphioxiformes: Branchiostomidae) foi identificada a
presenca da enzima RNA polimerase dependente de RNA (RNA-dependent RNA
polymerase — RdRp) que facilita a amplificagdo do silenciamento do gene alvo mediado
por RNAI. Os fragmentos de ssRNA servem como molde (template) para a sintese de

novas moléculas de RNAdf pela enzima RdRp. A eficiente amplificacdo do silenciamento
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por RNAIi pela RdRp pode reduzir os niveis do RNAm alvo a niveis indetectaveis, além
de ter potencial para ocasionar efeitos de RNAIi sistémicos e persistentes (SIJEN et al.,

2001).

Whangbo & Hunter (2008) propuseram trés tipos de resposta do RNAi: i) RNAi
celular autonomo (cell-autonomous RNAi) em que o silenciamento ¢ restrito as células
em que o RNAJf ¢ expresso ou introduzido; ii)) RNAi ambiental, que envolve a captagao
do RNAJf do lumen pelas células intestinais, ou seja, absor¢ao do RNAdf do ambiente
para dentro da célula e; iii) RNAI sistémico, em que o silenciamento por RNAi se
amplifica das células em que o RNAdf foi originalmente produzido ou captado

(WHANGBO; HUNTER, 2008; LIM et al., 2016).

Desde seu descobrimento o mecanismo de RNAi tem sido amplamente utilizado
para estudos de funcdo e regulagdo génica, para conhecimento do funcionamento do
préprio mecanismo e, mais recentemente, tem sido avaliado seu potencial de utilizagao
em areas da medicina, no tratamento de doencas (RAHMAN et al., 2008) e na agricultura
no controle de pragas e alteragdes de caracteristicas de plantas como a melhoria de
qualidade nutricional (PRICE; GATEHOUSE, 2008; HUVVENE; SMAGHE, 2010;
KATOCH; THAKUR, 2013).

Considerando a aplica¢do na agricultura, o mecanismo de RNAi pode ser utilizado
para melhoria da qualidade nutricional e reducdo de antinutrientes e toxinas, macho
esterilidade, biorremediagdo, alteracdo de coloracdo de flores, resisténcia a doengas
virais, bacterianas, fungicas ¢ a nematoides (KATOCH; THAKUR, 2013) e como
estratégia para o controle de insetos-praga (PRICE; GATEHOUSE, 2008; HUVVENE;
SMAGHE, 2010; KATOCH; THAKUR, 2013).

O RNAI pode ser utilizado para controle de insetos-praga pela supressao de genes
essenciais a sobrevivéncia levando a mortalidade e/ou efeitos subletais (SCOTT et al.,
2013). Inicialmente, a utilizacdo do silenciamento génico nos insetos alvo por RNAi
como método de controle foi considerado inviavel. Fatores como a auséncia da enzima

RdRp limitando o efeito do silenciamento e demandando altas doses de RNAdf
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disponibilizadas continuamente foram considerados dificuldades significativas na

aplicacdo desta tecnologia (PRICE; GATEHOUSE, 2008).

No entanto, apds diversos estudos com a utilizacdo do mecanismo de RNAi em
insetos, foi verificado que os principais fatores que interferem na eficiéncia do
silenciamento estao relacionados com a escolha do gene alvo do silenciamento e o método
de disponibilizacao das moléculas desencadeadoras do processo de silenciamento via

RNAi1 (ZHANG et al., 2013; XU et al., 2016).

A utilizagdo da técnica de microinje¢do de RNAdf ou siRNA diretamente no corpo
do inseto exclui as dificuldades de captagdo do RNAJf pela célula. Dessa forma, o
funcionamento do mecanismo de silenciamento por RNAi depende exclusivamente da
existéncia da maquinaria core do RNAi (TERENIUS et al., 2011; BURAND; HUNTER
2013), composta pelas enzimas Dicer e Argonauta (GARBUTT; REYNOLDS, 2012). A
maioria dos eucariotos, incluindo plantas e animais, possuem a maquinaria core do RNAi

necessaria para resposta de silenciamento (SCOTT et al., 2013).

Apesar da microinjecdo apresentar melhores resultados de silenciamento, um dos
problemas da técnica ¢ a ocorréncia de danos mecanicos que podem ocorrer durante o
processo. Além disso, essa técnica ndo ¢ aplicavel a campo para controle de insetos-praga
(BURAND; HUNTER, 2013). Neste sentido, uma das técnicas menos invasivas e
possiveis de aplicacdio a campo ¢ a disponibilizagdo via oral das moléculas
desencadeadoras do processo de silenciamento génico (SCOTT et al., 2013) obtendo-se
resultados promissores (revisado por TERENIUS et al., 2011; revisado por LIM et al.,
2016, revisado por XU et al., 2016).

Os trabalhos desenvolvidos por Mao et al. (2007) e Baum et al. (2007) foram os
primeiros a fornecer evidencias do potencial de utilizagdo do mecanismo de RNA1 para
controle de insetos-praga e demostrar que ¢ possivel silenciar genes em insetos pelo
consumo de plantas geneticamente modificadas contendo construgdes para expressao de
hpRNAs dos genes alvo de silenciamento (BAUM et al., 2007; MAO et al., 2007;
HUVENNE; SMAGGHE, 2010).
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Atualmente encontra-se disponivel no mercado um evento de milho resistentes a
Diabrotica virgifera virgifera LeConte (Coleoptera: Chrysomelidae) (evento
MON&87411). As plantas geneticamente modificadas possuem os genes para a delta toxina
cry 3Bbl e para a produg¢ao do RNAdf do gene Snf7 de D. virgifera virgifera. Este evento
foi liberado comercialmente no Brasil em 2016 (ISAAA, 2019a).

Para a utilizacdo do mecanismo de RNAi como método de controle de insetos-
praga via disponibilizagao oral o foco do estudo ¢ relacionado ao RNAi ambiental
(WHANGBO; HUNTER, 2008), que envolve a captura do RNAdf/siRNA pelo [umen do
intestino do inseto, e, o RNAIi sist€émico, que possibilita o silenciamento de genes
expressos em outros tecidos e envolvidos em fungdes nao relacionadas ao sistema

digestorio (KUMAR et al., 2009; ASOKAN et al., 2014; MAMTA et al., 2016).

Sao propostos dois mecanismos de captacdo de RNAdf/siRNa pelas células: 1)
captagdo mediada por canais transmembrana envolvendo as proteinas SID-1 e SID-2

(JOSE et al., 2007), e ii) captacdo mediada por endocitose (SALEH et al., 2006).

As estratégias de disponibilizacdo oral de RNAdf/siRNA incluem a incorporagdo
de RNAdf/siRNA sintetizado in vitro na dieta artificial ou na superficie de discos foliares,
a alimentacdo com plantas geneticamente modificadas contendo constru¢des para a
expressdo de moléculas indutoras do silenciamento, a utilizacdo de bactérias
geneticamente transformadas expressando o RNAdf do gene alvo incorporadas na dieta
ou ainda a utilizagdo destas bactérias para a producao e isolamento de RNAdf para ser
utilizado nos experimentos (KUMAR et al., 2009; YANG; HAN, 2014; ASOKAN et al.,
2014; ZHANG et al., 2015).

Insetos ndo possuem a enzima RdRp que facilitaria o processo de RNAi sistémico,
mas podem utilizar outros mecanismos que possibilitem a propagacdo do sinal de
silenciamento para outras células (KUMAR et al., 2009; ASOKAN et al., 2013;
ASOKAN et al., 2014; MAMTA et al., 2016; YANG; HAN, 2014; LIM et al., 2016).

Porém, neste caso ¢ necessario que a alimentacdo com as moléculas indutoras do
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silenciamento seja continua para que os resultados de RN A1 sist€émico sejam efetivamente

observados (ZHANG et al., 2013; LIM et al., 2016).

Além disso, quando se avalia a resposta a0 RNA1 em insetos a sensibilidade ao
mecanismo de silenciamento varia consideravelmente entre diferentes espécies. Enquanto
algumas espécies apresentam uma resposta robusta de silenciamento outras,

especialmente insetos da ordem Diptera e Lepidoptera, em geral, apresentam aspectos

mais recalcitrantes ao mecanismo (GU; KNIPLE, 2013, TERENIUS et al., 2011).

A resposta ao mecanismo de RNAi em Lepidopteros apresenta grande variacao,
inclusive em estudos utilizando microinje¢ao (revisado por TERENIUS et al., 2011). Em
geral, para a obten¢do de bons resultados de silenciamento e verificacdo de altas taxas de
mortalidade e efeitos subletais em insetos desta ordem ¢ necessario a disponibilizagao

continua ¢ em altas doses de RNAdf/siRNA (TERENIUS et al., 2011, LIM et al., 2016).

Uma das alternativas mais atrativas que possibilita a disponibiliza¢do continua das
moléculas indutoras do silenciamento ¢ a utiliza¢ao de plantas geneticamente modificadas
capazes de induzir o silenciamento génico por RNA1 no inseto-praga alvo. Neste sistema
¢ inserido na planta, via transformagdo genética, construgdes contendo as sequéncias
senso e antissenso de parte do gene alvo do silenciamento. Quando transcrita, essa
construgdo forma uma estrutura de grampo de RNA (hairpin RNA — hpRNA) que ¢
funcionalmente equivalente ao RNAdf (GU; KNIPLE, 2013). Esta estratégia tem se
mostrado eficiente para o silenciamento e controle de insetos praga alvo de diferentes
ordens (MAO et al., 2007; MAO et al., 2011; BAUM et al., 2007; PITINO et al., 2011;
MAMTA et al., 2016; HAN et al., 2017).

Além disso, a expressao de hpRNAs pelas plantas transgénicas ¢ considerado
eficiente pois as moléculas ficam dentro da célula (TERENIUS et al., 2011) e, dessa
forma, menos suscetivel a degradacao pela agdo de enzimas presentes no sistema
digestorio dos insetos apresentando melhores resultados de silenciamento génico,

especialmente em espécies mais recalcitrantes ao mecanismo de RNA..
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A variagao na efetividade das moléculas de RNAdf em ocasionar o silenciamento
de genes em insetos ndo depende somente da sensibilidade do inseto ao mecanismo, mas
também ¢ altamente influenciado pela escolha do gene a ser silenciado (GU; KNIPLE,
2013). O silenciamento de determinados genes de insetos pode afetar o crescimento, o
desenvolvimento e causar mortalidade. A maioria dos estudos tem focado em 6rgdos ¢

tecidos do sistema digestorio dos insetos (ZHANG et al., 2013)

O corpo do inseto ¢ coberto por um exoesqueleto de quitina e, na maioria dos
insetos, somente o intestino ¢é revestido pela membrana peritrofica, dessa forma, genes do
sistema digestorio foram considerados melhores alvo de silenciamento por RNAi. Além
disso, as células do intestino médio sao responsaveis pela absor¢ao de nutrientes do limen
intestinal, sendo assim, consideradas o principal canal de absor¢do das moléculas

indutoras do silenciamento (ZHANG et al., 2013).

Para H. armigera o primeiro trabalho utilizando o mecanismo de RNAi como
alternativa de controle foi realizado por Mao et al. (2007). As larvas alimentadas com
plantas de Arabidopsis thaliana (L.) e tabaco (Nicotiana tabacum L.) geneticamente
transformadas para expressar o RNAdf do gene citocromo P450, envolvido na
detoxificagdo do gossipol, apresentaram inibi¢do do crescimento (MAO et al., 2007).
Posteriormente, a mesma construcdo foi utilizada para transformacdo genética de
algoddo. As larvas alimentadas com as plantas geneticamente transformadas

apresentaram reducdo de crescimento e consumo (MAO et al., 2011).

Posteriormente, diversos trabalhos foram realizados tendo como alvo H. armigera.
Os principais genes-alvo de silenciamento testados para este inseto estdo relacionados ao
sistema digestorio, como citocromo P450, tripsina e quimotripsina (MAO et al., 2007;
MAO et al., 2011; ZHANG et al., 2013; ASOKAN et al., 2014; MAO et al., 2015), ao
sistema nervoso, como a acetilcolinesterase (KUMAR et al., 2009; SAINI et al., 2018),
ou entdo estdo expressos em todo o organismo, como os genes transferrina, quitinase,
arginina quinase e ATPase vacuolar (XIONG et al., 2013; ASOKAN etal., 2014; YANG;
HAN, 2014; AGRAWAL etal., 2015; LIU et al., 2015; MAO et al., 2015; ZHANG et al.,
2015; HAN et al., 2017). Os principais resultados obtidos através da administragao oral
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de hpRNA/RNAJf/siRNA estdo relacionados a mortalidade, redu¢do do consumo,
inibicdo do crescimento, ma-formacgao e reducdo da fecundidade, estes efeitos estdao
associados a reducdo na expressdo do gene alvo do silenciamento (revisado por LIM et
al., 2016), indicando o potencial de utilizacao da tecnologia de RN A1 para o controle deste

inseto-praga.

Conforme anteriormente mencionado, para o desenvolvimento de produtos
biotecnoldgicos para o controle de insetos-praga ¢ essencial que a escolha do gene alvo
leve em consideracdo, além da capacidade de causar a mortalidade e afetar o
desenvolvimento, a especificidade, ou seja, e identidade entre 0 RNAdf e o RNAm do
inseto-alvo. De forma que a alimentacdo com o RNAJf especifico para um inseto nao
atinja outras espécies nao alvo (BACHMAN et al., 2013; GU; KNIPPLE, 2013; SCOTT
etal., 2013).

O gene rieske codifica a proteina Iron-sulfur, que compde o Citocromo bcl da
membrana mitocondrial, também conhecido como Ubiquinol-citocromo-c Redutase ou
Complexo III. Essa proteina foi descrita por Rieske et al. (1964). O Complexo III ¢ o
principal responsavel pela cadeia de transferéncia de elétrons da mitocondria, catalisando
a transferéncia de elétrons do ubiquinol para a citocromo-c, concomitantemente ocorre a
translocagdo de protons através da membrana gerando o gradiente eletroquimico

necessario para sintese do ATP (GONG et al., 2011).

O potencial de utilizagdo deste gene como alvo de silenciamento ja foi
demonstrado para Plutella xylostella L. (Lepidoptera: Plutellidac) (GONG et al., 2011),
para Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera: Psyllidac) (RAMOS et al., 2014), psilideo
vetor das bactérias que causam o Grenning, umas das principais doengas que afetam a
citricultura, e para H. armigera via alimentagdo com moléculas de RNAdf sintetizadas in

vitro e disponibilizadas sobre discos foliares de soja (CECCON, 2016).

A disponibilizagdo via oral de moléculas de RNAdf complementares a parte do
gene rieske de H. armigera as larvas desta espécie causou redugao da expressao do gene,

mortalidade e efeitos subletais nos insetos (CECCON, 2016). Porém, como em muitos
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casos de trabalhos com H. armigera e outros lepidopteros (TERENIUS et al., 2011; LIM
et al., 2016), foi verificado a natureza transiente do silenciamento do gene rieske em H.

armigera, demandando a alimentag@o continua para obtengdo de melhores resultados.

A protegdo de plantas mediada por RNAi tem sido considerada uma potencial
tecnologia de nova geragdo para o controle de insetos praga (PRICE; GATEHOUSE,
2008; HUVENNE; SMAGHE, 2010; ZHANG et al., 2013). Os experimentos realizados
até o momento tém demostrado que o RNAi em insetos ¢ um mecanismo de knockdown
e ndo knockout, ou seja, nao ocorre o silenciamento total e, em caso de alimentagdo
descontinua, o efeito ¢ transiente (SHAKESBY et al., 2009). Dessa forma, em alguns
casos ¢ necessario o aumento da eficacia de protecao (ZHANG et al., 2013) que pode ser
obtido pelo empilhamento génico, seja utilizando o mecanismo de RNAi para
silenciamento de multiplos genes ou a associacdo do mecanismo de RNAi e outro

mecanismo que afete a sobrevivéncia e o desenvolvimento do inseto-praga alvo.

2.3  Jaburetox

Ureases (EC 3.5.1.5 amidohidrolases de uréia) sdo enzimas que catalisam a reacao
de hidrélise de uréia em amonia e didxido de carbono (WANG; TARR, 1955; DIXON et
al., 1975). Estas enzimas foram isoladas de uma variedade de organismos, incluindo
bactérias, fungos e plantas (FOLMER, 2008). Dentre as ureases de plantas, a isolada de
sementes de Canavalia ensiformis (L.) DC foi a primeira enzima a ser cristalizada
comprovando que enzimas sao proteinas, representando um marco no estudo de enzimas

(SUMNER, 1926).

Em plantas, as ureases contribuem para a biodisponibilidade de nitrogénio e em
mecanismo de defesa das plantas (POLACCO; HOLLAND, 1993; CARLINI;
POLACCO, 2008). As ureases representam um grupo de proteinas vegetais com potencial
de uso devido a suas propriedades inseticidas, fungicidas e bactericidas (BECKER-RITT
etal., 2017).
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As sementes de C. ensiformes apresentam trés isoformas de urease: Jackbean
urease (JBURE-I) (SUMNER, 1926), canatoxina (CNTX) (CARLINI; GUIMARAES,
1981) ¢ JBURE-II (PIRES-ALVES et al., 2003). A CNTX foi isolada de C. ensiformes
em 1981 (CARLINI; GUIMARAES, 1981) e inicialmente foi caracterizada como uma
proteina neurotdxica por induzir convulsdes em ratos quando injetada (CARLINI et al.,
1984). Apos 20 anos, a CNTX foi caracterizada como uma isoforma de urease (FOLMER
et al., 2001), com propriedades entomotoxicas (CARLINI et al., 1997).

Estudos posteriores demostraram que a toxicidade da CNTX a insetos ¢ decorrente
de um polipeptidio interno de 10 kDa denominado pepcanatox liberado da proteina pela
hidrdlise por enzimas digestivas do tipo catepsinas (CARLINI et al., 1997; FERREIRA
DA SILVA et al., 2000; STANISCUASKI et al., 2005; DEFFERRARI et al., 2011).
Dessa forma, apenas insetos que possuem enzimas digestivas do tipo catepsina, como
Rhodnius prolixus Stal (Hemiptera: Reduviidae), sdo suscetiveis a CNTX. Ja os insetos
com enzimas digestivas do tipo tripsinas, como Manduca sexta (L.) (Lepidoptera:
Sphingidae) e Drosophila melanogaster Meigen (Diptera: Drosophilidae), ndo eram
suscetiveis (STANISCUASKI; CARLINI, 2012)

Baseado na sequéncia N-terminal do pepcanatox e utilizando como template o
cDNA da isoforma de urease JBURE-II foi produzido o polipeptideo Jaburetox-2Ec
(JBTX-2Ec) de forma heterologa em Escherichia coli (Escherich) (Enterobacteriales:
Enterobacteriaceac) (MULINARI et al., 2007). Este peptideo possui 93 aminoacidos e,
em virtude do vetor plasmidial (pET 101/D-TOPO), possui e epitopo V5 com 18
aminoacidos e cauda com seis histidinas (MULINARI et al., 2007).

