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Figura

Titulo

Biologia comportamental da T. absoluta. (A) Fase adulta,
(B) Ovos postados apds acasalamento, (C) Fase larval
predatoria, (D) Efeito de abertura de galerias em frutos e
(E) Efeito de formacdo de minas em parénquima foliar.
Imagem modificada de Villas Boas et al., 20009.

Mecanismos de acdo membranolitica da toxina Bt. A
interacdo especifica das toxinas com as membranas
hospedeiras ocorre por interacdo molecular com
receptores celulares, seguido de um dos possiveis
mecanismos de agéo. (a) incorporacdo dos esporos de B.
thuringiensis pelo hospedeiro, (b) dissolucdo das
protoxinas Bt, (c) fragmentacdo das protoxinas por agdo
proteolitica, (d) interacdo com receptores seguida da
formac&o de poros transmembranares.

Representacdo  esquematica do vetor (GS58283-
13pC2300Cry10Aa, que contém o cassete de expressao
pC2300Cry10Aa portador do fragmento codante da
proteina Bt Cry10Aa; promotor 35SCaMV; e terminador
ocs3’) e o gene marcador de selegdo nptll.

Oligonucleotideos gene especificos utilizados para
checagem da presenca dos transgenes cryl0Aa e nptll.
(@) Primers iniciadores Forward e Reverse especificos
do transgene cryl0Aa. (b) Primers iniciadores Forward
e Reverse especificos do transgene nptll. O tamanho e a
temperatura de anelamento dos primers também estédo
descritos na figura.

Diagrama dos componentes amostrais para a checagem
de segregacdo do fragmento codante crylOAa. (a)
disposicdo das plantas pertencentes a linhagem L2-
crylOAa, (b) disposicdo das plantas pertencentes a
linhagem L10-cryl0Aa, (b) disposicdo das plantas
pertencentes a linhagem L11-cryl0Aa.

Disposicdo dos componentes do bioensaio. (A)
representacdo esquematica do ensaio de nimero 1 (um),
(B) representacdo esquematica do ensaio de nimero 2
(dois). (I) Periodo de oviposi¢do de T. absoluta. (1)
Monitoramento da emergéncia de adultos de T. absoluta,
por meio da realocacdo das plantas com linhagens
oriundas de mesma gaiola.

Anélise molecular por PCR e imunoensaio de fluxo
lateral das linhagens transgénicas L2-cryl0Aa, L10-
crylOAa e L11-cryl0Aa, bem como da linhagem WT.
(A) Analise da amplificagdo do fragmento codante
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cryl0Aa por PCR. M, marcador de peso molecular (1kb
Plus, Invitrogen), C- controle negativo, L2, L10 e L11
aliquotas de DNA gendmicos referentes as linhagens
transgénicas, WT aliquota de DNA gendmico referente a
linhagem de tomate selvagem e C+ aliquota de suspenséo
do vetor GS58283-13pC2300Cry10Aa. (B) Analise da
amplificacdo do fragmento codante nptll por PCR. L2,
L10 e L11 aliquotas de DNA gendmicos referentes as
linhagens transgénicas, WT, aliquota de DNA gendmico
referente a linhagem selvagem, C+ aliquota de suspenséo
do vetor GS58283-13pC2300Cry10Aa e M, marcador de
peso molecular. (C) Andlise de imunoensaio de fluxo
lateral especifica para a enzima NPTII para as linhagens
transgénicas L2-cryl0Aa, L10-cryl0Aa e L11-cryl0Aa,
bem como para a linhagem de tomate WT.

Anadlise de Southern blot do DNA genémico de 9 (nove)
plantas transgénicas de Solanum lycopersicum
regeneradas a partir de 3 (trés) calos independentes, e
uma planta de tomate ndo transgénica. O numero
amostral referente as plantas GM analisadas dividem-se
em um total de 3 (trés) linhagens (L2-cryl0Aa, L10-
crylOAa e L11-cryl0Aa), tendo sido analisadas um total
de 3 plantas para cada uma das linhagens supracitadas.