Os peptideos recombinantes Jaburetox-2Ec e Jaburetox (JBTX), que diferem entre
si pela auséncia do epitopo V5 no JBTX, demonstraram potente efeito contra insetos,
bactérias e fungos (MULINARI et al., 2007; POSTAL et al., 2012). No caso de insetos,
os peptideos recombinantes afetaram também insetos com enzimas digestivas do tipo
tripsina como o lepidoptero Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) (Lepidoptera:
Noctuidae) (MULINARI et al., 2007).
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Analises moleculares do JBTX demostraram a existéncia de uma sequéncia que
poderia adotar uma conformagao de B-hairpin na regido C-terminal. Esta estrutura ¢é
semelhante a encontrada em outros peptideos antimicrobianos com propriedades de
ruptura de membrana (MULINARI et al., 2007, BECKER-RITT et al., 2017). Para
verificagdo da importancia desta estrutura nas atividades biologicas do JBTX foram
avaliados trés mutantes do JBTX denominados: i) jaburetox N-terminal (JBTX N-ter)
correspondente aos residuos 1 a 44; ii) jaburetox C-terminal (JBTX C-ter) correspondente
aos residuos 45 a 93, e; iii) jaburetox-AB (JBTX- AB) sem os aminoacidos 61 a 74. Os
resultados sugerem que a regido B-hairpin ndo é importante para a entomotoxicidade e
que a por¢ao N-terminal de JBTX ¢ responsavel pela atividade entomotdxica. Porém, a
regido C-terminal, que contém o B-hairpin pode contribuir significativamente com a
capacidade do JBTX interagir com a bicamada lipidica (MARTINELLI et al., 2014;
BECKER-RITT et al., 2017).

O mecanismo de acao inseticida das ureases JBURE-I, CNTX e JBURE-II nao
esta completamente elucidado. Estudos em R. prolixus demostraram que JBURE-I e o
JBTX inibem a secre¢do nos tibulos de Malpighi, comprovando o efeito antidiurético.
Além disso, foi verificado que o efeito antidiurético induzido pela urease de C. ensiformes
envolve eicosanoides e canais de calcio enquanto o JBTX age alterando os niveis de GMP
ciclico e o potencial transmembrana dos tibulos de Malpighi (STANISCUASKI et al.,
2009). Utilizando o hemiptero Triatoma infestans (Klug) (Hemiptera: Reduviidae) como
inseto modelo, foi demostrado que a injecdo de JBTX em adultos causou efeitos
neurotoxicos, que incluilam comportamento anormal das antenas e movimentos
descoordenados das pernas, seguido da morte de todos os insetos. O JBTX foi encontrado
ligado a células neurais e interferindo de diferentes formas em pelo menos duas enzimas
no cérebro do inseto: i) inibindo a atividade da enzima o6xido nitrico sintase (NOS)
reduzindo os niveis do neurotransmissor 0xido nitrico, e; ii) aumentando a atividade da
enzima UDP-N-acetilglicosamina pirofosforilase (UAP), envolvida nas rotas de
glicosilagao e sintese de quitina (GALVANI et al., 2015). Além de interferir na diurese e

causar efeitos relacionados ao sistema nervoso central, o JBTX interfere na resposta
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imune de R. prolixus, afetando a capacidade do inseto de efetivamente neutralizar a

infecc¢do bacteriana (FRUTTERO et al., 2016).

O peptideo entomotoxico JBTX tem potencial para ser utilizado para controle de
vetores de doencas e insetos-praga na agricultura (BECKER-RITT et al., 2017). T.
infestans e R. prolixus, vetores da doenca de Chagas ja foram amplamente utilizados
como insetos modelos em estudos da toxicidade da urease de C. ensiformis e do peptideo
recombinante derivado JBTX. Os resultados destes estudos demostraram efeitos de
mortalidade e atraso no desenvolvimento dos insetos devido, de acordo com os resultados
de experimentos, a atividade da entomotoxina nos tubulos de Malpighi, sistema nervoso
central e na resposta imune (revisado por CARLINI; LINGABUE-BRAUN, 2016). Outro
inseto que tem sido foco de grandes esforgos para controle ¢ o mosquito Aedes aegypti
(L.) (Diptera, Culicidae) vetor de doengas como febre amarela, dengue, Chikungunya e
Zika virus (ZARA et al., 2016). O JBTX foi testado como possivel estratégia de controle
deste inseto e os resultados obtidos demostraram o potencial entomotoxico do JBTX no
controle de A. aegypti devido a interferéncia no ciclo bioldgico gerando alta mortalidade

tanto de larvas quanto de adultos (KAPPAUN et al., 2011).

Considerando insetos-praga de importancia agronomica, foi verificado a
efetividade da proteina purificada JBTX disponibilizado via oral a S. frugiperda
(MULINARI et al., 2007), Dysdercus peruvianus Guérin-Méneville (Heteroptera:
Pyrrhocoridae) (MULINARI et al., 2007; MARTINELLI et al., 2014) ¢ H. armigera
(DIDONE et al, em preparagdo) sendo observada mortalidade, atraso no

desenvolvimento e redu¢ao do consumo das larvas alimentadas com JBTX.

Estudos preliminares de biosseguranga demostraram que altas doses do JBTX sao
indcuas a mamiferos modelos, tanto quando administrados via oral quanto via injecao
(MULINARI et al., 2007). Estes resultados encorajaram estudos para o desenvolvimento
uma nova tecnologia de controle de insetos via utilizagdo de plantas geneticamente
modificadas expressando o peptideo JBTX (BECKER-RITT et al., 2017). Em trabalho
realizado com S. frugiperda utilizando plantas de tabaco expressando o JBTX, foi

verificado a mortalidade das larvas, chegando a 100% em algumas plantas apos 15 dias
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(MULINARI, 2008). Em estudos preliminares utilizando plantas de cana-de-agucar
expressando o JBTX foi verificado alta mortalidade nos lepidopteros Diatraea
saccharalis (Fabricius) (Lepidoptera: Crambidae) e Telchin licus licus (Drury)
(Lepidoptera: Castniidae) (BECKER-RITT et al., 2017). Avaliando plantas de soja
transgénicas contendo o JBTX quanto ao seu potencial de controle de H. armigera foi
verificado que algumas plantas causaram alta mortalidade das larvas, chegando a 91%
(dados nao publicados). Plantas de milho geneticamente modificadas contendo JBTX
tiveram efeito sobre S. frugiperda, reduzindo o consumo, o ganho de peso, ocasionando

mortalidade e interferindo no potencial reprodutivo dos adultos (DIDONE, 2018).

Considerando as principais estratégias de controle utilizadas atualmente e os casos
de resisténcia a inseticidas quimicos e bioldgicos reportados para varias espécies de
insetos-praga (Arthropod Pesticide Resistance Database, 2019), ¢ visivel a necessidade
da realizacdo de estudos e a busca por novas estratégias que possam ser utilizadas no
controle de insetos. Considerando o potencial entomotdxico do peptideo JBTX e os
resultados preliminares indicando a inocuidade para mamiferos, este peptideo ¢ um bom

candidato para desenvolvimento de novas tecnologias para controle de insetos-praga.

2.4 Empilhamento génico

De modo geral, empilhamento génico se refere ao processo de combinagao de dois
ou mais genes de interesse no genoma de uma Unica planta gerando a expressao de uma
ou mais caracteristicas de interesse agrondmico (ISAAA, 2017). As plantas
geneticamente modificadas com empilhamento génico, especialmente considerando as
maiores culturas, geralmente apresentam somente alguns genes e caracteristicas,
geralmente relacionados a tolerancia a herbicidas e resisténcia a insetos conferida pelos

genes Cry (ISAAA, 2019b).

A maior parte dos eventos transgénicos resistentes a insetos aprovados
comercialmente foram obtidos pela inser¢do de genes Cry oriundos da bactéria
entomopatogénica B. thuringiensis. Estas plantas sdo comumente conhecidas como

plantas Bt. As proteinas CRY sdo 6-endotoxinas que apos sua ativagao formam peptideos
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que se ligam as microvilosidades do intestino médio dos insetos, causando a formagao de

poros e consequentemente lise das células e morte do inseto (SCHNEPF et al., 1998).

A primeira geracao de plantas Bt expressavam somente uma toxina. Porém, devido
ao surgimento de casos de resisténcia e devido a demanda por plantas resistentes a uma
maior gama de insetos, as plantas de segunda geragao apresentam empilhamento génico.
Aquelas que expressam mais de uma proteina CRY tendo como alvo a mesma espécie de
inseto sdo importantes ferramentas para retardar o aparecimento de resisténcia a

tecnologia Bt, seguindo a estratégia de ataque multiplo (ZHAO et al., 2005).

Porém, pode ocorrer resisténcia cruzada e antagonismo entre as proteinas Bt
(revisado por FERRE; VAN RIE, 2002; CARRIERE et al., 2015) reduzindo a eficiéncia
de controle e a durabilidade da tecnologia. Dessa forma, sao necessarias novas taticas de
manejo, como por exemplo a utilizagdo de novas substancias inseticidas expressas em
plantas transgénicas que possam ser utilizadas em conjunto ou como alternativa aos genes

Cry.

Ni et al. (2017) testaram o empilhamento entre genes Cry e RNAI, via cruzamento
entre plantas de algoddo da variedade GK19 expressando o gene CrylAc/CrylAb e
plantas geneticamente modificadas em que foram introduzidas constru¢des para a
expressao do hpRNA dos genes JHAMT, envolvido na sintese de hormonio juvenil, e
JHBP, que transporta o horménio juvenil para os 6rgdos, ambos complementares aos
genes de H. armigera. A analise dos bioensaios demostrou a efetividade das plantas

empilhadas em controlar H. armigera.

Cultivares com duas ou mais substancias inseticidas podem aumentar a eficiéncia
de controle, pois os insetos resistentes a uma toxina podem ser controlados pela outra
toxina (CROWDER; CARRIERE 2009). A eficiéncia das plantas empilhadas
expressando mais de uma substancia inseticida ¢ dependente, especialmente, da baixa
frequéncia inicial de individuos resistentes a ambas substancias inseticidas, retardando

assim, a evolugio da resisténcia (FERRE; VAN RIE, 2002).
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Além disso, devem ser observadas algumas condi¢cdes que favorecem a
durabilidade do empilhamento de genes Cry: a) presencga de areas de refugio suficientes;
b) baixa frequéncia de alelos conferindo resisténcia a cada toxina; c) resisténcia recessiva
a cada toxina; d) custo adaptativo e resisténcia incompleta associado a resisténcia a cada
toxina; e) plantas com empilhamento ndo sdo cultivadas concomitantemente com plantas
produzindo uma das toxinas isoladamente; f) cada toxina mata todos ou praticamente
todos os individuos suscetiveis; g) ndo ocorra resisténcia cruzada; h) alta taxa de
mortalidade redundante, ou seja, a capacidade de uma toxina matar os insetos resistentes
a outra toxina (CARRIERE et al., 2015). Apesar destas informagdes serem relacionadas
ao empilhamento de toxinas Bt, estas condigdes podem ser aplicadas a piramidacao de

genes que codificam para quaisquer outras substancias inseticidas.

Ha diferentes formas de obtencao de plantas com empilhamento génico. As taticas
utilizadas podem ser separadas em dois grupos principais: i) métodos de introdugdo

simultanea, e; ii) métodos de introdu¢do sequencial.

Os métodos de introdugdo simultanea se referem a introdu¢do de varios genes no
mesmo processo de transformacdo genética. Esta técnica ¢ descrita como co-
transformagdo e pode ser separada em dois subgrupos de acordo com a metodologia
utilizada. Quando todos os genes estao presentes no mesmo plasmideo ¢ denominada “co-
transformagao com unico plasmideo” e quando os genes estdo em plasmideos separados

¢ denominada “co-transformagdo com multiplos plasmideos” (FRANCOIS et al., 2002).

Ja a introducao sequencial dos genes pode ser realizada pelos processos de re-
transformagao ou pelo cruzamento entre dois ou mais eventos transgénicos. A re-
transformagdo envolve a transformacgdo de uma planta j& transgénica para inser¢ao de
uma nova caracteristica. Considerando os métodos de transformagdo sequencial, a re-
transformagdo possui a vantagem de que o empilhamento de transgenes independe do
cruzamento sexual entre as plantas doadoras. Dessa forma, utilizando esta metodologia ¢
possivel a combinagdo de caracteristicas em plantas que possuem propagacao vegetativa
ou dificuldades na realizacdo de cruzamento entre eventos transgénicos (FRANCOIS et

al., 2002).
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O método utilizado para a obtencdo do empilhamento génico via cruzamento ¢é
tecnicamente simples, pois envolve somente a transferéncia do pdlen de um dos parentais
para o 6rgdo reprodutivo feminino do outro. Porém nao pode ser utilizado em plantas com
propagacao vegetativa (FRANCOIS et al., 2002). A utilizacdo de métodos tradicionais de
melhoramento para combinag¢do de eventos contendo um ou mais genes expressando
caracteristicas de interesse ¢ uma das maneiras mais rapidas e faceis de obtengdo de
plantas com empilhamento génico (ISAAA, 2017, QUE et al., 2010). A maioria dos
eventos com empilhamento duplo, triplo ou quadruplo, sdo resultantes do cruzamento
entre parentais transgénicos (ISAAA, 2019b). Uma das principais vantagens deste
método ¢ a flexibilidade na escolha dos genes e caracteristicas a serem introduzidas na

planta (QUE et al., 2010).
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3 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Biotecnologia Vegetal e
Laboratério de Entomologia da Universidade de Passo Fundo ¢ no United States
Horticultural Research Laboratory do United States Department of Agriculture (USDA)
em Fort Pierce, Florida-USA.

3.1  Construcdes génicas

Um vetor plasmidial foi construido contendo a sequéncias senso e antissenso de
parte do gene rieske de Helicoverpa armigera, o gene alvo a ser silenciado, visando a
producao de um RNA fita simples auto complementar que forma a estrutura de grampo
de RNA (hairpin RNA - hpRNA). A figura 1A mostra a sequéncia do cDNA do gene
rieske de H. armigera, o qual faz parte do complexo do citocromo bc-1da mitocondria. A
regido dupla fita apresenta a mesma sequéncia da regido do RNAm do gene rieske
(numero de acesso NCBI: XM 021342124.1), alvo do silenciamento (Figura 1B). A
regido selecionada para contru¢do do RNAdf apresenta sequecia mais especifica a H.
armigera, enquanto a por¢ao terminal do gene ¢ mais conservada em diferentes espécies,
fator que poderia ocasionar problemas com 0ff targets, ou seja, poderia afetar insetos que

ndo sdo alvos.

Da mesma forma foi engenheirado um plasmideo contendo a sequéncia génica que
codifica para a expressdo do gene jaburetoX, que codifica o peptideo entomotoxico
recombinante Jaburetox (JBTX) (93 aminoacidos). As sequéncias senso (S1) e antisenso
(S2) complementares a parte do gene rieske de H. armigera, bem como a sequéncia
génica codificante da proteina entomotoxica JBTX (Tabela 1) foram sintetizadas pela
empresa GeneScrip. Cada uma das construcdes foi clonada, separadamente, no plasmideo

de clonagem pUCS57.



Figura 1 - Sequéncia do cDNA do gene rieske de Helicoverpa armigera com a sequéncia
do RNAdfrieske em destaque (A) e pareamento da sequéncia de RNAdf rieske com parte
do gene rieske de H. armigera (B).

Helicoverpa armigera cytochrome b-c1 complex subunit Rieske, mitochondrial
(LOC110381728), mRNA (NCBI Reference Sequence: XM_021342124.1)
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Helicoverpa armigera rieske (RNAm, acesso: XM_021342124.1)
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Tabela 1 - Sequéncia dos fragmentos S1 e S2 correspondentes as sequéncias senso e
antisenso do gene rieske complementar ao cDNA do gene de Helicoverpa armigera e
sequéncia génica e proteica do Jaburetox

Fragmento

Sequéncia

S1

S2

Jaburetox

Jaburetox

GGTGGTTTCTAATGGCCTGAAGCCTCTGGTTGTCGCGCATACACCAG
CTGAAAAGGTGTTGGTGCACCCCTTGCCAAAAACCTCGACTGTGGA
GTCACTGCATGGATCCCTGCCTATCCAAGGCTTGAAGGCCAGAGTAA
ACGGTCGCGGGCCAAGCCATGTACGTTTCGCGCATACCGACATCAG
CTACCCCGACTTCTCGGCGTACCGTCGCAAGGAGACGCAGGATCCC
ACCTCAAGGGCTAACGACAATGTCGGTGGACGTCAGTCCTTCACTTA
TCTTATCGCTGGAGCCGGTGGTGTGGCCGGTGCGTACGCCGCCAAGT
CCTTGGTGACGCACTTC

GAAGTGCGTCACCAAGGACTTGGCGGCGTACGCACCGGCCACACCA
CCGGCTCCAGCGATAAGATAAGTGAAGGACTGACGTCCACCGACAT
TGTCGTTAGCCCTTGAGGTGGGATCCTGCGTCTCCTTGCGACGGTAC
GCCGAGAAGTCGGGGTAGCTGATGTCGGTATGCGCGAAACGTACAT
GGCTTGGCCCGCGACCGTTTACTCTGGCCTTCAAGCCTTGGATAGGC
AGGGATCCATGCAGTGACTCCACAGTCGAGGTTTTTGGCAAGGGGT
GCACCAACACCTTTTCAGCTGGTGTATGCGCGACAACCAGAGGCTTC
AGGCCATTAGAAACCACC

ATGGGTCCAGTTAATGAAGCCAATTGTAAAGCAGCTATGGAGATTG
TGTGCAGAAGGGAATTTGGACATAAGGAAGAAGAAGATGCAAGTG
AGGGTGTTACCACAGGAGACCCTGATTGTCCTTTCACCAAAGCCATT
CCTCGTGAAGAATATGCTAACAAGTATGGTCCGACTATTGGTGACAA
AATCCGTCTTGGTGACACTGATTTGATTGCTGAAATTGAAAAGGATT
TTGCCCTTTATGGTGATGAAAGTGTTTTTGGAGGTGGAAAAGTTATA
TAG
MGPVNEANCKAAMEIVCRREFGHKEEEDASEGVTT
GDPDCPFTKAIPREEYANKYGPTIGDKIRLGDTDLTIA
EIEKDFALYGDESVFGGGKVIStop

Os plasmideos foram clonados em Escherichia coli utilizando o Kit One Shot TOP

10 Chemically Competent E. coli (Invitrogen, USA). A selecdo das bactérias

transformadas foi realizada com 100 mg/L de ampicilina. A purificacdo dos plasmideos

foi realizada utilizando o Kit Wizard Plus SV Minipress DNA purification Sysytem

(Promega, USA), conforme instru¢des do fabricante. A quantificagdo foi realizada com

nanoespectofotdmetro NanoDrop 8000 (Thermo Scientific, USA).

Para a expressdao da hpRNA do gene rieske é necessario que as duas sequéncias,

S1 e S2, estejam no mesmo plasmideo separadas por uma sequéncia espacadora de modo
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que, apés a transcri¢ao, formem a estrutura de hairpin. Para isto, foi utilizado o plasmideo
binario pMCG1005 que contém dois sitios de restricdo separados por uma sequéncia
espagadora em forma de intron (rice Wazy-a intron). A sequéncia S1 foi desenhada para
conter os sitios de restricdo das enzimas Ascl e Stul (sitio de multiclonagem 2 — MCS2)
nas extremidades, enquanto a sequéncia S2 possui os sitios para as enzimas Spel ¢ Xmal

(sitio de multiclonagem 1 — MCS1) (Figura 2A).