Ensaio de imunoadsor¢do enzimatica (ELISA) para
CrylOAa. Linhagens experimentadas: Linhagem
controle WT, Linhagem L2-cryl0Aa (L2.1, L2.2,L2.3),
Linhagem L10-cryl0Aa (L10.1, L10.2 e L10.3) e
Linhagem L11-cryl0Aa (L11.1, L11.2 e L11.3). Uma
diluicdo de 15 ng/pL da proteina Cryl0Aa foi utilizada
como controle positivo para o ensaio.

Plantas de tomate desafiadas em ensaio com T. absoluta
apos 25 dias transcorridos. (A) Plantas pertencentes a
linhagem L10-cryl0Aa, (B) Plantas pertencentes a
linhagem Wild Type.

Média total de emergéncia de adultos de T. absolutas em
ensaio comparativo. WT: Média de emergéncia de
adultos de T. absoluta em ensaio com plantas da
linhagem Micro-Tom selvagem, L2: Média para ensaio
com plantas L2-cryl0Aa, L10: Média para ensaio com
plantas L10-cryl0Aa, L11: Media para ensaio com
plantas L11-cryl0Aa.

Média total de emergéncia de adultos de T. absolutas em
ensaio comparativo. Controle: Média de emergéncia de
adultos de T. absoluta em ensaio com plantas da
linhagem Micro-Tom selvagem, L10: Meédia para ensaio
com plantas LO-cryl0Aa.
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Anélise de segregacdo génica por Qui-quadrado (x?)
referente a geracdo T1 de 30 (trinta) plantas transgénicas
de tomate transformadas com o vetor GS58283-
13pC2300Cry10Aa.
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RESUMO

Mais de 90 géneros integram a familia Solanaceae com destaque para o género
Solanum, considerado um dos grandes ramos desta familia com espécies com alto valor
nutricional, biotecnoldgico, bem como medicinal, dentre estas, plantas modelos para a
biotecnologia, como: batata (Solanum tuberosum L.), berinjela (Solanum melongena), e
tomate (Solanum lycopersicum). O tomate, por sua vez, destaca-se como uma das cinco
maiores culturas comerciais no mundo devido ao seu valor industrial e biotecnologico,
muito em funcéo da variedade Micro-Tom, considerada uma planta modelo, apresentando
um ciclo de vida otimizado, bem como pela sua estatura fisica reduzida que favorece a
sua utilizacdo em investidas de interesse biotecnoldgico. A suscetibilidade de cultivo do
tomate nas mais diversas condicdes ambientais ndo anula os danos ocasionados por
eventos de instabilidades ambientais, bem como pela ac¢do continua de predadores. Este
processo que pode alcancar a marca de até 50% de perdas de producdo total em paises
subdesenvolvidos, sendo que, dentre os principais agentes predatdrios do tomate esta a
traca-do-tomateiro (Tuta absoluta). A T. absoluta é nativa da América do Sul,
amplamente descrita como um predador em culturas diversas, porém, com um amplo alvo
predatério em tomate e responsavel por cerca de 5% das perdas totais de tomate em todo
o0 mundo. Devido aos desafios associados ao controle convencional da T. absoluta, as
estratégias de manejo utilizadas, por vezes, se resumem no uso reiterado de pesticidas
sintéticos, abrindo caminho para riscos ambientais e de salude publica associados aos
mesmos. Em contrapartida, estudos recentes de monitoramento populacional tém
apontado para um aumento no surgimento de resisténcia a pesticida em populacdes de T.
absoluta aos principios ativos comumente utilizados na agricultura, enfatizando a
necessidade da busca por moléculas alternativas com seguranca e eficacia. Neste sentido,
dentre as principais biomoléculas de importancia tecnoldgica descritas nas ultimas
décadas estdo as chamadas toxinas Cry (Bt), parte integrante do metabolismo secundario
da bactéria Bacillus thuringiensis e detentoras de um vasto conteddo literario acerca da
sua toxicidade relatada contra dipteras, coledpteros, bem como lepiddpteros. Neste
trabalho, estudamos o efeito da a-endotoxina Cryl0Aa sobre T. absoluta. Com base
nestes dados e na importancia econémica e cultural associadas ao manejo da T. absoluta,
uma das principais pragas predatdrias de tomate em expansao mundial, propomos aqui
obtenc&o e validacdo de toxicidade de um tomate portador do transgene cryl0OAa para o
manejo da T. absoluta. Explantes cotiledonares de tomateiro da variedade Micro-Tom
foram  transformados via  Agrobacterium  tumefaciens EHAL105-GS58283-
13pC2300Cry10Aa. Foram geradas 3 linhagens transgénicas, confirmadas por PCR pela
detec¢do do fragmento codante da proteina Cry10Aa de 554 pb, tendo sido a sua insercao
no genoma confirmada por Southern blot. A analise da progénie confirmou a presenca do
inserto na geragdo T1, segregando em propor¢do mendeliana 3:1, 15:1 e 63:1. Por sua
vez, a andlise pelo método de imunoadsorcdo enzimatica (ELISA) revelou um maior
acumulo da proteina Cry10Aa por mg de tecido foliar fresco (~8 ng/mg) para a linhagem
L10-cryl0Aa. O bioensaio realizado com T. absoluta ndo apresentou diferenca estatistica
entre a emergéncia de adultos para os tratamentos L2-cry10Aa, L11-cryl0Aa em relagédo
a WT. Em contrapartida, os dados reforcam que a emergéncia de adultos de T. absoluta
pode ser reduzida em até 50% para a linhagem L10-cryl0Aa.

Palavras chave: Solanum lycopersicum, tomate, Micro-Tom, Agrobacterium tumefaciens,
traca-do-tomateiro, Tuta absoluta, Bacillus thuringiensis, Bt, Cry10Aa.



ABSTRACT

More than 90 genus are part of the Solanaceae family, with emphasis on the
Solanum, considered one of the great branches of this family with species with high
nutritional, biotechnological, as well as medicinal value, among these, model plants for
biotechnology, such as: the potato (Solanum tuberosum L.), eggplant (Solanum
melongena), as well as tomato (Solanum lycopersicum). The tomato, in turn, stands out
as one of the five largest commercial crops in the world due to its industrial and
biotechnological value, largely due to the Micro-Tom variety, considered a model plant,
with an optimized life cycle, as well as due to its reduced physical stature, which favors
its use in biotechnological investments. The susceptibility of tomato cultivation in the
most diverse environmental conditions does not cancel out the damage caused by events
of environmental instabilities, as well as by the continuous action of predators, a process
that can reach the mark of up to 50% of total production losses in underdeveloped
countries, being that, among the main predatory agents of tomato is the tomato moth (Tuta
absoluta), native to South America and widely described as a generalized predator in
different cultures, however, with a wide predatory target in tomato, being the damages
predatory diseases caused by T. absoluta responsible for about 5% of total tomato losses
worldwide. Due to the challenges associated with the conventional control of T. absoluta,
the management strategies used, sometimes, are summarized in the repeated use of
synthetic pesticides, opening the way for environmental and public health risks associated
with them. On the other hand, recent population monitoring studies have pointed to an
increase in the emergence of pesticide resistance in populations of T. absoluta to active
ingredients commonly used in agriculture, emphasizing the need to search for alternative
molecules with safety and efficacy. In this sense, among the main biomolecules of
technological importance described in the last decades are the so-called Cry (Bt) toxins,
an integral part of the secondary metabolism of the bacterium Bacillus thuringiensis and
holders of a vast literary content about their reported toxicity against diptera, coleopteran,
nematodes, as well as lepidopterans, largely due to the cytotoxic capacity of these toxins
against moths. In this work we studied the effect of a-endotoxin Cry1l0Aa on T. absoluta.
Based on these data and on the economic and cultural importance associated with the
management of T. absoluta, one of the main predatory tomato pests in expansion
worldwide, we propose here to obtain and validate the toxicity of a tomato carrying the
cryl0Aa transgene for the management of T. absoluta. Micro-Tom tomato cotyledon
explants were transformed via Agrobacterium tumefaciens EHA105-GS58283-
13pC2300Cryl10Aa. Three transgenic lines were generated, confirmed by PCR by
detecting the 554bp Cry10Aa protein coding fragment, and its insertion into the genome
was confirmed by Southern blot. Progeny analysis confirmed the presence of the insert in
the T1 generation, segregating in Mendelian proportions 3:1 and 15:1. In turn, analysis
by the enzyme immunosorbent method (ELISA) revealed a greater accumulation of
Cryl10Aa protein per mg of fresh leaf tissue (~8 ng/mg) for the L10-cry10Aa strain. The
bioassay performed with T. absoluta showed no statistical difference between emergence
of adults for treatments L2-cry10Aa, L11-cryl0Aa in relation to WT. On the other hand,
the data reinforce that the emergence of T. absoluta adults can be reduced by up to 50%
for the L10-cry10Aa lineage.