Figura 2 - Mapa do plasmideo binario pMCG1005 sob controle do promotor ubi-1
contendo o gene marcador bar' sob controle do promotor 4X 35S e sitios de restricio
separado pela sequéncia espagadora, o intron Waxy-a. Esquema do plasmideo binario
pMCG1005 com a inser¢do da construgao hairpin RNA-rieske (A) e JBTX (B)

Sequéncia antissensoS2 - Rieske Waxy-a intron Rieske — sequéncia senso 51

¥ MCS2 Avrll (1912); Ascl (1941); Stul (2075)
[
Adhl intron

-LJ" - \_J_Lﬁi pro
pMCG1005

by '}_’u 358

>
? nos

) P
A i Left border

Jjaburetox

g
'»':\‘w_\_f_r e Waxy-a intron
T MCS2 Avrll (1912); Ascl (1941); Stul (2075)

. spec_ 7 "L Adhlintron
_‘ ‘,."" £ i\d_l.bi pro
pMCG1005 B

145461 M

by ] ax358
_.::!zijﬁBaT
I nos
.
e Left border
B |

/

THfA

(1) Gene que confere resisténcia ao herbicida Bialaphos® e Glufosinato de amonio.
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Para a inser¢do do gene JBTX no plasmideo binario pMCG1005 (Figura 2B) a
sequéncia do gene foi desenhada com os sitios de restricdo para as enzimas Avrll e Xmal,

resultando na substituicdo do intron de arroz Waxy-a pela sequéncia do gene JBTX.

3.1.1 Construcdo pMCG1005/S1/S2

Os plasmideos pMCG1005, pUC57/S1 e pUC57/S2 foram cortados com as
enzimas especificas e tratados com a enzima Antarctic Phosphatase (New England
BioLabs, EUA) para evitar o religamento do plasmideo pMCG1005. As reacdes foram
analisadas em gel de agarose 1% e a banda de tamanho esperado foi extraida do gel e

purificada com o Wizard SV Gel and PCR clean-up system Kit (Promega, EUA).

As sequéncias foram submetidas a reagdo de ligagao no plasmideo pMCG1005
utilizando a enzima Electro Ligase (New England BioLabs, EUA), seguindo instru¢des
do fabricante. Posteriormente foi realizada a clonagem em E. coli utilizando o Kit One
Shot TOP10 Electrocomp E. coli (Invitrogen, USA). As bactérias foram crescidas

overnight em meio LB com 100 mg/L de espectinomicina para a selegao.

3.1.2 Construcdo pMCG1005/JBTX

Os plasmideos pMCG1005 e pUC57/JBTX foram cortados com as enzimas Avrll
e Xmal. O plasmideo pMCG1005 foi tratado com a enzima Antarctic Phosphatase (New
England BioLabs, EUA) para evitar a religacao das extremidades. Os produtos da reagao
foram separados em gel de agarose 1% e purificados com o kit Wizard SV Gel and PCR

clean-up system Kit (Promega, EUA).

O fragmento JBTX foi inserido no plasmideo pMCG1005 com a enzima Electro
Ligase (New England BioLabs, EUA). Os plasmideos foram clonados em E. coli
utilizando o Kit One Shot TOP10 Electrocomp E. coli (Invitrogen, USA). As bactérias
foram crescidas overnight em meio LB com 100 mg/L de espectinomicina para a selegao.
Das colonias obtidas para ambas construgdes foi realizado qPCR para verificagdao da

presenga dos genes.
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3.1.3 PCR

Foi utilizado o kit GoTaq qPCR Master Mix (Promega, USA), de acordo com as
instrucdes do fabricante. Para a reagdo de 50 pl foram utilizados 25 pl de GoTaq qPCR
Master Mix, 1 ul de cada um dos primers, foward e reverse (Tabela 2), na concentragdo
de 10 uM/ul e 23 ul de nuclease free water. Uma pequena quantidade de cada colonia foi
adicionada na reacdo de qPCR. As condigdes de termociclagem foram: 95 °C por 5 min.,
seguido de 40 ciclos de 95 °C por 1 min., 52 °C por 1,5 min. e 72 °C por 1 min., seguido
da extensdo final a 72 °C por 5 min. Para analise dos produtos do qPCR foi realizada a

analise da curva de dissociacao (curva de Melting) de 65 °C a 95 °C.

Os primers utilizados para amplifica¢do das sequéncias S1 e S2 foram desenhados
nas regioes do plasmideo pMCG1005 adjacentes aos locais de insercao dos fragmentos.
No caso da construgdo pMCG1005/JBTX foram utilizados primers especificos para
amplificacdo do gene JBTX (Tabela 2).

Tabela 2 - Pares de primers utilizados nas analises moleculares de vetores, plantas e
insetos

Nome do primer Sequéncia An(lg]l;)c ™ (°C)
PCR convencional — vetor
Ha S1 Vector F: 5 AAAACGAGCAATGAAAGATGC 3’ 607 52
R: 5’ CCCTGTTTCTCGGACGTAAG 3°
Ha S2 Vector F: 5" ATTAAAGCAGGACTCTAGACCC 3' 409 52
R: 5" AATTCAGTGGAGCTCAGAGC 3'
JBTX (MULINARI F: 5' CACCATGGGTCCAGTTAATG 3' 279 54
et al., 2007) R: 5- ATAACTTTTCCACCTCC- 3'
PCR convencional — Analise plantas
Ha dsRNA_Plant F: 5 TGTGGAGTCACTGCATGGAT 3’ 164 56
R: 5 TTGTCGTTAGCCCTTGAGGT 3’
JBTX (MULINARI F: 5' CACCATGGGTCCAGTTAATG 3' 279 54
et al., 2007) R: 5- ATAACTTTTCCACCTCC- 3'
RT-qPCR — insetos
Ha rieske out F: 5 GGCTGGGTATTTGGCTCCTT 3’ 400 60
R: 5> AGCTGCCATGGACGACAC 3’
Ha Efla' F: 5 CTGATTGTGGGCGTCAACAA 3’ 209 60

R: 5> TGCACGTTCCATCCCTTGAA 3’

(1) Gene de referéncia.
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As coldnias positivas foram crescidas em meio LB liquido com 100 mg/L de
espectinomicina e os plasmideos foram purificados utilizando o Kit Wizard Plus SV
Minipress DNA purification Sysytem (Promega, USA), conforme instru¢des do

fabricante.

Os plasmideos pMCG1005/S1/S2 e pMCGI1005/JBTX purificados foram
inseridos via eletroporagdo em células eletrocompetentes de Agrobacterium tumefaciens
(Smith & Townsend) Conn (Rhizobiales: Rhizobiaceae), linhagem EHA 101. Para cada
40 pl de células eletrocompetentes foram adicionados 3 pl do plasmideo na concentragdo
de 15 ng/ul e submetidas a eletroporacdo. As bactérias foram crescidas em meio YEP
contendo 50 mg/L de canamicina, para selecdo das bactérias e, 100 mg/L de
espectinomicina, para selecao do plasmideo. As coldnias obtidas foram submetidas
novamente a PCR para verificacdo da amplificacdo dos fragmentos S1, S2 e JBTX e

estocadas em glicerol 50% a -80 °C.

3.2  Transformacéo genética de tabaco (Nicotiana tabacum)

O protocolo de transformagao de tabaco que foi seguido, juntamente com os meios
utilizados ¢ o comumente empregado no Horticultural Research Laboratory, USDA
(Anexo I e II). As sementes de tabaco esterilizadas com solucio de hipoclorito de sddio
1% foram germinadas em meio contendo %2 dos sais MS, 30g/L de sacarose e 6g/L de
agar. As plantas cultivadas neste meio foram doadoras de explantes segmentos foliares

para transformacdo genética via A. tumefaciens.

As bactérias contendo os plasmideos pMCG1005/S1/S2 e pMCG1005/JBTX
foram coletadas do estoque de glicerol e crescidas overnight a 28 °C em meio YEP com
os antibidticos 50 mg/l de canamicina e 100 mg/l de espectinomicina. Esta placa foi
mantida refrigerada a 4 °C e utilizada para as transformacdes. No dia anterior a
transformagao, as bactérias foram crescidas overnight a 28 °C em meio YEP liquido com
os antibidticos adequados. As bactérias foram precipitadas por centrifugacdo e

ressuspendidas em meio de infecgdo até atingir a ODgoo entre 0,6 e 1,0.
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Segmentos foliares de aproximadamente 0,5 cm? obtidos das plantas cultivadas in
vitro foram utilizados como explantes para a transformagao genética. Os explantes foram
mantidos em contato com a solug@o de A. tumefaciens por 5 minutos. Posteriormente os
mesmos foram secos em papel filtro estéril para retirar o excesso de bactéria e transferidos
para placas de petri contendo meio de cocultivo onde foram mantidas durante trés dias,

no escuro a 27 °C.

As transformacdes genéticas foram realizadas durante o més de Setembro/2017
nos dias 02, 13, 15 e 19. Em cada data, cinco repeticdes foram realizadas para cada
tratamento (pMCG1005/S1/S2 e pMCG1005/JBTX), sendo que cada repeti¢ao foi
composta por uma placa de petri contendo cinco explantes. Duas placas controle cujos
explantes ndo foram submetidos ao processo de transformagao com a agrobactéria foram
utilizados como controles. Uma das placas controle foi submetida ao processo de selecao

com herbicida enquanto a outra ndo.

Ap0s trés dias de cocultivo, os explantes foram transferidos para o meio de sele¢@o
contendo o herbicida Bialaphos®. Os brotos que se desenvolveram no meio seletivo foram
transferidos para o meio de enraizamento. Apds a formagao de raizes, as plantas foram
transferidas para vasos com vermiculita e substrato Hortiplant® na propor¢io 50:50 e
mantidas cobertas por sacos plasticos em camara de crescimento sob condi¢do de alta
umidade, temperatura de 25 °C + 1 °C e fotoperiodo de 12 horas. Aos poucos o plastico
foi sendo retirado e as plantas foram transferidas para casa de vegetagdo com temperatura

controlada de 25 °C + 5°C.

Apos a transferéncia para a casa de vegetacdo quando as plantas atingiram de 10-
20 cm foi realizado o leaf painting assay, para tal, foi demarcado uma regiao de 2 cm no
sentido horizontal na parte mediana de uma folha no terco médio da planta e neste local
foi aplicado solugdo do herbicida glufosinato de amoénio a 1% para verificacdo da
presenca ¢ expressao do gene marcador bar. As plantas positivas foram mantidas em casa

de vegetacao e no inicio do florescimento foram cobertas para evitar fecundagdo cruzada.
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As sementes R1 de cada um dos eventos transgénicos foram coletadas

separadamente e armazenadas a 4 °C até o momento da utilizagao.

3.3 Analises moleculares e bioensaios
3.3.1 Geracao R1 de plantas transgénicas de tabaco (Nicotiana tabacum)

As sementes R1, provenientes da autofecundag¢dao das plantas transgénicas de
tabaco regeneradas in vitro, foram semeadas em floreiras com 50% substrato Hortiplant®
e 50% vermiculita. Quando as plantas atingiram 10-12 c¢m foi realizado a pulverizagao
com o herbicida glufosinato de amoénio 1% para verificagdo da expressdo do gene
marcador bar. Das plantas bar positivas foi realizada a coleta de segmentos foliares para
extracdo de DNA e analise de PCR para verificacdo da presen¢a dos genes de interesse

hpRNA-rieske e JBTX (primers descritos na Tabela 2).

O DNA foi extraido utilizando o método CTAB modificado pela adi¢ao de 0,2%
de P-mercaptoetanol no tampao de extragdo. As amostras foram quantificadas em
nanoespectofotdmetro NanoDropTM2000 (Thermo Scientific, EUA). O PCR foi
realizado utilizando o Kit Taq DNA polymerase recombinat (Invitrogen, EUA) seguindo
instrugdes do fabricante. Para a reacdo de 25 pl foram adicionados 1,25 pl de cada um
dos primers, forward e reverse (Tabela 2), na concentragdo de 10 uM/pul e 5 pul de DNA
na concentragdo de 50 ng/ul. As condigdes de termociclagem foram: 94 °C por 2 min., 30
ciclos de 94 °C por 30 s, 56 °C ¢ 54 °C por 45 s, para anclamento dos primers rieske e

JBTX, respectivamente, 72 °C por 1 min. e extensdo final a 72 °C por 5 min.

Das plantas positivas, quando possivel, foram selecionadas duas plantas por

evento para a realizacdo de um pré-bioensaio para sele¢do das melhores plantas.
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— Pré-bioensaio da geracdo R1 de tabaco transgénico com Helicoverpa

armigera

Foram selecionadas 61 plantas pertencentes a 32 eventos hpRNA-rieske, 64
plantas pertencentes a 36 eventos JBTX e trés plantas ndo transformadas como controles
negativo, totalizando 128 tratamentos. Cada tratamento consistia de duas placas de petri
contendo um segmento foliar com cinco larvas de H. armigera em segundo instar. As
larvas foram alimentadas com segmentos foliares das plantas geneticamente modificadas
e a cada dois dias foi avaliada a mortalidade em cada um dos eventos. As larvas mortas
foram retiradas das placas e a mortalidade acumulada foi contabilizada ao final do
experimento. O experimento foi avaliado durante oito dias, ao final, foi realizada a

pesagem das larvas e a estimativa de consumo total e de tamanho das larvas.

Os eventos em que houve maior taxa de mortalidade, somado ao menor peso,
tamanho e consumo da area foliar foram selecionados para a realizagdo o bioensaio com

maior nimero de repeti¢cdes e variaveis analisadas.

— Bioensaio da geracdo R1 de tabaco transgénico com Helicoverpa

armigera

Para a realizacdo do bioensaio foram selecionadas oito plantas geneticamente
modificadas contendo o gene para expressio do hpRNA-rieske pertencentes a sete
eventos diferentes e oito plantas geneticamente modificadas contendo o gene JBTX

pertencentes a oito eventos diferentes, além de duas plantas controle negativo.

Inicialmente foi realizado o bioensaio com as plantas hpRNA-rieske ¢
posteriormente com as plantas JBTX. Cada um dos bioensaios foi constituido de dez
tratamentos, oito plantas geneticamente modificadas e dois controles negativos. Cada
tratamento foi composto de cinco repeticdes com de dez larvas de H. armigera em
segundo estadio larval por repeticao, totalizando 50 larvas por tratamento. As larvas
foram individualizadas em placa de petri (5 cm de didmetro) contendo papel umedecido

e um disco foliar da planta transgénica a ser testada (Figura 3).
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As larvas foram alimentadas com discos foliares de tamanho conhecido das
plantas geneticamente transformadas e controle durante dez dias de desenvolvimento
larval. Inicialmente foram disponibilizados discos foliares de 1 c¢m?, conforme o
crescimento ¢ o aumento da necessidade alimentar das larvas foi aumentado a

disponibilizagdo de discos foliares chegando a 4 cm?*/dia.

Figura 3 - Metodologia do bioensaio com larvas de Helicoverpa armigera de segundo
instar. A) as larvas foram alimentadas com discos foliares de tamanho conhecido das
plantas transgénicas e, B) foram mantidas individualizadas em placas de petri de 5 cm de
didmetro com papel filtro umedecido

TRE
s
b

Fonte: Fotos do autor

Diariamente foi avaliada a mortalidade e a troca do estadio larval, nos dias 3, 5, 7,
9 e 10 foi avaliado o consumo da area foliar e nos dias 4, 8 e 10 foi obtido o peso das
larvas. Apos o décimo dia de experimento as larvas foram transferidas para dieta artificial
(modificada de GREENE et al., 1976) onde foram mantidas por aproximadamente 10
dias. Durante o periodo em que as larvas permaneceram em dieta foi avaliada a
mortalidade das larvas. O delineamento experimental empregado foi o completamente
casualizado. Os dados de mortalidade foram submetidos a transformagdo angular
enquanto os dados de consumo e peso das larvas foram submetidos a transformacao
logaritmica. Foi realizada a analise de variancia dos dados obtidos e as médias foram

comparadas pelo teste Duncan a 5% de significancia.
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— Expressao génica das larvas de Helicoverpa armigera alimentadas com

tabaco transgénico portador da constru¢do hpRNA-rieske

Para verificagdo da eficiéncia do silenciamento génico nas larvas alimentadas com
as plantas geneticamente modificadas para expressdo do hpRNA-rieske foi realizada a
coleta do sistema digestorio e dos tecidos do restante do corpo das larvas em terceiro
estadio de desenvolvimento para analise da expressdo do gene rieske. Dessa forma, no
bioensaio utilizando as plantas hpRNA-rieske foram adicionadas 20 larvas por tratamento
visando a coleta dos insetos para realizagao do RT-qPCR. Foram coletadas trés replicatas

biologicas para cada tratamento, cada uma contendo trés larvas em terceiro instar.

O RNA foi extraido utilizando Trizol (Sigma-Aldrich, EUA), seguindo protocolo
de Chomczynski & Mackey (1995). A quantificagdo e determinagdo da pureza das
amostras foi realizada com nanoespectrofotdometro NanoDrop™2000 (Thermo Scientific,
EUA) na absorbancia de Az € Azso. Para eliminagdo da contaminagdo com DNA
gendmico, as amostras foram tratadas com RQ1 RNase Free DNase (Promega, EUA) de
acordo com as instru¢des do fabricante. A sintese de cDNA foi realizada utilizando Kit
High Capacity cDNA Reverse Transcriptase (Applied Biosystems, EUA), seguindo as

instrucdes do fabricante.

O RT-gPCR foi realizado utilizando o Kit Fast SYBR® Green Master Mix
(Applied Biosystems, EUA), de acordo com as instru¢des do fabricante. Para a reacdo de
20 pl, foi utilizado 0,5 ul de cada um dos primers, foward e reverse (Tabela 2) na
concentragdo de 10 uM/ul e 2 pl de cDNA diluido a 5 ng/ul. Os ciclos de amplificacio
foram de 95 °C por 20 s, 40 ciclos de 95 °C por 3 s e 60 °C por 30 s, utilizando
equipamento Step One Plus (Thermo Scientific, EUA). Para andlise da pureza dos
produtos do RT-qPCR foi realizada a analise da curva de dissociag@o (curva de Melting)
de 65 °C a 95 °C. Todas as amostras foram amplificadas em duplicatas técnicas e o gene
efl-a foi utilizado como gene de referéncia. A expressdo relativa do gene rieske foi
calculada pelo método 2724 (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001) e as médias comparadas
pelo teste T.
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3.3.2 Empilhamento génico: cruzamento das plantas transgénicas hpRNA-rieske e
Jaburetox

Foram selecionadas seis plantas transgénicas da geracdo R1 que apresentaram os
melhores resultados nos bioensaios, trés delas contendo a construgdo para a expressao do
hpRNA-rieske e trés contendo a constru¢ao para a expressao da proteina entomotdxica
JBTX. Foi realizado a fecundacdo cruzada de todos os eventos englobando todas as
combinagdes hpRNA-rieske x JBTX possiveis ¢ os cruzamentos reciprocos JBTX x

hpRNA-rieske (Tabela 3).

Tabela 3 - Cruzamentos entre os melhores eventos de tabaco transgénico hpRNA-rieske
e JBTX

Transgene Parentais Cruzamentos
hpRNA-rieske R12/2 R12/2 x J22/4
R12/2xJ38/3

R12/2 x J39/1
R32/2 R32/2 x J22/4

R32/2 xJ38/3

R32/2 x J39/1

R2/2 R2/2 x J22/4

R2/2 x J38/3

R2/2 x J39/1

JBTX J22/4 J22/2 x R12/2
J22/4 x R32/2

J22/4 x R2/2

J38/3 J38/3 x R12/2

J38/3 x R32/2

J38/3 x R2/2

J39/1 J39/1 x R12/2

J39/1 x R32/2

J39/1 x R2/2

Ap6s a polinizacdo controlada, as flores foram cobertas para evitar contaminag@o
com poélen de outras plantas. Algumas flores também foram cobertas no intuito de que

ocorresse a autofecundacao para obtencao da geragao R2.

As sementes R2 resultantes da autofecunda¢dao dos eventos e as sementes
resultantes dos cruzamentos hpRNA-rieske e JBTX foram coletadas separadamente e

armazenadas a 4 °C até o momento da utilizacao.
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Foram selecionados somente os cruzamentos R12/2xJ22/4 e J22/4xR12/2,
juntamente com a geragdo R2 dos eventos isolados R12/2 e J22/4 para avaliagdo. Foram
semeadas 60 sementes de cada um dos cruzamentos oriundas de trés capsulas diferentes.

Para os parentais R12/2 e J22/4 foram semeadas 20 sementes de cada evento.

Foi realizada a coleta de segmentos foliares para a extracdo de DNA e andlise por
PCR para verificacao da presenca dos dois transgenes. Foram coletadas, inicialmente,
amostras de 30 plantas de cada cruzamento e 10 plantas de cada um dos parentais. O DNA
foi extraido utilizando protocolo CTAB com adi¢ao de B-mercaptoetanol. A quantificacao
e determinacdo da pureza das amostras foi realizada com nanoespectrofotometro

NanoDrop™2000 (Thermo Scientific, EUA) na absorbancia de Axeo € Azso.

O PCR foi realizado utilizando o Kit Tag DNA polymerase recombinant
(Invitrogen, EUA) seguindo instru¢des do fabricante. Para a reagdo de 25 pl foram
adicionados 1,25 pl de cada um dos primers, forward e reverse (Tabela 2) na
concentragdo de 10 uM/pl e 5 pl de DNA na concentragdo de 50 ng/ ul. As condi¢des de
termociclagem foram: 94 °C por 2 min., 30 ciclos de 94 °C por 30 s, 56 °C e 54 °C por 45
s, para anclamento dos primers rieske e JBTX, respectivamente, 72 °C por 1 min. e

extensao final a 72 °C por 5 min.

As plantas da geragdo R2 dos parentais contendo os genes de interesse e as plantas
resultantes dos cruzamentos que foram positivas para a presenca de ambos os genes foram
transferidas para vasos maiores ¢ submetidas ao pré-bioensaio para sele¢do das melhores

plantas de cada evento.

— Pré-bioensaio das plantas empilhadas com os genes hpRNA-rieske e

Jaburetox

Foram selecionadas dez plantas de cada um dos cruzamentos R12/2xJ22/4 e
J22/4xR12/2, quatro plantas pertencente ao evento J22/4 e duas plantas do evento R12/2,
além de trés plantas ndo transformadas utilizadas como controle negativo. Para cada

tratamento foram montadas duas placas de teste que consistiam de placas de petri onde
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foram inoculadas cinco larvas de H. armigera de segundo instar que foram alimentadas,
durante oito dias, com segmentos foliares das plantas geneticamente modificadas. A cada
dois dias foi avaliada a mortalidade e, ao final do experimento, foi realizada a pesagem
das larvas e a estimativa de consumo total da area foliar pelas larvas e de tamanho das

larvas.

Os eventos em que houve maior taxa de mortalidade, somado ao menor peso,
consumo de area foliar e tamanho foram selecionados para a realiza¢dao o bioensaio com

maior numero de repeticdes e variaveis analisadas.

— Bioensaio das plantas transgénicas empilhadas com genes hpRNA-

rieske e Jaburetox

Para a realiza¢do do bioensaio foram selecionadas duas plantas do cruzamento
R12/2xJ22/4, duas plantas do cruzamento J22/4xR12/2, uma planta de cada um dos

parentais J22/4 e R12/2 e trés plantas controle negativo.

Cada tratamento foi constituido de cinco repeticdes com dez larvas em cada
repeticdo, totalizando 50 larvas por tratamento. Foram utilizadas larvas de H. armigera
em segundo instar. As larvas foram mantidas individualizadas em placas de petri de 5 cm
de diametro contendo discos de papel filtro umedecido. As larvas foram alimentadas com
discos foliares de tamanho conhecido das plantas geneticamente transformadas e controle
durante dez dias de desenvolvimento larval. Inicialmente foram disponibilizados discos
foliares de 1 cm?, conforme o crescimento e o aumento da necessidade alimentar das

larvas foi aumentado a disponibilizagdo de discos foliares chegando a 4 cm?/dia.

Diariamente foi avaliada a mortalidade e a troca do estadio larval. Nos dias 3, 5,
7,9 e 10 foi avaliado o consumo e nos dias 4 ¢ 8 e 10 foi realizada a pesagem das larvas.
Apbs o décimo dia de experimento as larvas foram transferidas para dieta artificial
(modificada de GREENE et al., 1976) onde foram mantidas por aproximadamente 10
dias. Durante o periodo em que as larvas permaneceram em dieta foi avaliada a

mortalidade das larvas. O delineamento foi completamente casualizado, os dados de
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mortalidade foram submetidos a transformacao angular enquanto os dados de consumo e
peso das larvas foram submetidos a transformagao logaritmica. Foi realizada a analise de
variancia dos dados obtidos e as médias foram comparadas pelo teste Duncan a 5% de

significancia.

— Expressdo do gene rieske em larvas alimentadas com as plantas

empilhadas

Para verificagdo da eficiéncia do silenciamento génico nas larvas alimentadas com
as plantas geneticamente modificadas contendo a constru¢do hpRNA-rieske (parental
R12/2 e plantas oriundas dos cruzamentos R12/2xJ22/4 e J22/4xR12/2) foi realizada a
coleta do sistema digestorio e dos tecidos do restante do corpo das larvas em terceiro
estadio de desenvolvimento para analise da expressao do gene rieske. No bioensaio
utilizando as plantas que continham a construgdo para expressdo do hpRNA-rieske foram
adicionadas 15 larvas por tratamento visando a coleta dos insetos para realizagao do RT-
qPCR. Foram coletadas trés replicatas bioldgicas para cada tratamento, cada uma

contendo trés larvas em terceiro instar.

O RNA foi extraido utilizando Trizol (Sigma-Aldrich, EUA), seguindo protocolo
de Chomczynski & Mackey (1995). A quantificacdo e determinagdo da pureza das
amostras foi realizada com nanoespectrofotdometro NanoDrop™2000 (Thermo Scientific,
EUA) na absorbancia de Az € Azgo. Para eliminagdo da contaminagdo com DNA
gendmico, as amostras foram tratadas com RQ1 RNase Free DNase (Promega, EUA) de
acordo com as instru¢des do fabricante. A sintese de cDNA foi realizada utilizando Kit
High Capacity cDNA Reverse Transcriptase (Applied Biosystems, EUA), seguindo as

instrugoes do fabricante.

O RT-qPCR foi realizado utilizando o Kit Fast SYBR® Green Master Mix
(Applied Biosystems, EUA), de acordo com as instru¢des do fabricante. Para a reagao de
20 pl, foi utilizado 0,5 ul de cada um dos primers, foward e reverse (Tabela 2) na
concentracdo de 10 uM/ul e 2 ul de cDNA diluido a 5 ng/ pl. Os ciclos de amplificagao
foram de 95 °C por 20 s, 40 ciclos de 95 °C por 3 s e 60 °C por 30 s, utilizando
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equipamento Step One Plus (Thermo Scientific, EUA). Para andlise da pureza dos
produtos do RT-qPCR foi realizada a analise da curva de dissociagdo (curva de Melting)
de 65 °C a 95 °C. Todas as amostras foram amplificadas em duplicatas técnicas e o gene
efl-a foi utilizado como gene de referéncia. A expressdo relativa do gene rieske foi
calculada pelo método 224 (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001) e as médias comparadas
pelo teste T.

Cassia Canzi Ceccon 51



4 RESULTADOS

4.1  Construcdes génicas

A presenga das sequencias senso (S1) e antissenso (S2) do gene rieske, bem como
o gene Jaburetox em E. coli transformadas com os plasmideos pMCG1005/S1/S2 ¢
pMCG1005/JBTX foi confirmada por PCR. As coldnias positivas foram crescidas em
meio LB liquido com os antibidticos adequados e os plasmideos foram purificados. A
eletroporagdo dos plasmideos purificados em A. tumefaciens eletrocompetentes foi

eficiente, sendo que a presenca dos genes de interesse foi confirmada via PCR (Figura 4).

Figura 4 - PCR de Agrobacterium tumefaciens EHA101 geneticamente transformadas
contendo os plasmideos binarios PMCG1005/S1/S2 (A) e pMCG1005/JBTX (B). Passo
Fundo, 2017

4.2  Transformacdo genética de tabaco (Nicotiana tabacum)

O processo de transformacgado utilizando A. tumefaciens (Figura 5) foi eficiente
para a obtencao de plantas geneticamente modificadas de tabaco contendo as construgdes

hpRNA-rieske e JBTX. Foi possivel, durante o processo de sele¢do, a obtencdo e
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isolamento dos propagulos desenvolvidos sobre os explantes submetidos a transformagao
genética. O método de selecio empregado, utilizando o herbicida Bialaphos®, se mostrou
eficiente na selecdo dos tecidos geneticamente modificados (Figura 6). Os propagulos
desenvolvidos sobre os explantes durante o processo de selecdo foram isolados e

regeneraram plantas completas.

Figura 5 - Principais etapas do processo de transformagdo genética, cultivo in vitro e
aclimatizacdo das plantas de tabaco. Precipitacdo de Agrobacterium tumefaciens EHA101
via centrifugacdo (A). Contato dos explantes com as bactérias ressuspendidas em meio
de infec¢ao (B), seguido da secagem dos explantes para evitar excesso de bactéria (C).
Detalhe dos meristemoides desenvolvidos via organogénese direta em segmentos foliares
(D), aspecto das brotagdes formadas (E e F). Isolamento dos propaculos (G), propagulos
em meio de enraizamento (H). Plantas em processo de aclimatizacdo mantidas cobertas
com sacos plasticos para manuten¢do da umidade (I). Plantas aclimatadas em camara de
cultura (J) e plantas transferidas para casa de vegetacao (L). Passo Fundo, 2017

= =
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Figura 6 - Plantas de tabaco geneticamente modificadas contendo as construcdes
hpRNA-rieske (A), JBTX (B) ¢ plantas ndo transformadas (C) em meio de enraizamento
contendo 3 mg/L do herbicida Bialaphos® como agente seletivo. Passo Fundo 2017.

As plantas transgénicas obtidas apresentavam morfologia normal, crescimento e
desenvolvimento similar as plantas nao transformadas, indicando que nao houve efeitos
deletérios da presenca dos transgenes na planta. A tabela 4 apresenta a relacdo de plantas
transgénicas RO aclimatizadas e positivas para a expressao do gene bar pelo leaf painting

assay.

Tabela 4 - Relacdo do ntimero de plantas RO de tabaco enraizadas, aclimatizadas e
expressando o gene bar pelo leaf painting assay obtidas em cada um dos experimentos
realizados. Passo Fundo, 2017

Data do Plasmideo Plantas enraizadas Plantas aclimatizadas  Plantas positivas

experimento  pMCG1005 (n) (n) leaf painting assay (n)
S1/S2 50 14 12
02/09/2017 IBTX 25 6 4
S1/S2 30 21 15
13/09/2017 JBTX 36 24 23
S1/S2 37 14 7
15/09/2017 JBTX 54 27 20
S1/S2 - - -
19/09/2017 IBTX 1 4 4
Total 243 110 85

Fonte: Dados do autor.

No caso do tabaco cada planta regenerada ¢ considerada um evento, pois se
desenvolveu por organogénese direta. No total foram aclimatizados 49 eventos

transformados com o gene para expressao do hpRNA-rieske e 61 eventos transformados
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com o gene para expressdo da proteina entomotoxica JBTX. Destes, foram positivos, pela
expressio do gene marcador bar, 34 e 51 eventos hpRNA-rieske e JBTX,
respectivamente. Todos os 34 eventos hpRNA-rieske produziram sementes, porém, dos
51 eventos JBTX, dois ndo produziram sementes. As sementes R1 resultantes da
autofecundagdo dos eventos RO foram coletadas e posteriormente semeadas em casa de

vegetagdo.

4.3  Andalises moleculares e bioensaios

4.3.1 Geracdo R1 das plantas transgénicas de tabaco (Nicotiana tabacum)

As sementes R1, originadas da autofecundacao das plantas R0, foram semeadas
em floreiras na casa de vegetacdo e quando atingiram 10-12 cm de altura foram
submetidas a pulverizagdo com o herbicida glufosinato de amonio (1%). Apods sete dias
foi verificado o efeito do herbicida nas plantas relacionado com a expressao do gene

marcador bar (Figura 7).

Figura 7 - Avaliacdo da expressao do gene marcador bar em plantas R1 de tabaco tratadas
com o herbicida glufosinato de amoénio 1%. Plantas sobreviventes e sauddveis sdo
positivas para a expressdo do gene marcador e plantas mortas (seta) sdo negativas para a
expressao do gene marcador. Passo Fundo, 2018
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Dos eventos hpRNA-rieske foram obtidas 192 plantas R1 pertencentes a 34
eventos, destas, 132 foram positivas para a expressao do gene marcador bar, pertencentes

a 32 eventos diferentes. Das plantas bar positivas foi realizado a coleta de amostras de
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125 plantas para a analise da presenga do gene de interesse hpRNA-rieske. Destas, 123

foram PCR positivas, pertencentes a 32 eventos (Figura 8 A).

Dos eventos JBTX foram obtidas 330 plantas R1 pertencentes a 49 eventos, destas,
231 foram positivas para a expressdo do gene marcador bar, pertencentes a 46 eventos.
Foi realizada a coleta de amostra de 209 plantas para a realizagdo da extracdo de DNA e
PCR para analise da presenca do gene JBTX. Das 209 plantas avaliadas por PCR, 172
foram positivas para a presenga do gene de interesse JBTX, sendo estas pertencentes a 38

eventos diferentes (Figura 8 B).

Figura 8 - PCR das plantas R1 de tabaco positivas para a expressdo do gene bar via leaf
painting assay para confirmagdo da presenca dos genes de interesse A) hpRNA-rieske e,
B) JBTX. Passo Fundo, 2018

Foi possivel observar que algumas plantas positivas para a expressdo do gene

marcador bar via leaf painting assay nao continham o gene de interesse pela analise de
PCR, demonstrando a possibilidade de inser¢do somente do gene marcador ou perda do

gene de interesse entre uma geracao e outra.
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— Pré-bioensaio da geracdo R1 de tabaco transgénico com Helicoverpa

armigera

Foi obtido um elevado nimero de plantas positivas para a presenca dos genes de
interesse hpRNA-rieske ¢ JBTX, fator que inviabilizou a realizacdo de bioensaio com
todas as plantas para verificagdo do efeito entomotoxico do hpRNA-rieske e JBTX e
potencial de controle destas substancias inseticidas para o controle do inseto-praga H.
armigera. Desta forma, inicialmente, foi realizado um pré-bioensaio, com o objetivo de
selecionar as melhores plantas baseado na mortalidade, peso, consumo e tamanho das
larvas alimentadas com as plantas transgénicas. As melhores plantas foram utilizadas
para a realizagdo do bioensaio com maior numero de repeticdes e varidveis analisadas. A
realizacdo de avaliagdes prévias para verificagcdo dos efeitos causados pela alimentagdo
com plantas transgénicas expressando as substancias inseticidas e selecdo dos melhores
eventos para uma avaliagdo mais robusta e detalhada tem sido utilizada por outros grupos

de pesquisa (MAMTA et al., 2016; SAINI et al., 2018).

Para o pré-bioensaio foram selecionadas 61 plantas de 32 eventos hpRNA-rieske,
64 plantas de 36 eventos JBTX e trés plantas ndo submetidas a transformagdo como
controle negativo para a realizacdo do pré-bioensaio com o inseto-praga H. armigera. As

plantas selecionadas estavam em estadio de desenvolvimento semelhantes.

Plantas hpRNA-rieske

A mortalidade entre os 61 eventos transgénicos hpRNA-rieske variou entre 0 e
80%, sendo que as maiores taxas de mortalidade foram observadas nos eventos R12/2,
R26/5 e R32/2. A mortalidade média do controle foi de 30% (Figura 9). O peso médio
das larvas alimentadas com as plantas transgénicas variou entre 5 mg ¢ 120 mg, sendo

que o peso médio do controle foi de 56 mg (Figura 10).

Foi possivel observar uma grande variagdo no perfil de resposta entre as plantas
contendo o gene hpRNA-rieske, inclusive plantas irmas, pertencentes ao mesmo evento,

apresentaram um padrao de resposta das larvas completamente diferente.
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Para avaliacdo da estimativa de consumo e tamanho das larvas alimentadas por
oito dias com plantas contendo o hpRNA-rieske, foi empregado uma escala de notas

variando de 1 a 4, conforme Figura 11.

Figura 11 - Escala de notas utilizada para avaliacdo do tamanho (A) e consumo de area
foliar (B) das larvas de Helicoverpa armigera alimentadas por oito dias com plantas de
tabaco geneticamente modificadas contendo o gene hpRNA-rieske. Passo Fundo, 2018

Os dados de consumo (Figura 12) em geral, estdo associados a mortalidade, de
forma que, quanto maior a mortalidade das larvas menor foi o consumo de area foliar.
Por exemplo, as lagartas alimentadas com as plantas R26/5 e R32/2, apresentaram as

maiores taxas de mortalidade (80%) e consequentemente menor consumo da area foliar.

Quanto ao tamanho, destaca-se as plantas do evento R10 (R10/1 e R10/2) e as
plantas R26/5 ¢ R32/2 com o menor tamanho (Figura 13). Estas plantas também
apresentaram resultados de peso e consumo reduzido em relagdo ao controle e demais

tratamentos.

Considerando os dados obtidos no pré-bioensaio, foram selecionados os seguintes
eventos hpRNA-rieske: R2/2, R10/1, R10/2, R12/2, R26/5, R32/2, R38/1 ¢ R41/4 que se

destacaram por apresentar mortalidade elevada e reducdo no peso, consumo e tamanho.
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Figura 12 - Estimativa de consumo de area foliar das larvas de Helicoverpa armigera apoés oito dias de alimentagdo com segmentos foliares de 61
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Plantas JBTX

A mortalidade dos eventos JBTX variou de 20 a 90%, sendo a maior mortalidade
observada nos eventos J22/4 e J39/1. A mortalidade do controle foi de 30% (Figura 14) e
o peso médio variou entre 5 e 250 mg, com o controle apresentando peso médio de 56 mg

(Figura 15).