Key words: Solanum lycopersicum, tomato, Micro-Tom, Agrobacterium tumefaciens,
tomato leafminer, Tuta absoluta, Bacillus thuringiensis, Bt, Cryl0Aa.



LISTA DE ABREVIACOES

AlA = Acido indolacético;

ATP = Trifosfato de adenosina;

BAP = Benzilaminopurina;

BLAST = Basic Local Alignment Search Tool;
Bt: Bacillus thuringiensis

Bti: Bacillus thuringiensis Israelensis

DNA = Acido desoxirribonucleico;

EHAL05 = Linhagem de Agrobacterium tumefaciens;
Embrapa = Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria;
LB = Luria Bertani;

MES = Acido morfolino etanosulfonico;

MS = Murashige e Skoog (1962);

NPTII = Neomicina Fosfotransferase tipo II;
PCR = Polymerase Chain Reaction;

pb = Pares de bases;

pH = Potencial hidrogeniénico;

PVP = Polivinilpirrolidona;

® = Marca registrada;

RNA = Acido ribonucleico;

rpm = Rotag0es por minuto;

™ = Marca comercial;

WT= Wild Type.
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1. INTRODUCAO

Mais de 90 géneros integram a familia Solanaceae, com destaque para 0 género
Solanum, considerado um dos grandes ramos desta familia taxonémica com cerca de 2.000
espécies descritas distribuidas em regides tropicais e subtropicais do mundo. A grande
diversidade do género Solanum reflete os diversos padrdes morfoldgicos e metabolicos das
plantas que integram o género, compreendendo espécies com alto valor nutricional,
biotecnolégico, bem como medicinal, dentre estas, espécies modelos amplamente
utilizadas em estudos de caracterizacdo genémica e/ou metabdlica, como a batata (Solanum
tuberosum L.), a berinjela (Solanum melongena), bem como o tomate (Solanum
lycopersicum). O tomate, por sua vez, caracteriza-se como uma planta herbécea, de caule
liso e piloso, apresentando um fruto carnoso e rico em vitaminas € minerais, como:
vitamina C, B-caroteno, antioxidantes, além de outros importantes fitoquimicos. Nas
Gltimas décadas, estudos de caracterizacdo fisico-quimica do extrato puro do tomate
reforcaram a relacéo direta entre a ingestdo regular do extrato in natura ou processado do
tomate e a reducdo significativa na incidéncia degenerativa de funcgdes cognitivas, doencas
cardiovasculares, sindromes metabdlicas, bem como distlrbios oncolégicos (DORAIS;
EHRET; PAPADOPOULOS, 2008; ECHEVERRIA-LONDONO et al., 2020; KAUNDA,
ZHANG, 2019).