O maior peso das larvas alimentadas com as plantas contendo o gene para
expressdao do JBTX em relagdo as plantas contendo o gene hpRNA-rieske pode ser devido
a um dos mecanismos de acdo do JBTX que interfere na excrecao por afetar os tibulos

de Malpighi (CARLINI et al., 1997).

Da mesma forma citada anteriormente para as plantas hpRNA-rieske, foi avaliada
a estimativa de consumo e tamanho pela utilizagao da escala de notas de 1 a 4. Quanto ao
consumo (Figura 16) destaca-se a planta J3.2/2 com o menor consumo de area foliar pelas
larvas aliado a alta mortalidade. As larvas alimentadas com esta planta também
apresentaram menor tamanho (Figura 17) e peso, desta forma, podemos inferir que além
de causar mortalidade, as larvas sobreviventes alimentadas com a planta J3.2/2

apresentaram menor consumo resultando em menor tamanho e Peso.

Os resultados com as plantas JBTX, da mesma forma que o observado com as
plantas hpRNA-rieske, apresentaram grande varia¢do na resposta das larvas a
alimenta¢do com as plantas transgénicas. Isto demostra que diversos fatores podem
interferir na eficiéncia das substancias inseticidas, incluindo os diferentes locais de

insercao dos transgenes, diferengas na expressao dos transgenes ¢ homozigose.

De acordo com os resultados obtidos com os eventos JBTX foram selecionadas as
seguintes plantas: J3.2/2, J10/5,J17/1,J22/4,138/3,J39/1,J50/1 e J51/2 para a realizacao

do bioensaio.
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— Bioensaio da geracdo R1 de tabaco transgénico com Helicoverpa

armigera

Devido a amplitude do experimento, inicialmente foram testadas as plantas
geneticamente transformadas contendo a constru¢ao do hpRNA-rieske e, posteriormente,

as plantas geneticamente modificadas com o gene JBTX.

Plantas hpRNA-rieske

As larvas de segundo instar de H. armigera foram alimentadas com discos foliares
das plantas R2/2, R10/1, R10/2, R12/2, R26/5, R32/2, R38/1 e R41/4 por dez dias. Apos
este periodo foram transferidas para dieta artificial (modificado de Greene et al., 1976),

sem a adicdo de nenhuma substancia entomotoxica.

Ao final dos dez dias do experimento, larvas alimentadas com sete dos oito eventos
transgénicos hpRNA-rieske apresentaram maior mortalidade (88 a 100%) comparada ao
controle (60%). Somente o evento R41/4 ndo apresentou diferenca do controle quanto a

mortalidade das larvas (Figura 18).

Apds a transferéncia para dieta, onde as larvas foram mantidas por,
aproximadamente, 10 dias, foi avaliado a mortalidade das larvas, da mesma forma, as sete
plantas R2/2, R10/1, R10/2, R12/2, R26/5, R32/2 ¢ R38/1 se mostraram superiores ao
controle, com excecdo a planta R41/4 (Figura 19). Considerando a mortalidade
acumulada (mortalidade na planta + mortalidade na dieta) foi obtido 100% de mortalidade
nas larvas alimentadas com os eventos R12/2 e R32/2 (Figura 19). No entanto, ndo houve
aumento expressivo da mortalidade quando as larvas foram colocadas em dieta. Este fato
pode ser decorrente da auséncia de efeito entomotoxico residual pelo mecanismo de
RNAi em lepidopteros, demandando alimentagdo continua com moléculas

desencadeadoras do processo de silenciamento.

O RNAI apresenta melhores resultados de controle de lepidopteros quando
disponibilizado via oral utilizando plantas transgénicas (TERENIUS et al., 2011). A

possibilidade de produc¢ao e disponibilizacdo continua de altas doses de hpRNA, além da



protecao ao hpRNA que a célula vegetal oferece sao os fatores que determinam o sucesso
da utilizacao de plantas transgénicas expressando o hpRNA no controle de insetos praga,

especialmente lepidopteros (TERENIUS et al., 2011; GARBUTT et al., 2013; MAMTA
etal., 2016.

Figura 18 - Mortalidade das larvas de Helicoverpa armigera alimentadas com discos
foliares de plantas geneticamente modificadas de tabaco com a constru¢do génica para a
expressdo do hpRNA-rieske por dez dias. Passo Fundo, 2018
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Nota: Os valores indicam a média do tratamento (n=50) + desvio padrdo. As mesmas letras sobre as colunas
ndo diferem estatisticamente pelo teste Duncan (p<0,05). C- = Controle negativo.

Figura 19 - Mortalidade acumulada das larvas de Helicoverpa armigera alimentadas por
dez dias com plantas transgénicas de tabaco contenho a construg¢do para expressao do
hpRNA-rieske e apos transferéncia para dieta artificial. Passo Fundo, 2018.
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Nota: Os valores indicam a média do tratamento (n=50) + desvio padrao. As mesmas letras sobre as colunas
nao diferem estatisticamente pelo teste Duncan (p<0,05). C- = Controle negativo.
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Considerando a mortalidade acumulada ao longo do experimento ¢ possivel
verificar que a maior de mortalidade ocorreu entre os dias 3 e 5, periodo que compreende,
especialmente, a troca de estddio de desenvolvimento larval, do segundo para o terceiro
instar, sendo este um dos periodos mais criticos para a sobrevivéncia das larvas (Figura

20).

Figura 20 - Mortalidade acumulada ao longo do experimento com larvas de Helicoverpa
armigera alimentadas por dez dias com plantas transgénicas de tabaco portando o gene
para expressao do hpRNA-rieske e mais dez dias com dieta artificial. Passo Fundo, 2018
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Nota: Os valores indicam a média do tratamento (n=50). C- = Controle negativo.

O controle negativo, que consistiu de plantas de tabaco ndo submetidas ao
processo de transformagdo, apresentou elevada mortalidade. Danos resultantes da
manipulagdo das larvas podem resultar na mortalidade das mesmas. Além disso, o
aumento no numero de instares no desenvolvimento larval, mesmo apoés a transferéncia
para dieta artificial pode ser um indicativo da presenca de aleloquimicos e/ou auséncia de
nutrientes primarios para o desenvolvimento das larvas (SLANSKY Jr; RODRIGUEZ,
1987). Para melhor visualizacao da mortalidade ocorrida nos tratamentos foi realizado a
calculo de mortalidade efetiva, ou seja, da mortalidade acumulada dos tratamentos foi

subtraido a mortalidade do controle (Tabela 5).
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Tabela 5 - Mortalidade acumulada ¢ mortalidade efetiva das larvas de Helicoverpa
armigera alimentadas com plantas transgénicas de tabaco contendo o gene para expressao
do hpRNA-rieske por dez dias seguidos por dez dias em dieta, Passo Fundo, 2018

Tratamentos Mortalidade acumulada (%) Mortalidade efetiva (%) '

C- 64
R2/2 98 34
R10/1 92 28
R10/2 92 28
R12/2 100 36
R26/5 88 24
R32/2 100 36
R38/1 92 28
R41/4 60 -4

(1) Mortalidade tratamento — Mortalidade controle
Nota: C- = Controle negativo.

O peso das larvas foi mensurado apos quatro dias do experimento. A maioria dos
tratamentos hpRNA-rieske nio diferiram do controle quanto ao peso das lagartas. No
entanto as larvas alimentadas com as plantas R41/4 e R10/2 apresentaram o maior peso

que o controle (Figura 21).

Figura 21 - Peso médio das larvas de Helicoverpa armigera aos 4 dias de experimento,
alimentadas com plantas transgénicas de tabaco portadoras do gene hpRNA-rieske. Passo
Fundo, 2018

5.0
a
4,0 a
® 30 b b
~ b
o b
z 2.0 b
[ b b
1,0 i i
L (] — (] (] v (] — =+
© g s s 8§ g g 2 7
[ [ [ [ [ [ 7
Tratamentos

Nota: Os valores indicam a média do tratamento (n=50) + desvio padrdo. As mesmas letras sobre as colunas
ndo diferem estatisticamente pelo teste Duncan (p<0,05). C- = Controle negativo.

Nao foram considerados os dados de pesagem realizados aos oito e dez dias de
experimento em virtude do baixo nimero de larvas sobreviventes que foram utilizadas

para as coletas dos dados.
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O consumo médio total do tecido foliar por larva ao final dos dez dias do
experimento foi avaliado para todos os tratamentos. Os menores consumos foram
observados nas larvas alimentadas com os eventos R2/2, R12/2 e R32/2 (Figura 22 A).
Esta variavel estd intimamente relacionada com a mortalidade das larvas, visto que estes
eventos causaram alta mortalidade (Figura 18). Ja as larvas alimentadas com a planta
R41/4 apresentaram consumo maior que as larvas alimentadas com a planta controle
(Figura 22 A), este evento também apresentou a menor mortalidade em relagdo aos

demais eventos transgénicos.

As larvas alimentadas com a planta R12/2 consumiram 0,04 cm?, da 4rea foliar,
isso representa aproximadamente 32 vezes menos area foliar comparada com a area
consumida pelo controle (1,3 cm?) (Figura 22A). Traduzindo esses dados para uma
situagdo de campo, o emprego destas plantas resultaria numa drastica redugdo de consumo
das plantas pelas lagartas, o que poderia reduzir grandemente a perda da produtividade
pelo ataque de insetos. Essa drastica reducdo do consumo observada no presente
experimento ocorreu devido a alta mortalidade das larvas alimentadas com a planta

R12/2, chegando a 100% no sexto dia de experimento.

A figura 22 B mostra o consumo médio acumulado por larva viva alimentadas com
aplanta R12-2 e controle e a mortalidade avaliados ao longo dos dez dias de experimento.
Essa figura retrata o comportamento alimentar das lagartas vivas ao longo do
experimento, informando a taxa de mortalidade ao longo do mesmo. E possivel verificar
o baixo consumo de area foliar mesmo pelas lagartas sobreviventes, fator de grande
importancia agrondmica pois representa menor dano causado pelas larvas somado a alta

mortalidade.
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Figura 22 - Consumo médio total por larva de Helicoverpa armigera alimentadas com
discos foliares das de tabaco com a construg@o génica para a expressao do hpRNA-rieske
(A); consumo médio das larvas sobreviventes e comparagdo com a mortalidade das
lagartas alimentadas com o evento R12/2 contendo o gene para expressao do hpRNA-
rieske em relag@o ao controle negativo (B). Passo Fundo, 2018
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Nota: Os valores indicam a média do tratamento (n=50) + desvio padrdo. As mesmas letras sobre as colunas
ndo diferem estatisticamente pelo teste Duncan (p<0,05). C-= controle negativo.

Plantas Jaburetox

Da mesma forma que no bioensaio com as plantas hpRNA-rieske, as larvas foram
alimentadas durante dez dias com os discos foliares das plantas contendo o gene para
expressao do JBTX e posteriormente foram transferidos para dieta sem a adicdo de

nenhuma molécula entomotodxica.

Durante o periodo em que as larvas estiveram sendo alimentadas com discos
foliares das plantas transgénicas, a maior mortalidade foi observada nas plantas J22/4,
J38/3 € J39/1 com 76% de mortalidade no evento J22/4 e 64% de mortalidade para os
eventos J38/3 e J39/1. Os demais tratamentos nao diferiram do controle (35%) (Figura

23).
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Considerando a mortalidade acumulada, que ocorreu enquanto as larvas estavam
sendo alimentadas com discos foliares e, posteriormente com dieta artificial por,
aproximadamente, dez dias, a maior mortalidade ocorreu nas larvas alimentadas com o

evento J22/4 (88%). Os demais tratamentos nao diferiram do controle (62%) (Figura 24).

Figura 23 - Mortalidade das larvas de Helicoverpa armigera alimentadas com discos
foliares de plantas geneticamente modificadas de tabaco para expressdao da proteina
entomotoxica Jaburetox ao final dos dez dias de experimento. Passo Fundo, 2018
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Nota: Os valores indicam a média do tratamento (n=50) + desvio padrao. As mesmas letras sobre as colunas
ndo diferem estatisticamente pelo teste Duncan (p<0,05). C- = Controle negativo.

Figura 24 - Mortalidade acumulada das larvas de Helicoverpa armigera alimentadas por
dez dias com plantas transgénicas de tabaco contenho a constru¢do para expressdo da
proteina entomotoxica Jaburetox e apoOs transferéncia para dieta artificial por mais dez
dias. Passo Fundo, 2018

100 abe a abc ab
I bed
~ 80 | bed bed I
S d
2 60 | wh .
<
E 40
S
2 20 l
0
] [ Wy — =t o — — [
@] P S = & & & S =
) = = = = = o o
Tratamentos
®m Mortalidade planta Mortalidade dieta

Nota: Os valores indicam a média do tratamento (n=50) + desvio padrao. As mesmas letras sobre as colunas
nao diferem estatisticamente pelo teste Duncan (p<0,05). C- = Controle negativo.
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Na avaliagdo da mortalidade acumulada ao longo do experimento foi possivel
verificar que ndo houve picos com maior frequéncia de mortalidade, sendo que esta
ocorreu ao longo do desenvolvimento das larvas, inclusive apds a transferéncia das larvas
para dieta artificial (Figura 25). O JBTX, diferentemente do RNAI1, possui efeito
entomotoxico residual, apresentando efeitos de toxicidade nas larvas mesmos apds o

cessamento da exposi¢do a toxina (DIDONE, 2018).

Figura 25 - Mortalidade acumulada ao longo do experimento com larvas de Helicoverpa
armigera alimentadas por dez com plantas transgénicas de tabaco portando o gene para
expressao da proteina entomotoxica JBTX mais dez dias em dieta artificial. Passo Fundo,
2018
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Nota: Os valores indicam a média do tratamento (n=50). C- = Controle negativo.

Para melhor visualiza¢do dos dados de mortalidade dos tratamentos foi calculada
a mortalidade efetiva que compreende o resultado da mortalidade dos tratamentos
subtraida a mortalidade dos tratamentos. (Tabela 6). O evento J22/4 causou a maior

mortalidade efetiva (26%) comparada aos outros eventos.
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Tabela 6 - Mortalidade acumulada ¢ mortalidade efetiva das larvas de Helicoverpa
armigera alimentadas com plantas transgénicas de tabaco contendo o gene para
expressao da proteina entomotoxica JBTX. Passo Fundo, 2018

Tratamentos Mortalidade acumulada (%) Mortalidade efetiva (%) !

C- 62
J3.2/2 60 -2
J10/5 76 14
J17/1 40 -20
122/4 88 26
J38/3 76 14
J39/1 74 12
J50/1 60 -2
J51/2 54 -8

(1) Mortalidade tratamento — mortalidade controle
C- = Controle negativo

Foram realizadas pesagens aos quatro, oito e dez dias de experimento. Na
avaliacdo de peso aos 4 dias de experimento as larvas alimentadas com o evento J17/1
apresentaram maior peso em relagdo ao controle, os demais tratamentos ndo diferiram
estatisticamente do controle (Figura 26 A). Na avaliacdo de peso aos 8 dias, as larvas
alimentadas com o evento J22/4 apresentaram o menor peso (Figura 26 B). Ja na avaliagao

aos 10 dias, os tratamentos ndo diferiram do controle (Figura 26 C).

Um dos efeitos entomotoxicos do JBTX ¢ a a¢do nos tubulos de Malpighi afetando
a diurese dos insetos e resultando na retengdo de liquidos e toxinas e consequentemente
aumentando o peso dos insetos (CARLINI et al., 1997). Este fato pode explicar o aumento
de peso observado aos 4 dias nas larvas alimentadas com o evento J17/1 e a auséncia da

redu¢do do peso das larvas na maioria dos tratamentos.
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Figura 26 - Peso médio das larvas de Helicoverpa armigera aos 4 (A), 8 (B) e 10 (C) dias
de experimento, alimentadas com plantas transgénicas de tabaco portadoras do gene para
expressao da proteina entomotoxica JBTX. Passo Fundo, 2018
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Nota: Os valores indicam a média do tratamento (n=50) + desvio padrao. As mesmas letras sobre as colunas
ndo diferem estatisticamente pelo teste Duncan (p<0,05). C- = Controle negativo.

As larvas alimentadas com as plantas J22/4, J38/3 e J39/ consumiram, em média,
0,7, 1,4 e 2,1 cm?, respectivamente. Estes valores representam um consumo 6, 3 e 2 vezes
menor que as larvas do controle (4,5 cm?) (Figura 27A). Larvas alimentadas com estas
plantas também apresentaram maior mortalidade ao final dos dez dias de experimento,
reafirmando a relagdo entre consumo e mortalidade. O emprego destas plantas numa
situagdo de campo poderia resultar no aumento da protecdo contra danos resultantes do

ataque do inseto-praga H. armigera.
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Figura 27 - Consumo médio total das larvas de Helicoverpa armigera alimentadas com
discos foliares das plantas geneticamente modificadas para a expressao da proteina
entomotoxica Jaburetox (A); consumo médio das larvas sobreviventes e mortalidade do
evento J22/4 contendo o gene para expressao da proteina entomotoxica JBTX em relagcdo
ao controle negativo (B). Passo Fundo, 2018
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Os valores indicam a média do tratamento (n=50) + desvio padrdo. As mesmas letras sobre as colunas nao
diferem estatisticamente pelo teste Duncan (p<0,05). C-=controle negativo.

A figura 27 B mostra o consumo médio acumulado por larva viva e a mortalidade
das larvas alimentadas com a planta J22/4 e com plantas controles ao longo dos dez dias
de experimento. Essa figura retrata o comportamento alimentar das lagartas vivas ao
longo do experimento, informando a taxa de mortalidade ao longo do mesmo. As lagartas
vivas se alimentaram menos dos discos foliares da planta J22/4 comparado com as
lagartas alimentadas com o controle. O peptideo JBTX, além de induzir a morte das
lagartas, reduz o apetite das lagartas sobreviventes. Isso pode ser considerado uma

vantagem na protecdo de plantas.
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Foram observados, durante a execucao dos experimentos, alteracdes morfologicas
nos insetos alimentados com as plantas portando o gene para expressdo da proteina
entomotoxica JBTX. Estas alteragdes estavam relacionadas especialmente a
malformagdes durante a ecdise, presenga de sulcos no tegumento e encurtamento das
larvas geralmente precedida da mortalidade (Figura 28). Estudos recentes demostraram
que o JBTX interfere na enzima quitina sintetase (FRUTTERO et al., 2017). A auséncia
ou alteragao na producao da enzima responsavel pela producao de quitina pode interferir
na ecdise, ocasionando a ndo liberagdo da cuticula antiga além de causar sulcos no

tegumento das larvas (DIDONE, 2018).

Figura 28 - Alteragcdes morfoldgicas visualizadas nas larvas de Helicoverpa armigera
alimentadas com as plantas de tabaco contendo o gene para expressao da proteina
entomotoxica JBTX. A) a C) ocorréncia de malformagdes durante a ecdise com retencao
da antiga cuticula; D) presenca de sulcos no tegumento e, E) encurtamento das larvas.
Passo Fundo, 2018

De acordo com os resultados obtidos nos bioensaio com as plantas contendo os
genes para expressdo do hpRNA-rieske e da proteina entomotoxica JBTX foram
selecionados os trés melhores eventos de cada uma das construgdes visando o
empilhamento génico e obtengdo de plantas contendo e expressando ambas substancias
inseticidas. O perfil dos eventos selecionados R12/2, R32/2, R2/2, J22/4, J38/3 e J39/1
que foram selecionados para a realizacdo de cruzamentos reciprocos entre as plantas

hpRNA-rieske x JBTX e JBTX x hpRNA-rieske ¢ mostrado na Tabela 7.
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Tabela 7 - Perfil dos eventos transgénicos hpRNA-rieske e JBTX selecionados quanto a
mortalidade acumulada e efetiva, peso e redugdo do consumo em relagdo ao controle
negativo das larvas de Helicoverpa armigera visando o empilhamento génico. Passo
Fundo, 2018

Tratamentos Mortalidade Morfcalidade Peso (g) Redugio do
acumulada (%) efetiva (%)' 4 dias 8 dias 10 dias consumo (%)
hpRNA-rieske
C- 64 1,4 - - -

R2/2 98 34 1,6 - - -73,6
R12/2 100 36 0,7 - - -96,9
R32/2 100 36 0,7 - - -92,2

JBTX
C- 62 2,8 7,6 30,0 -

J22/4 88 26 1,1 3,1 15,5 -84,4
J38/3 76 14 3,0 5,6 19,9 -68,6
J39/1 74 12 3,9 5,4 13,9 -53,6

(1) Mortalidade tratamento — mortalidade controle

— Expressdo génica do gene rieske em larvas de Helicoverpa armigera

alimentadas com plantas transgénicas de tabaco hpRNA-rieske

A construcdo génica do hpRNA-rieske inserido nas plantas de tabaco visa reduzir
o nivel de transcritos do gene rieske nas larvas de H. armigera, pela inativagdo do RNAm
desse gene mediante o mecanismo de RNA de interferéncia. Assim, a mortalidade das
larvas alimentadas com os eventos transgénicos seria resultado da redu¢do da expressao
génica a nivel pds-transcricional do gene rieske. O gene rieske codifica para a proteina
Iron-sulfur que compde o citocromo bc-1 e participa da cadeia de respiratéria de
transporte de elétrons da mitocondria. O RT-qPCR foi empregado para verificar o nivel
de expressdo deste gene nas larvas tratadas com as plantas geneticamente modificadas

hpRNA-rieske.

A avaliag@o do nivel de expressdo do gene rieske foi analisada no terceiro instar
devido a alta expressao deste gene neste periodo (CECCON, 2016). Os resultados da
expressdo relativa do gene rieske nas larvas H. armigera alimentadas com as plantas

transgénicas portando o gene para expressdo do hpRNA-rieske confirmam a ocorréncia
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de silenciamento génico nos tecidos do sistema digestério e nos tecidos do restante do

corpo (Figura 29).

A redugao da expressdo do gene rieske no sistema digestorio variou de 15% nas
lagartas alimentadas com a planta R10/2 a 85% nas alimentadas com a planta R38/1
(Figura 29 A). Enquanto nos tecidos do restante do corpo o silenciamento génico variou
de 20% nas lagartas alimentados com a planta R41/4 a 75% nas alimentadas com a planta

R38/1 (Figura 29 B).

Figura 29 - Expressdo génica relativa do gene rieske no A) sistema digestorio e, B)
tecidos do restante do corpo das larvas de Helicoverpa armigera alimentadas com plantas
de tabaco geneticamente modificadas contendo a contrugdo para expressao do hpRNA-
rieske. Passo Fundo, 2018
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Nota: Teste T Student *p>0,05, **p>0,01. C- = controle negativo.

O evento R12/2, que causou 100% de mortalidade em seis dias de experimento,
reduziu o nivel de transcritos em 36% no sistema digestorio e 70% nos tecidos do restante
do corpo das larvas de H. armigera de terceiro instar. O baixo silenciamento no sistema
digestorio das larvas alimentadas com este evento pode ter ocorrido devido ao baixo

consumo das larvas no periodo de troca de segundo para terceiro instar e da redugdo na
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alimentacao ocorrido antes da mortalidade, uma vez que todas as lagartas estavam mortas
até o terceiro instar. Porém a ocorréncia de 70% de silenciamento nos tecidos do restante
do corpo indicam que os efeitos letais e subletais observados sdo decorrentes da redugao

do nivel de transcritos do gene rieske nas larvas alimentadas com o evento R12/2.

A efetividade do silenciamento do gene rieske em tecidos do restante do corpo
comprova a ocorréncia de RNAI sistémico em insetos, ou seja, 0 mecanismo em que o
silenciamento por RNAi se amplifica das células em que o RNAJf foi originalmente
produzido ou captado (WHANGBO; HUNTER, 2008). Devido a auséncia da enzima
RdRp, que facilitaria a propagacao do sinal de silenciamento, os insetos podem utilizar
outros mecanismos, ainda nao totalmente elucidados, que possibilitam a propagacao do
sinal de silenciamento para outras células. Porém, ¢ necessario que a alimentagao com as
moléculas indutoras do silenciamento seja continua para que os resultados de RNAi

sistémico sejam efetivamente observados (ZHANG et al., 2013; LIM et al., 2016).

A efetividade da utilizagdo de plantas transgénicas expressando hpRNA/siRNA na
inducdo do silenciamento e manifestagdo de mortalidade e efeitos subletais tem sido
demostrado para insetos-praga de diferentes ordens, como lepidopteros, coleodpteros e
hemipteros (BAUM et al., 2007; MAO et al., 2007, PITINO et al., 2011; MAO; ZHENG,
2013; THAKUR et al., 2014, HAN et al., 2017).

Foi observado que o hpRNA expresso em planta é parcialmente processado em
siRNA pela planta Dicer antes de ser ingerido por insetos (PITINO et al., 2011; ZHA et
al., 2011). Porém, o hpRNA nao processado pela Dicer da planta tem mostrado uma
resposta de RNA1 mais efetiva comparado ao siRNA processado pela planta hospedeira
(LIM et al.,, 2016). Dessa forma, as plantas com maior expressio de hpRNA e
consequentemente, maior presenga de moléculas de hpRNA na planta a ser ingerida pelo
inseto, podem apresentar melhores resultados de silenciamento génico e efeitos letais e

subletais nas larvas.

A presenca de nucleases no intestino das larvas de lepidopteros (GARBUTT et al.,

2012; LIU et al., 2012) e a ocorréncia de silenciamento sistémico, porém transiente (LIM
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etal., 2016) demandam a alimentacao continua com altas doses das moléculas iniciadoras
do silenciamento génico. Portanto, a utilizacdo de plantas transgénicas expressando o
hpRNA seriam a alternativa para a disponibilizacdo continua das moléculas

desencadeadoras do silenciamento via RNAI.

A utilizagdo de plantas para a disponibilizagdo oral das moléculas iniciadoras do
silenciamento génico apresenta melhores resultados quando comparados a
disponibilizagdo de moléculas sintetizadas in vitro. A aplicacdo topica do RNA dupla fita
referente a parte do gene rieske (RNAdf-rieske) em discos foliares causou 13% de
mortalidade e cerca de 30% de silenciamento no sistema digestorio das larvas de H.
armigera (CECCON, 2016). Ja no presente trabalho, a alimentacdo com plantas GM
contendo o gene para expressdao do hpRNA-rieske se mostrou muito superior no nivel de

reducdo de transcritos e consequente mortalidade das larvas.

4.3.2 Empilhamento génico: cruzamento das plantas transgénicas hpRNA-rieske
e Jaburetox

Foi possivel a obtencdo de sementes viaveis a partir de todos os 18 cruzamentos
reciprocos realizados entre as plantas selecionadas hpRNA-rieske: R12/2, R32/2, R2/2 e
JBTX: J22/4,138/3 ¢ J39/1 (ver tabela 3 do material e métodos).

Os cruzamentos reciprocos R12/2xJ22/4 ¢ J22/4xR12/2 juntamente com a geragao
R2 dos parentais R12/2 (portador do gene hpRNA-rieske) e J22/4 (portador do gene
JBTX) foram selecionadas para serem avaliadas em bioensaios com o inseto alvo. As
sementes foram semeadas em casa de vegetagdo e foram coletadas amostras para extracao
de DNA e analise de PCR para detec¢do da presenca de ambos genes de interesse nos

hibridos e avalicdo da geragao R2 dos parentais R12/2 e J22/4 (Figura 30).
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Figura 30 - PCR convencional da geragdo R2 das plantas de transgénicas de tabaco
utilizadas como genitoras e seus hibridos: A) progénie R2 do genitor R12/2, B) progénie
R2 do genitor J22/4 e C) vinte plantas hibridas resultantes do cruzamento entre os
genitores R12/2xJ22/4. Passo Fundo, 2018
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De acordo com os dados de PCR (Tabela 8) ha a possibilidade de que o evento
R12/2 estd em homozigose, visto que quase 100% dos hibridos e das plantas
autofecundadas apresentavam o gene para o hpRNA-rieske. Porém, ha também a
possibilidade da insercao de multiplas copias dos genes que poderiam fornecer resultados
semelhantes de segregacdo do transgenes. Por outro lado, os resultados apontam para a
hipotese de que a planta genitora do JBTX (J22/4) esta em heterozigose, pois o gene foi
repassado para aproximadamente 50% da progénie, tendo uma segregacao de 3:1 quando

autofecundada.

Tabela 8 - Resultado da anélise de PCR para detecgao da presenca dos genes de interesse
hpRNA-rieske e Jaburetox nas plantas de tabaco resultantes dos cruzamentos reciprocos
visando o empilhamento génico e da autofecundacao dos genitores. Passo Fundo, 2018

Hibridos Plantas Plantas PCR + Plantas PCR +
reciprocos coletadas (n) hpRNA-rieske (n) JBTX (n)
R12/2xJ22/4 30 30 14
J22/4xR12/2 30 29 13
Parentais R2 Plantas Plantas PCR + hpRNA- Plantas PCR + JBTX
coletadas (n) rieske (n)
R12/2 16 15 -
122/4 10 - 4
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Das plantas PCR positivas, foram selecionadas 10 plantas de cada um dos
cruzamentos R12/2xJ22/4 e J22/2xR12/2, além de duas plantas R12/2 e quatro plantas
J22/4, somadas a trés plantas controle negativo para a realizacdo do pré-bioensaio com o

inseto alvo.

— Pré-bioensaio das plantas transgénicas empilhadas com Helicoverpa

armigera

Visando avaliar as plantas empilhadas com as duas tecnologias no controle de H.
armigera foram avaliadas a mortalidade, o peso, o consumo e o tamanho das larvas de

segundo instar alimentadas com os hibridos de tabaco e com os parentais.

A mortalidade das larvas ao final dos oito dias de experimento variou entre 10 e
90% (Figura 31), sendo que as maiores taxas de mortalidade foram verificadas nas
lagartas alimentadas com segmentos foliares do parental R12/2 (90%) e das plantas
hibridas R12/2xJ22/4-6, R12/2xJ22/4-22 e J22/4xR12/2-11 (80%). A mortalidade das

larvas alimentadas com plantas controles ndo transgénicos foi de 30%.

Figura 31 - Mortalidade das larvas de Helicoverpa armigera alimentadas, durante oito
dias, com segmentos foliares de tabaco geneticamente modificado com genes para
expressdo do hpRNA-rieske e da proteina entomotoxica Jaburetox. Passo Fundo, 2018
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Nota: Os valores indicam a média do tratamento (n=10). C- = Controle negativo.
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O peso médio das lagartas vivas ao final dos oito dias de experimento variou de 2
a 90 mg, sendo que as larvas alimentadas com o evento J22/4xR12/2-11 apresentaram o

menor peso, sendo 15 vezes menor que o controle (30 mg) (Figura 32).

Novamente, é possivel observar a grande variagdo de resposta das larvas de H.
armigera a alimentagdo com plantas irmas resultantes do mesmo evento ou do mesmo
cruzamento, ressaltando que variacoes na expressdo dos transgenes podem estar

interferindo na eficiéncia das plantas em causar mortalidade e efeitos subletais nas larvas.

Figura 32 - Peso médio das larvas vivas de Helicoverpa armigera alimentadas, durante
oito dias, com segmentos foliares de tabaco geneticamente modificado para a expressao
do hpRNA-rieske e da proteina entomotoxica Jaburetox. Passo Fundo, 2018
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Os valores indicam a média do tratamento (n=10). C- = Controle negativo.

O tamanho e consumo das larvas foram avaliados de acordo com a escala de notas
de 1 a4 (Figura 33). O menor consumo foi observado nas larvas alimentadas com a planta
J22/4xR12/2-11 (Figura 34). Da mesma forma, as larvas alimentadas com este evento

foram as que apresentaram menor peso (Figura 35).
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Figura 33 - Escala de notas utilizada para avaliacdo do A) tamanho e, B) consumo de area
foliar das larvas alimentadas com plantas de tabaco geneticamente modificado contendo
os genes hpRNA-rieske e Jaburetox e plantas empilhadas contendo ambos os genes.
Passo Fundo, 2018

Figura 34 - Estimativa de consumo de area foliar das larvas de Helicoverpa armigera
alimentadas, durante oito dias, com plantas de tabaco geneticamente modificadas
contendo os genes hpRNA-rieske e Jaburetox e plantas empilhadas contendo ambos os
genes. Passo Fundo, 2018
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Nota: Os valores indicam a média do tratamento (n=10). C-

Figura 35 - Estimativa de tamanho das larvas de Helicoverpa armigera alimentadas,

durante oito dias, com plantas geneticamente modificadas contendo os genes hpRNA-

rieske e Jaburetox e plantas empilhadas contendo ambos os genes. Passo Fundo, 2018
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controle negativo.

Nota: Os valores indicam a média do tratamento (n=10). C-

Considerando os dados obtidos, principalmente em relagdo a mortalidade, foram

selecionados quatro hibridos empilhados de tabaco para a realizagdo do bioensaio:

Bioensaio das plantas transgénicas empilhadas com Helicoverpa

R12/2xJ22/4-6, R12/2xJ22/4-22, J22/4xR12/2-11 e J22/4xR12/2-17. Os parentais

selecionados foram J22/4-2 e R12/2-2.

armigera
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Enquanto as larvas estavam sendo mantidas sob alimentacao de discos foliares das
plantas transgénicas as maiores mortalidades foram verificadas nas larvas alimentadas
com as plantas contendo somente o gene para expressdo do hpRNA-rieske R12/2-2
(parental) e com os hibridos empilhados contendo ambos os genes R12/2xJ22/4-22,
J22/4xR12/2-11 ¢ J22/4xR12/2-17 (30 a 40% de mortalidade) quando comparadas com o
controle (10%) (Figura 36).

A elevada mortalidade do evento simples R12/2-2 verificada no pré-bioensaio e
no bioensaio provavelmente ¢ devido a possibilidade do gene estar em homozigose na
planta, que além de trazer maior estabilidade, possivelmente aumenta a expressdao dos

transgenes.

Figura 36 - Mortalidade das larvas de Helicoverpa armigera alimentadas com discos
foliares de eventos simples de tabaco contendo os genes para expressdo do hpRNA-rieske
e da proteina entomotdxica Jaburetox e eventos empilhados contendo os genes para
expressao de ambas substancias inseticidas. Passo Fundo, 2019
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Nota: Os valores indicam a média do tratamento (n=50) + desvio padrdo. As mesmas letras sobre as colunas
ndo diferem estatisticamente pelo teste Duncan (p<0,05).

Considerando a mortalidade acumulada, ou seja, a mortalidade observada durante
o periodo em que as larvas se alimentavam das plantas transgénicas somada a mortalidade
observada quando as mesmas foram transferidas e mantidas por dez dias em dieta livre
de substancias inseticidas, as plantas R12/2-2, R12/2xJ22/4-22, J22/4xR12/2-11 e

J22/4xR12/2-17 também tiveram maior mortalidade em relagdo ao controle (Figura 37).
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A analise da mortalidade acumulada permite verificar que enquanto as larvas
estavam sendo alimentadas com discos foliares das plantas transgénicas ndo houve picos
de com alta frequéncia de mortalidade, padrao semelhante ao observado no experimento
com as plantas R1 contendo o gene para expressao da proteina entomotoxica JBTX, sendo

que esta ocorreu de forma uniforme a partir do terceiro instar das larvas (Figura 38).

Figura 37 - Mortalidade acumulada das larvas de Helicoverpa armigera enquanto
estavam sendo alimentadas com eventos simples de tabaco contendo os genes para
expressdo do hpRNA-rieske e da proteina entomotdxica Jaburetox e eventos empilhados
contendo os genes para expressdo de ambas substancias inseticidas e apos transferéncia
de todos os tratamentos para dieta artificial. Passo Fundo, 2019
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ndo diferem estatisticamente pelo teste Duncan (p<0,05). C-= controle negativo.

Figura 38 - Mortalidade acumulada das larvas de Helicoverpa armigera enquanto
estavam sendo alimentadas com eventos simples contendo os genes para expressdao do
hpRNA-rieske ¢ da proteina entomotoxica Jaburetox e eventos empilhados contendo os
genes para expressdo de ambas substancias inseticidas e ap6s transferéncia de todos os
tratamentos para dieta artificial. Passo Fundo, 2019
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Quando as larvas foram transferidas para dieta, houve um acentuado aumento na
mortalidade de todos os tratamentos, inclusive do controle (Figura 37). Para melhor
visualizagdo da mortalidade dos tratamentos foi realizado o calculo de mortalidade
efetiva, que ¢ resultante da subtra¢do da mortalidade dos tratamentos e da mortalidade do

controle (Tabela 9).

Tabela 9 - Mortalidade acumulada e efetiva das larvas de Helicoverpa armigera
alimentadas com eventos simples de tabaco contendo os genes para expressao do hpRNA-
rieske e da proteina entomotoxica JBTX e eventos empilhados contendo os genes para
expressao de ambas substancias inseticidas. Passo Fundo, 2019

Tratamentos Mortalidade acumulada (%) Mortalidade efetiva (%) !

C- 26
R12/2-2 54 28
J22/4-2 36 10
R12/2xJ22/4-6 4 18
R12/2xJ22/4-22 64 38
J22/4xR12/2-11 60 34
J22/4xR12/2-17 50 24

(1) Mortalidade tratamento — mortalidade controle
C- = Controle negativo

A mortalidade observada durante o periodo de dieta, a qual nao continha
substancias entomotoxicas, pode ser devido a diversos fatores da biologia da lagarta e da
propria dieta. Da mesma forma, as plantas de tabaco podem ndo suprir as necessidades

nutricionais das larvas de H. armigera ou também pode ser efeito residual da proteina
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entomotoxica JBTX uma vez que ja foi verificado a ocorréncia de mortalidade em larvas

de H. armigera mesmo apés a exposicio ao peptideo JBTX purificado (DIDONE, 2018).

Em rela¢do ao peso, aos 4 dias de experimento, as larvas alimentadas com as
plantas R12/2-2 apresentaram menor peso em relacdo ao controle e as larvas alimentadas
com a planta J22/4-2 apresentaram maior peso, os demais tratamentos nao diferiram do
controle (Figura 39 A). Aos 8 (Figura 39 B) e aos 10 (Figura 39 C) dias de experimento
as larvas alimentadas com a planta J22/4 apresentaram o maior peso ¢ os demais

tratamentos ndo diferiram do controle.

O maior peso observado nas larvas alimentadas com a planta J22/4 pode ser
decorrente do efeito antidiurético do JBTX, que ao inibir a diurese pode causar o aumento

no peso das larvas (CARLINI et al., 1997).