A ampla difusdo geografica do tomate tem sua origem no oeste da América do Sul,
mais precisamente no Peru, e, atualmente, se destaca como uma das cinco maiores culturas
comerciais no mundo. Nas ultimas décadas, o tomate tornou-se alvo de estudos
biotecnoldgicos, muito devido a ampla diversidade fenotipica e metabodlica existente entre
as suas linhagens comerciais e selvagens. Por sua vez, dentre os gendtipos de tomate
considerados modelo para a biotecnologia, destaca-se a cultivar “Micro-Tom”, que
apresenta ciclo de vida reduzido, bem como sua estatura fisica, favorecendo a sua
utilizacdo em investidas de interesse biotecnoldgico por meio da alocagéo escalonada das
plantas em institutos de pesquisa em todo o mundo. Por outro lado, a suscetibilidade de
cultivo do tomate nas mais diversas condi¢cGes ambientais ndo anula os danos ocasionados
por eventos de instabilidades ambientais, bem como pela agdo continua de predadores
(FAO, 2017; TRIPATHY; MALLIKARJUNARAO, 2020).

Neste sentido, estima-se que 0s danos para a agricultura mundial ocasionados pela
predacdo do tomate podem variar entre 40 e 50% da producdo total em paises
subdesenvolvidos, sendo que, dentre os principais agentes predatorios de tomate, esta a
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traca-do-tomateiro (Tuta absoluta). T. absoluta € nativa da América do Sul e apresenta
alvos predatorios em diversas culturas, como a batata (REHMAN et al., 2012) e o feijao
(NITIN etal., 2017). No entanto, T. absoluta é caracterizada pelo seu habito predatorio em
culturas de tomate, tendo sido descrita nas ultimas décadas em regibes antes ndo ocupadas,
como na Asia, Africa, Europa e na América do Norte. Nas Gltimas décadas, os danos
predatorios ocasionados por T. absoluta podem representar até cerca de 5% das perdas
totais de tomate em escala mundial (URBANEJA et al., 2012), sendo as limitacGes
associadas ao manejo da T. absoluta uma das maiores preocupagdes para a producao
comercial de tomate em todo o mundo. Considerando a importancia econémica associada
a T. absoluta, metodologias que permitam 0 manejo desta praga tém sido exaustivamente
estudadas desde meados do século XX, no entanto, estratégias baseadas no melhoramento
classico de cultivares contra T. absoluta, bem como metodologias relacionadas ao uso de
biocontroladores tém apresentado, por vezes, um elevado custo de implementacéo, bem
como uma baixa eficiéncia associada. Este processo tem limitado o controle populacional
de T. absoluta a estratégias baseadas no uso de agentes agroquimicos (HAN et al., 2019;
QUEIROZ et al., 2022).

Neste sentido, o uso reiterado dos pesticidas, estes, caracterizados pela sua
toxicidade contra plantas, animais e insetos, apresenta elevados custos associados, bem
como riscos ambientais e de saude publica. Por sua vez, os riscos associados aos pesticidas
colocam em xeque a sua utilizagdo escalonada a longo prazo, sendo que, dentre 0s
principais pontos levantados estdo: a contaminacdo do solo, &gua e do ar em areas de
cultivo, bem como o risco de interacdes inespecificas para com a fauna e flora nativas.
Outro ponto preocupante relacionado a utilizacdo indiscriminada destes agentes é a
recorréncia no surgimento de resisténcia entre as pragas alvo, processo que, segundo
especialistas, tem contribuido para o surgimento de organismos super-resistentes nos
ultimos anos (ESCOBAR-CHAVEZ; ALVARINO; IANNACONE, 2019).

Estudos recentes de monitoramento populacional tém apontado para um aumento
na ocorréncia de resisténcia em populacfes de T. absoluta contra os principios ativos
comumente utilizados na agricultura, enfatizando a necessidade da busca por biomoléculas
alternativas. Dentre as principais moléculas de importancia biotecnoldgica descritas nas
ultimas décadas para este campo de estudo estdo as chamadas protoxinas Cry (Bt) que, por
sua vez, sdo parte integrante do metabolismo secundario da bactéria Bacillus thuringiensis
e, atualmente, apresentam um vasto contetdo literario acerca da toxicidade das toxinas Bt