Figura 39 - Peso médio das larvas de Helicoverpa armigera alimentadas com eventos
simples de tabaco contendo os genes para expressio do hpRNA-rieske e da proteina
entomotoxica Jaburetox e eventos empilhados contendo os genes para expressao de
ambas substancias inseticidas aos 4 (A), 8 (B) e 10 (C) dias de experimento. Passo Fundo,
2019
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Nota: Os valores indicam a média do tratamento (n=50) + desvio padrao. As mesmas letras sobre as colunas
ndo diferem estatisticamente pelo teste Duncan (p<0,05).

As larvas alimentadas com a planta parental R12/2-2 e o hibrido J22/4xR12/2-17
foram as que apresentaram o menor consumo da area foliar ofertada durante os dez dias
do experimento. O consumo das larvas alimentadas com as plantas R12/2-2 e
J22/4xR12/2-17 foi 58 e 48% menor em relacdo ao controle, respectivamente (Figura 40),
destacando a possibilidade da reducdo dos danos causados as plantas transgénicas numa

situagdo de campo, devido ao menor consumo das larvas.
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O consumo das larvas alimentadas com a planta J22/4-2 foi maior em relagdo ao
controle (Figura 40). As larvas alimentadas com estas plantas também foram as que
apresentam as menores taxa de mortalidade, ndo diferindo do controle e apresentaram o
maior peso. O fato do evento J22/4 ainda estar segregando, estando em heterozigose, pode
estar interferindo na expressdo do transgene, afetando a eficiéncia das plantas filhas em

causar a mortalidade e outros efeitos deletérios.

Figura 40 - Consumo médio total das larvas de Helicoverpa armigera alimentadas com
discos foliares dos eventos simples contendo os genes para expressao do hpRNA-rieske
e da proteina entomotdxica Jaburetox e eventos empilhados contendo os genes para
expressao de ambas substancias inseticidas. Passo Fundo, 2019
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Nota: Os valores indicam a média do tratamento (n=50) + desvio padrdo. As mesmas letras sobre as colunas
ndo diferem estatisticamente pelo teste Duncan (p<0,05). C-= controle negativo.

— [Expresséo génica do gene rieske de Helicoverpa armigera alimentadas
com plantas transgénicas contendo o gene hpRNA-rieske em eventos

simples e empilhados

Foi verificado a redugdo da expressdo do gene rieske no sistema digestorio das
larvas alimentadas com as plantas geneticamente modificadas R12/2-2 e R12/2xJ22/4-
22, com 62 e 27% de silenciamento, respectivamente. Os demais tratamentos nao
diferiram do controle (Figura 41 A). Na avaliagdo da expressdo do gene rieske no restante
do corpo, foi verificado a redug¢do de 57% na expressdo nas larvas alimentadas com a

planta R12/2-2. Os demais tratamentos nao diferiram do controle (Figura 41 B).
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Figura 41 - Expressdo génica relativa do gene rieske no A) sistema digestorio e, B)
tecidos do restante do corpo das larvas de Helicoverpa armigera alimentadas com eventos
simples contendo o gene para expressao do hpRNA-rieske e eventos empilhados
contendo os genes para a expressdao do hpRNA-rieske e da proteina entomotoxica JBTX.
Passo Fundo, 2019
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Nota: Teste T Student *p>0,05, **p>0,01. C-= Controle negativo.

A auséncia de silenciamento, tanto no sistema digestorio quanto no restante do
corpo observado nas larvas alimentadas com alguns dos eventos empilhados leva a propor
a hipotese de que a presenca e acdo da proteina entomotoxica JBTX possa estar
interferindo na absor¢do das moléculas de hpRNA-rieske/siRNA-rieske e/ou no
processamento ¢ eficiéncia do mecanismo de RNAi no corpo do inseto, uma vez que, o
JBTX interfere em diversas atividades bioldgicas dos insetos e quanto a lepidopteros nao

temos dados concretos do modo de atuagdo desta proteina entomotodxica.
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Mesmo na auséncia de silenciamento na maioria dos hibridos empilhados e a
ocorréncia de heterozigose para ambos os genes nos hibridos, foi verificado altas taxa de
mortalidade das larvas alimentadas com as plantas R12/4xJ22/4-22 e J22/4xR12/2-11,
mostrando-se superiores ao controle e ao parental J22/4 porém, ndo sendo diferentes,
estatisticamente do parental R12/2 (Figura 37). Estes dados sugerem que a avaliagdo de
hibridos contendo ambos os genes em homozigose pode trazer melhores resultados

quanto ao potencial de controle de H. armigera.

Para melhor relacionar os resultados de mortalidade e silenciamento do gene
rieske nas larvas de H. armigera ¢ necessario a avaliagdo do perfil de expressdo do

hpRNA-rieske e JBTX nas plantas transgénicas utilizados neste trabalho.
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5 DISCUSSAO

Os casos de resisténcia as tecnologias de controle utilizadas atualmente tém
suscitado a necessidade de novas tecnologias para o controle de insetos-praga. As
caracteristicas de Helicoverpa armigera de adaptar-se a diferentes ambientes e
hospedeiros (FITT, 1989; TAY et al., 2013), o grande potencial de dano, quando ndo
controlada corretamente, e os casos ja reportados de resisténcia de populagdes deste inseto
a inseticidas e proteinas oriundos de Bacillus thuringiensis (Bt) (Arthropod Pesticide
Resistance Database, 2019) ressaltam este inseto-praga como alvo de estudos de novas

estratégias de controle.

Neste trabalho buscamos avaliar duas novas tecnologias para o controle de H.
armigera: (1) tecnologia baseada no RNA de interferéncia (RNAi) visando,
especificamente, silenciar o gene rieske do inseto alvo e, (2) nova biomolécula inseticida,
o peptideo recombinante Jaburetox (JBTX), derivado de uma das isoformas de urease de

Canavalia ensiformes (feijao de porco).

O RNAI tem sido avaliado como uma tecnologia com grande potencial para a
utilizagdo no controle de insetos-praga (PRICE & GATEHOUSE, 2008). Porém, algumas
das principais dificuldades encontradas sdo as diferencgas na efetividade do silenciamento
em diferentes espécies de insetos, a escolha do gene alvo do silenciamento ¢ o método de
disponibilizagdo que realmente sejam efetivos na indugdo do silenciamento causando
efeitos deletérios no inseto e que possam ser aplicados a campo (PRICE; GATEHOUSE,
2008; ZHANG e al., 2013; MAMTA; RAJAM, 2017).

Geralmente, apos avaliacdo inicial dos genes com potencial de utilizacdo como
alvo de silenciamento para controle de insetos pragas, frequentemente realizada mediante

a disponibilizagdo oral ou por inje¢do de moléculas de RNAdf (~300 pb) ou RNAi (~25
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pb) no inseto, o melhor método de disponibilizacdo ¢ a utilizagdo de plantas
geneticamente modificadas expressando as moléculas indutoras de silenciamento —
hpRNA/siRNA (BAUM et al., 2007, UPADHYAY et al., 2011; XIONG et al., 2013;
THAKUR et al., 2014; HAN et al., 2017).

Para Diabrotica virgifera virgifera foram testadas 290 diferentes moléculas de
RNAsdf tendo como alvo 26 diferentes genes. Dos 290 alvos potenciais, 125 mostraram
mortalidade significativa das larvas e/ou atraso no desenvolvimento, e 14 genes
demonstraram redugao nos niveis de transcritos e levaram ao atraso no desenvolvimento
dos insetos ou a mortalidade. Ap6s a avaliag@o inicial de diversos genes, Baum et al.
(2007) produziram plantas transgénicas de milho expressando o hpRNA do gene
adenosina trifosfato vacuolar (V-ATPase) e verificaram a redugdo dos danos nas raizes

de milho causado por D. virgifera virgifera (BAUM et al., 2007).

Da mesma forma, a avaliacdo da mortalidade mediada por RNAi em Bemisia
tabaci (Gennadius) (Hemiptera: Aleyrodidae) via administragdo oral de RNAsdf tendo
como alvo os genes ortdlogo de actina, translocase ADP/ATP, a-tubulina, proteina
ribossomal L9 (rpl9) e V-ATPaseA, demostrou diferentes graus de mortalidade. O RNAdf
visando o silenciamento do gene V-ATPaseA foi mais eficaz (UPADHYAY et al., 2011)
e por isso foi selecionado como alvo de silenciamento mediado pela administragdo via
oral de plantas transgénicas de tabaco expressando hpRNA. Aos 8 dias de experimento
utilizando disco foliares foi verificado mortalidade de 34—-83% e reducao de 62% no nivel

de transcritos (THAKUR et al., 2014).

Em H. armigera o receptor de hormonio 3 (HR3) foi selecionado como gene alvo
do silenciamento mediado por RNAi. Quatro fragmentos diferentes cobrindo a sequéncia
de codificagdao do gene HaHR3 foram clonados no vetor L4440 para expressar RNAsdf
em E. coli. O fragmento de silenciamento mais eficiente foi entdo clonado em um vetor
de expressao vegetal para expressar do hpRNA em tabaco transgénico. Apds cinco dias
de alimenta¢do com as plantas transgénicas a mortalidade das larvas variou de 22,5 a
29,65% e silenciamento de aproximadamente 85% apds 60 horas de alimenta¢do com as

plantas transgénicas (XIONG et al., 2013). Quando a construcao para expressao do
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hpRNA- HaHR3 foi utilizada para obtencdo de plantas de algoddo geneticamente
modificadas e estas plantas foram testadas em H. armigera a mortalidade das larvas foi
muito superior, chegando a 100% no quinto dia de experimento com larvas de terceiro

instar (HAN et al., 2017).

O sucesso obtido no silenciamento de genes via RNAI pela disponilizacdo oral de
moléculas de hpRNA/siRNA produzidas por plantas transgénicas, inclusive em insetos
que apresentam recalcitrancia a este mecanismo, pode ser decorrente da possibilidade de
alimentagdo continua das moléculas indutoras do silenciamento, que minimiza os efeitos
de degradacdo destas moléculas no intestino dos insetos (SIJEN et al., 2001; PRICE;
GATEHOUSE, 2008). Insetos da ordem Lepidoptera sao naturalmente menos sensiveis
ao mecanismo de RNA1 quando comparado a insetos de outras ordens (TERENIUS et al.,
2011). A utilizagao de plantas transgénicas expressando hpRNAs tem se mostrado efetiva
no silenciamento causando efeitos letais e subletais em insetos das ordens Lepidoptera,
Coleoptera e Hemiptera (BAUM et al., 2007; MAO et al., 2007, MAO et al., 2011; ZHA
et al.,, 2011; HAN et al., 2017). A utilizacdo de plantas transgénicas para produgdo de
hpRNA oferece a vantagem de produgdo de grandes quantidades das moléculas indutoras
do silenciamento, expressao do hpRNA em toda a planta ou em tecidos especificos
dependendo do tipo de promotor utilizado. Além disso, o ambiente hostil do intestino do
inseto pode induzir a degradacdo de RNAJdf/siRNA, portanto, maior quantidade de
moléculas desencadeadoras do silenciamento resultardo em resultados mais efetivos

(GARBUTT et al., 2013; MAMTA et al., 2016).

O gene rieske, gene alvo do silenciamento no presente trabalho, codifica para a
proteina Iron-sulfur, componente do citocromo bc-1, participando da cadeia de
respiratoria de transporte de elétrons e, consequentemente producdo de energia. O
bloqueio da cadeia respiratoria de transporte de elétrons tem potencial para o

desenvolvimento de inseticidas (GONG et al., 2011).

A utiliza¢ao do gene rieske como alvo do silenciamento via RNAi em H. armigera
foi testado anteriormente pela aplicacdo topica de moléculas de RNAdf complementares

a parte do gene rieske de H. armigera sob discos foliares de soja (CECCON, 2016). As
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moléculas de RNAdf causaram, aos 5 dias de experimento, 13% de mortalidade (10% de
mortalidade acima do controle) e cerca de 30% de silenciamento no sistema digestorio e
tecidos do restante do corpo das larvas. Porém, a partir deste periodo a quantidade de
RNAJf disponibilizado as larvas ndo foi o suficiente para manter a mortalidade e o
silenciamento. Os dados s3o condizentes com outros resultados encontrados para
lepidopteros, especialmente H. armigera, que reportam a ocorréncia de silenciamento
sist€émico, porém, transiente e que depende de disponibilizagdo continua e em altas doses
para que os efeitos do silenciamento sejam mantidos (LIM et al., 2016, TERENIUS et al.,
2011, SCOTT et al., 2013).

Larvas de segundo instar de H. armigera alimentadas com dieta artificial contendo
35 pg/g de RNAdf complementar ao gene transferrina (HaTrf-RNAdf) demostraram
redugdo de 99% dos transcritos deste gene nos insetos tratados em 12, 24 e 36 h apos a
alimentac¢do. Porém, 48 h apds a alimentag@o o nivel de transcritos era de 45% em relacao
aos controles e nenhum efeito do desenvolvimento das larvas foi observado. Quando as
larvas foram alimentadas com dieta artificial contendo 35 pg/g de HaTrf -RNAdf nos dias
1, 3 e 5 foram observados efeitos de inibi¢do do crescimento, redugdo do peso em relagao
ao controle e mortalidade de 36% apos 5 dias (ZHANG et al., 2015). Visando demostrar
a natureza transiente do silenciamento via RNAi em H. armigera, Kumar et al. (2009)
retiraram da dieta artificial o siRNA do gene acetilcolinesterase (AChE siRNA) apés a
alimentagdo das larvas com as moléculas de siRNA até o segundo instar e verificaram
que as larvas atingiram crescimento normal, com peso de pupa comparavel aos controles,
e completaram o ciclo de vida. Ja as larvas alimentadas continuamente com dieta artificial
contendo AChE siRNA apresentaram 81% de inibigdo do crescimento (KUMAR et al.,
2009).

Mesmo sendo verificado a natureza transiente do silenciamento do gene rieske em
H. armigera, os resultados obtidos até o quinto dia de experimento, enquanto as larvas
tinham alimentag@o continua e exclusiva com disco foliares contendo o RNAdf-rieske,
demostraram o potencial do mecanismo de RNAi no silenciamento deste gene como
estratégia de controle de H. armigera (CECCON, 2016). Desta forma, foram

desenvolvidas construgdes para a expressdo do hpRNA-rieske e transformagdo genética
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de tabaco. O plasmideo pMCG1005 utilizado € especifico para e expressao de hpRNAs
por possuir entre os sitios de muticlonagem, o intron de arroz Waxy-a, separando as
sequéncias senso e antissenso. Foi verificado que a utilizacdo de sequéncias de introns
funcionais como espagadores para formacdo do hpRNA aumentou a eficiéncia de
silenciamento em 50 a 100% quando utilizado para silenciamento de genes virais ou
endogenos de planta, apresentando melhores resultados em relagdo a utilizacdo de
sequencias espagadores nao intronicas (SMITH et al., 2000). O processo de excisao do
intron da construg@o pode ajudar a alinhar as fitas do hairpin favorecendo a hibridizagao
do RNA e promovendo a formagdo de um duplex. Além disso, o splicing pode aumentar
a quantidade de hpRNAs por facilitar ou retardar a passagem do hairpin do nucleo ou

ainda criando um loop menor que seria menos sensivel a nucleases (SMITH et al., 2000).

No presente trabalho, utilizando o gene rieske, os resultados demostraram a alta
eficiéncia das plantas transgénicas expressando o hpRNA-rieske em relagdo a aplicag@o
topica de moléculas de RNAdf-rieske. Enquanto a disponibilizagdo de moléculas
sintetizadas in Vvitro causou 13% de mortalidade aos 5 dias de experimentos,
representando cerca de 10% de mortalidade acima do controle, as larvas alimentadas com
o evento R12/2 apresentaram 100% de mortalidade aos seis dias de experimento, sendo
de 40 e 30% acima do controle nas geragdes R1 e R2 das plantas, respectivamente. Nos
bioensaios com as plantas transgénicas contendo o gene para expressao do hpRNA-rieske

foi verificado o inicio da mortalidade das larvas a partir do segundo dia de experimento.

Mamta et al. (2016) trabalhando com plantas de tabaco e tomate geneticamente
transformadas expressando o hpRNA do gene da chitinase (Ha-CHI) verificaram que as
larvas estavam aparentemente normais até o 2-3 dia e, posteriormente, comecaram a
presentaram crescimento mais lento em relagdo ao controle e maior mortalidade no quinto
dia. Ja Han et al. (2017) avaliando plantas transgénicas de algodao expressando o hpRNA
do gene receptor horménio 3 (HaHR3) obtiveram 100% de mortalidade ap6s 5 dias de
alimentagdo de larvas de terceiro instar de H. armigera alimentadas com as plantas
transgénicas. Zhang et al. (2015) também verificaram que os niveis de transcritos do gene
HaTrf foram suprimidos gradualmente pela alimentagdo com RNAdf-HaTrf.

Possivelmente isto ocorre devido ao tempo necessario para as moléculas indutoras do
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silenciamento sejam absorvidas pelas células do intestino médio, processadas e medeiem

a redugdo dos transcritos dos genes via RNAi (ZHANG et al., 2015).

Além da mortalidade observada nas larvas decorrente da alimentacdo com as
plantas GM para expressdo do hpRNA-rieske destaca-se a reducao do nivel de transcritos
do gene rieske no sistema digestorio e tecidos do restante do corpo. Enquanto a
alimentacgdo das larvas com moléculas de RNAdf-rieske sintetizadas in vitro resultou em
30% de silenciamento (CECCON, 2016), as larvas alimentadas com os eventos
transgénicos o silenciamento apresentaram até 85% no sistema digestorio e 77% nos

tecidos do restante do corpo (evento R38/1- R1, ver Figura 29).

A utilizagdo do método de transformagdo via Agrobacterium tumefaciens
possibilitou a obtencdo de diversos eventos de tabaco geneticamente modificado
contendo os genes para a expressao do hpRNA-rieske e da proteina entomotoxica
Jaburetox (JBTX) via A. tumefaciens. Este método de transformagdo genética tem sido
amplamente utilizado por apresentar vantagens que envolvem a inser¢do de menor
numero de copias do transgenes e em locais transcripcionalmente ativos do genoma

(ISHIDA et al., 2007).

Porém, estudos de transformacdo genética de tabaco com construgdes para
expressao de hpRNA/siRNA tem demostrado a inser¢ao de uma ou multiplas copias, fato
que acaba interferindo na segregagdo e expressao dos transgenes (XIONG et al., 2013;
MAMTA et al., 2016; SAINI et al., 2018). Além do numero de copias, diferentes locais
de inser¢ao pode afetar a expressdo dos transgenes e consequentemente a eficiéncia do
hpRNA/siRNA em causar a mortalidade e outros efeitos subletais no desenvolvimento

dos insetos alvo (MAMTA et al., 2016).

Os resultados obtidos nos pré-bioensaios e nos bioensaios demostram grande
variacao na resposta das larvas a alimentagdo com diferentes eventos ou até mesmo entre
plantas irmds do mesmo evento, sendo que mortalidade variou de 0 a 80% aos 8 dias de
experimento nas plantas hpRNA-rieske da geragdao R1. Mamta et al. (2016) observaram

que diferentes eventos HaCHI-hpRNA demostraram variacao de 6 a 30% de mortalidade
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ap6s 6 dias de experimento, € 13 a 53% apos 8 dias. Os autores também verificaram
variagdo na expressao do siRNA, muitas vezes coerentes com as diferengas encontradas

na mortalidade.

A manipulagdo das larvas durante a realizagao dos bioensaios pode ter contribuido
para a mortalidade verificada nas larvas alimentadas com as plantas controle negativo nao
submetidas ao processo de transformagao genética, especialmente nas plantas da geragao
R1. A ocorréncia de mortalidade mesmo apos a transferéncia para a dieta e o aumento no
nimero de instares, j& que a maioria das larvas passou por 7 instares, podem ser
indicativos que além da mortalidade causada pela manipulacdo, algumas caracteristicas

da planta de tabaco podem ter interferido na sobrevivéncia das larvas.

O tabaco apresenta em suas folhas, caules e flores inimeros tricomas glandulares
que produzem um material viscoso e pegajoso (LEON, 1987). A presenca de tricomas
constitui uma das principais barreiras mecanicas de resisténcia de plantas a insetos,
especialmente nos primeiros estddios de desenvolvimento larval (VENDRAMIM;
GUZZO0, 2009). A qualidade nutricional da planta, de acordo com a demanda nutricional
do inseto, e a presenca de compostos secundarios do metabolismo podem afetar a biologia
e a sobrevivéncia dos insetos. Em Nicotiana tabacum ja foram isolados diversos
metabolitos secundarios como os sesquiterpenos (FENG et al.,, 2010), diterpenos
(SHINOZAKI et al., 1996), alcaloides (WEI et al., 2005), compostos fendlicos
(VEREECKE et al., 1997), flavonoides (CHIEN et al., 2018) e lectinas (DELPORTE et
al., 2015).

Apesar da composi¢do quimica e caracteristicas morfologicas das plantas de
tabaco possuirem potencial de interferir na biologia de insetos-praga, esta planta ¢
amplamente utilizada para estudos de transformacgdo genética, como planta modelo,
inclusive em estudos de expressdao de hpRNA para controle de H. armigera (MAO et al.,
2007; XIONG et al., 2013; AGRAWAL et al., 2015; MAMTA et al., 2016; SAINI et al.,
2018) e para expressao do peptideo Jaburetox (MULINARI, 2008). Além disso, as plantas

sdo de facil cultivo, disponibilizam grande éarea foliar para realizagdo dos bioensaios,
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permitem a fecundacao cruzada para realizacdo do empilhamento génico, e produzem

grande niimero de sementes.

A segunda estratégia utilizada neste trabalho foi o emprego de plantas transgénicas
contendo o gene para a expressao do peptideo entomotoxico JBTX para o controle de H.
armigera. O peptideo recombinante JBTX representa a por¢ao terminal da urease de
Canavalia ensiformis que ¢ liberada apds a agdo da protease digestiva do inseto
(MULINARI et al., 2007). O potencial entomotdxico deste peptideo foi recentemente
avaliado em larvas de H. armigera neonatas e terceiro instar por Didoné (2018). As larvas
neonatas foram disponibilizados 16 ug do peptideo em 1 cm? de disco foliar de milho (0,5
cm? no dia 0 e 0,5 cm? no dia 2), a partir do quarto dia a alimentacdo foi realizada com
discos foliares ndo contendo o peptideo. Os resultados demostraram 80% de mortalidade,
menor consumo e atraso no desenvolvimento das larvas tratadas em relagdo ao controle
em oito dias de experimento. Para as larvas de terceiro instar foram disponibilizados 80
g do peptideo em Scm? de discos foliares de soja (1 cm?/dia do dia 0 ao dia 4) apos o
quinto dia a alimentagdo foi realizada utilizando discos foliares ndo tratados. Nas larvas
de terceiro instar foi verificado 100% de mortalidade apos nove dias de experimento.
Porém, diferentemente do observado com as larvas neonatas nao houve reducao do peso

e consumo em relagdo ao controle (DIDONE, 2018).

Nos bioensaios com os eventos simples e empilhados contendo o gene para
expressdao do JBTX ¢é possivel verificar que a maioria dos tratamentos ndo diferem do
controle em relacdo a peso € consumo e em alguns casos sao superiores ao controle nestas
variaveis. Estes dados sugerem que a alimentacao pode ser mantida no sistema digestorio,
nao podendo ser absorvida e utilizada como fonte nutricional e, como resultado, os insetos
sdo estimulados a continuar a se alimentar na tentativa de obter a nutricdo necessaria

(DIDONE, 2018).

Um dos alvos de acdo do JBTX sdo os tibulos de Malpighi, o JBTX age alterando
os niveis de GMP ciclico e o potencial transmembrana dos tibulos de Malpighi
interferindo na diurese dos insetos (STANISCUASKI et al., 2009). Os primeiros indicios

do efeito antidiurético do JBTX foram verificados em Rhodnius prolixus. Foi detectado
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que quando os insetos eram alimentados com canatoxina (CNTX), uma das isoformas da
urease, o decréscimo do peso do inseto, que normalmente ocorre apds a alimentagdo
devido a excrecdo da urina, era reduzido, levando ao aumento do peso dos insetos em
relacdo aos insetos nao alimentados com a CNTX (CARLINI et al., 1997;
STANISCUASKI; CARLINI, 2012).

O mecanismo de a¢do do JBTX ainda nao esta totalmente elucidado e nao ha
estudos de como atua em lepidopteros. Ja foi verificado seu potencial de desestabilizar
membranas biologicas (BARROS et al., 2009), possuir efeito antidiurético devido a agao
nos tibulos de Malpighi (STANISCUASKI et al., 2009), apresentar efeito neurotoxico
devido a interferéncia na atividade das enzimas 6xido nitrico sintase (NOS) e UDP-N-
acetilglicosamina pirofosforilase (UAP) (GALVANI et al.,, 2015) além de afetar a
resposta imune, afetando a capacidade de neutralizagdo de infeccdo bacteriana

(FRUTTERO et al., 2016).

Galvani et al. (2015) estabeleceram que a UAP interagia fisicamente com o JBTX
no SNC elevando a atividade enzimatica da UAP. Entretanto, Fruttero et al. (2017)
observaram que o JBTX desencadeia uma diminui¢ao na expressao de RNAm de UAP e
quitina sintetase, afetando a sintese de quitina. Em insetos a quitina tem um importante
papel, uma vez que ¢ componente da cuticula, glandulas salivares, traquéia, matriz
peritrofica (MERZENDORFER, 2011). Assim, a ocorréncia de mas-formagdes durante a
ecdise e presenca de sulcos no tegumento das larvas podem ser decorrentes do efeito da

proteina entomotoxica JBTX.

Foram realizados estudos de transformacao genética de tabaco (MULINARI,
2008), cana de agucar (BECKER-RITT et al., 2017), soja (dados ndo publicados) e milho
(DIDONE, 2018) expressando a proteina entomotéxica JBTX visando avaliar seu
potencial de controle de insetos-praga. Mulinari (2008) realizou a transformacao genética
de tabaco via A. tumefaciens para inser¢do do gene codificante para o peptideo JBTX. As
plantas obtidas foram ofertadas a Spodoptera frugiperda e induziram de 50 a 100% de
mortalidade em 15 e 30 dias, a mortalidade foi relativa ao nivel de expressdao de JBTX

em diferentes linhagens transgénicas. Becker-Ritt et al. (2017) produziram plantas de
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cana-de-agtcar a partir de calos bombardeados. A avaliagdo das plantas quanto ao
potencial entomotoxico aos lepidopteros Diatraea saccharalis e Telchin licus licus,
demostraram que as plantas sdo resistentes a estes insetos, causando até 100% de

mortalidade das larvas.

Plantas de soja transformadas via A. tumefaciens e expressando o JBTX causaram
53% de mortalidade até o oitavo dia de experimento, enquanto as larvas estavam sendo
alimentadas com as plantas GM, e 100% de mortalidade em 30 dias (dados nao
publicados). Plantas de milho GM obtidas via transformagdo com A. tumefaciens e
expressando o gene da proteina entomotoxica JBTX foram testadas quanto aos efeitos
causados em S. frugiperda quando as larvas foram submetidas a alimenta¢do com as
plantas transgénicas. O nivel de mortalidade nas fases larval e de pupa foi de 39%, valor
relativamente baixo quando comparado aos bioensaios utilizando o peptideo purificado e
plantas transgénicas avaliadas em S. frugiperda (MULINARI et al., 2007; MULINARI,
2008) e outros lepidopteros praga (BECKER-RITT et al., 2007; DIDONE, 2018). Porém
foram observados efeitos subletais no desenvolvimento das larvas como o atraso no
desenvolvimento, reducao de peso, consumo e tamanho em relacao as larvas alimentadas

com as plantas controle e reducio na fecundidade dos adultos (DIDONE, 2018).

No presente trabalho foi obtido cerca de 40% de mortalidade acima da verificada
no controle, enquanto as larvas estavam sendo alimentadas com as plantas GM contendo
o gene JBTX (10 dias de experimento). Ja quando as larvas foram transferidas para dieta
a mortalidade foi de 26% acima da verificada no controle. A ocorréncia de mortalidade e
persisténcia de efeitos deletérios mesmo apos cessada a alimentacao das larvas com as
plantas foi relatada quando testadas plantas de soja (dados ndo publicados) € milho GM

(DIDONE, 2018) quantos aos efeitos em H. armigera e S. frugiperda.

Os dados obtidos nos bioensaios demostram o efeito entomotoxico de ambas as
substancias inseticidas utilizadas — hpRNA-rieske e JBTX — quando presentes em plantas
GM de tabaco. Indicando o potencial de ambas tecnologias serem utilizadas como

mecanismo de controle de H. armigera via produgio de plantas transgénicas.
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A utilizagdo de plantas empilhadas para manejo de insetos apresenta vantagens em
relagdo a utilizacdo de plantas expressando somente uma substincia inseticida,
especialmente por retardar o aparecimento de insetos resistentes a ambos mecanismos

presentes nas plantas empilhadas.

Os resultados obtidos no bioensaio com os eventos simples e empilhados
demostraram que os hibridos hpRNA-rieske x JBTX e JBTX x hpRNA-rieske nao foram
superiores ao parental R12/2, uma das possibilidades ¢ que neste evento o gene esteja em
homozigose resultando em maior nivel de expressdo do hpRNA-rieske em relagdo aos
hibridos heterozigotos. No entanto a obten¢do da homozigose nas plantas hibridas pode

modificar esse cenario.

Ni et al. (2017) avaliaram o empilhamento de plantas expressando a toxina Bt e
plantas expressando hpRNA complementares aos genes JHAMT (JHA) envolvido na
sintese de hormdnio juvenil, e JHBP (JHB), que transporta o hormdnio juvenil para os
orgaos, ambos complementares aos genes de H. armigera. A avaliacdo da progénie F2
dos hibridos em homozigose demostrou que os hibridos Bt + RNAi foram superiores no
controle de larvas de H. armigera suscetiveis a toxina Bt em relagdo ao evento
homozigoto expressando somente o hpRNA-JHA e hpRNA-JHB. Porém as plantas
empilhadas ndo diferiram do parental expressando somente a toxina Bt em larvas de H.

armigera suscetiveis a esta toxina.

A utilizacdo de plantas empilhadas para controle de insetos-praga retarda a
evolugdo da resisténcia devido a baixa frequéncia inicial de individuos resistentes a ambas
substancias inseticidas (FERRE; VAN RIE, 2002). Porém, para que esta estratégia seja
eficiente ¢ necessario que as substancias inseticidas possuam diferentes mecanismos de

acao e ndo ocorra resisténcia cruzada (BERNARDI et al., 2011).

As tecnologias testadas neste trabalho sdo contrastantes em muitos aspectos.
Enquanto o JBTX ¢ um peptideo derivado de urease vegetal, que possui efeito
entomotoxico devido a a¢do da toxina em diversas atividades bioldgicas, 0 mecanismo de

RNAI ¢ baseado na expressdao de moléculas de RNAdf com capacidade de suprimir o
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nivel de transcritos de genes endogenos especificos, dependo da presenca e acdo da
maquinaria RNAi na célula. Além disso, o JBTX ¢ uma toxina de amplo espectro afetando
insetos de diferentes ordens (MULINARI et al., 2007) e que apresenta efeito residual com
acio na biologia do inseto mesmo apos cessada a alimentagio com o peptideo (DIDONE,
2018). Ja o RNAIi é um mecanismo de silenciamento de genes especificos que apresentam
complementariedade de pares de base com o RNAdf disponibilizado, porém depende de
disponibilizagdo continua das moléculas desencadeadoras do silenciamento para
verificacdo da reducdo do nivel de transcritos e efeitos letais e subletais, especialmente

em insetos da ordem Lepidoptera.

A grande vantagem da utilizagdo dos hibridos hpRNA-rieske x JBTX e JBTX x
hpRNA-rieske ¢ o emprego de duas tecnologias de controle de insetos-praga com
diferentes mecanismos de a¢do no inseto-praga alvo, fator que pode determinar maior
durabilidade de ambas tecnologias. Além disso, se os hibridos foram levados a
homozigose, mediante autofecundacdo, eles podem vir a superar os eventos parentais

simples.

A avaliag¢do do nivel de expressao gé€nica nas larvas tratadas com o evento R12/2
e os hibridos demostraram que alguns dos hibridos ndo apresentaram reducdo na
expressdo do gene rieske no sistema digestorio e nos tecidos do restante do corpo das
larvas, enquanto as larvas alimentadas com o evento R12/2 apresentaram redu¢ao no nivel

de transcritos de 62% no sistema digestorio e 57% nos tecidos do restante do corpo.

O mecanismo de RNAi em lepidopteros ¢ muito sensivel e sujeito a diversos
fatores que contribuem para a pobre resposta de silenciamento nestes insetos. A auséncia
do silenciamento nas larvas alimentadas com algumas plantas empilhadas pode ter
ocorrido devido a interagdo entre as duas substancias inseticidas e interferéncia do JBTX
na efetiva captagao do hpRNA pelas células ou até mesmo na resposta da maquinaria do

mecanismo de RNAI, situacao que deve ser melhor investigada.
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6 CONCLUSAO

Foi possivel a obtengdo de plantas geneticamente modificadas de tabaco contendo
os genes para expressao do hpRNA-rieske ¢ JBTX e ambas substincias inseticidas,
quando expressas nas plantas, causaram mortalidade e reduziram o consumo das larvas

de H. armigera.

O cruzamento dos eventos simples hpRNA-rieske ¢ JBTX resultou em progénies
contendo ambos os genes de interesse. O empilhamento se mostrou viavel e as larvas de
H. armigera alimentadas com as plantas empilhadas apresentaram mortalidade e reducao
do consumo. Porém, novos estudos sobre a interagao entre o mecanismo RNAi e JBTX e
a indu¢do da homozigose dos dois transgenes inseridos nas plantas irdo fornecer melhores
resultados em relagdo ao real potencial de controle e a viabilidade da utiliza¢ao de ambas

substancias inseticidas em conjunto.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

A realizagdo de estudos moleculares na planta, especialmente relacionados ao
nimero de copias e expressdo dos transgenes sdo importantes para melhor analise e

compreensao dos resultados observados.

A analise dos hibridos hpRNA-rieske + JBTX e dos eventos simples, utilizados
como parentais, que apresentam ambos os genes em homozigose pode fornecer melhores
resultados quanto ao real potencial de controle de H. armigera utilizando ambas
tecnologias empilhadas em plantas transgénicas. Além disso, os hibridos obtidos pelo
cruzamento de outros parentais com bons resultados, como o evento R32/2, que causou
alta mortalidade e baixo consumo, podem ser avaliados futuramente para melhor

compreensdo do empilhamento génico das duas metodologias.

Posteriormente, verificado o potencial de utilizagdo do empilhamento para
controle de H. armigera, ambas tecnologias podem ser transferidas para plantas com
maior interesse agrondmico que sdo atacadas por H. armigera, como algodao, soja, milho,
citrus e tomate. Inclusive, plantas transgénicas de milho expressando o gene JBTX
produzidas no Laboratorio de Biotecnologia Vegetal e avaliadas quanto ao potencial de
controle de S. frugiperda podem ser utilizadas para a introdu¢do da construgdo génica
para expressdo do hpRNA-rieske visando o empilhamento génico e desenvolvimento de
plantas resistentes a H. armigera e/ou outros lepidopteros intimamente relacionados

como Helicoverpa zea, inseto-praga de milho.
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ANEXOS



Anexo I Protocolo de transformagao genética de tabaco utilizando A. tumefaciens
(Horticultural Research Laboratory — USDA-ARS)

1. Crescer A. tumefaciens a 28°C em meio YEP com o antibidtico apropriado, no caso da
EHA 101 contendo o plasmideo pMCG1005 os antibioticos a serem utilizados sao

canamicina e spectinomicina.

2. Precipitar as bactérias e resuspender o pellet em meio de infec¢do (ODgoo= 0,6 a 1).

3. Preparar os explantes: cortar discos foliares de tabaco de 0,5 a 1 cm?.

4. Incubar os explantes com a solu¢do de A. tumefaciens por 3 a 5 min.

5. Colocar os explantes sobre folhas de papel absorvente estéreis para retirar o excesso de
bactéria dos explantes.

6. Colocar os explantes em meio de cocultivo e manter em cdmara de crescimento a 27°C

durante 3 dias.

7. No terceiro dia, colocar os explantes sobre folhas de papel absorvente estéreis e transferir

para meio de selegdo. Usar 5 explantes por placa

*®

Manter as placas em camara de crescimento a 28°C com fotoperiodo de 16 horas de luz.

9. Apds 3 a 5 semanas brotagdes crescerdo das bordas dos explantes. Quando as brotagdes
estiverem do tamanho suficiente para serem separadas dos explantes, cortar as brotagdes

e transferir para meio de enraizamento.
10. Apds a formacao de raizes, aclimatizar as plantas e transferir para a casa de vegetacao.



Anexo 11

124

Meios de cultura utilizados no processo de transformagdo genética
(Horticultural Research Laboratory — USDA-ARS)

Meios Composic¢ao

YEP solido 5 g/L extrato de levedura, 10 g/L peptona, 5 g/L NaCl, 8 g/L de agar, pH
6.8.*

YEP liquido 5 g/L extrato de levedura, 10 g/L peptona, 5 g/ NaCl, 8 g/L de agar, pH
6.8.*

Infecgao Sais MS com vitaminas, 0,1mg/L de ANA (acido naftalenoacético), 1 mg/L
de BAP (6-benzilaminopurina), 3% de sacarose.*

Co-cultivo Sais MS com vitaminas, 0,1mg/L de ANA, 1 mg/L de BAP, 3% de sacarose,
8g/L de agar.*

Selecgao Sais MS com vitaminas, 0,1mg/L de ANA, 1 mg/L de BAP, 3% de sacarose,
8g/L de agar, 500 mg/L de cefatoxima e 3,0 mg/L de Bialaphos®.*

Enraizamento | Sais MS com vitaminas, 0,1mg/L de ANA, 3% de sacarose, 8g/L de agar,

500 mg/L de cefatoxima e 3,0 mg/L de Bialaphos®.*

* Os antibidticos, fitoreguladores e agente seletivo, quando necessarios, serdo adicionados apos
a autoclavagem dos meios com temperaturas em torno de 50°C.
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