mediada pela sua dissolucdo intestinal em formas larvais de insetos. Dentre estas moléculas
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e considerando um intervalo de 40 anos, um compilado de estudos cientificos atestam a
toxicidade das a-endotoxina Bt integrantes da familia Cry, contra Nematoides, Dipteras,
Coleopteros, bem como Lepiddpteros. Estudos realizados nos ultimos anos evidenciaram
a capacidade citotdxica de algumas destas toxinas frente a T. absoluta, sendo que dentre
as toxinas Cry elucidadas, esta a a-endotoxina Cry10Aa, descrita na literatura com foco
em sua toxicidade contra integrantes das familias Dipteras, e Lepiddpteros, em especial,
mariposas (BRAVO et al., 2011; HERRERA ROCHA; RODRIGUEZ CAICEDO;
CANTOR, 2018). Por sua vez, os avancos alcangados no campo da genémica agricola pelo
advento da técnica do DNA recombinante, tém possibilitado a obtencdo de cultivares
comerciais portadoras de perfis hibridos que permitam uma resposta otimizada frente aos
principais fatores limitantes a sua producdo comercial.

Devido a importancia econdmica associada ao manejo de T. absoluta e
considerando a expectativa da comunidade cientifica sobre as toxinas Bt como alternativas
ao manejo das principais pragas agricolas comumente observadas em todo o mundo,
estudos anteriores comprovaram elevados niveis de eficiéncia de membros da familia de
toxinas Cry para o manejo de T. absoluta. Alguns exemplos séo os estudos envolvendo as
toxinas CrylAc e Cry2Ab, tendo sido ambas toxinas avaliadas em estudos de
melhoramento genético para o controle de pragas em tomate (HANUR et al., 2015; KOUL
et al., 2014). Neste sentido, vale ressaltar a auséncia de qualquer estudo anterior que tenha
avaliado a expressdo da toxina Cryl0Aa em tomate para o controle de T. absoluta. Com
base nestes dados e na importancia econdmica e cultural associadas ao manejo da T.
absoluta, uma das principais pragas predatorias de tomate em expansdao mundial,
propomos aqui obtencédo e validacdo de toxicidade de um tomate portador do transgene
crylOAa frente a T. absoluta.

2. REFERENCIAL BIBLIOGRAFICO

2.1. Solanum lycopersicum

A familia taxonémica Solanaceae relaciona plantas de alto valor econémico,
totalizando cerca de 3.000 espécies descritas, dentre elas, destacam-se a batata (Solanum
tuberosum), a pimenta (Capsicum frutescens), o tabaco (Nicotiana tabacum), bem como o
tomate (Solanum lycopersicum). O tomate foi primeiramente descrito por Linnaeus, em
1753 (KIMURA; SINHA, 2008; KNAPP; JARVIS, 1990), tendo sido posteriormente
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incorporado ao género Solanum e classificado como S. lycorpersicum. Estudos
moleculares recentes revelaram uma alta diversidade genética para plantas selvagens de S.
lycorpersicum no oeste da América do Sul, mais precisamente no Peru, bem como um
baixo indice de divergéncia genémica (~0,5%) entre as variedades S. lycorpersicum e S.
pimpinellifolium, sugerindo a provavel origem da espécie neste continente, bem como uma
planta mais aparentada para as linhagens comerciais de S. lycorpersicum (BAI, YULING;
LINDHOUT, 2007; GERSZBERG et al., 2015). Por sua vez, devido ao seu extenso
processo de domesticacdo, 0 tomate tornou-se parte importante da cultura e da economia
de paises da América Central, Europa, Asia, bem como da prépria América do Sul,
tornando-se uma das cinco maiores culturas comerciais do mundo (BISWAS; WU, 2017;
KIMURA; SINHA, 2008; ULUISIK et al., 2016; VINCENT et al., 2013).

O tomateiro, se caracteriza por frutos ricos em minerais, vitamina C, -caroteno e
antioxidantes, tendo sido extensivamente estudado na década pela reducdo significativa
para o surgimento doencas cardiovasculares, intestinais e tumorais em individuos que
utilizam dietas regulares a base do extrato puro do tomate. Por sua vez, dentre os 40
carotenoides essenciais para a composicdo da dieta humana, cerca de 20 deles séo
encontrados na composi¢do do tomate, evidenciando a sua utilizacdo como base para a
producdo de sucos, polpas, bem como ingrediente secundario em outros alimentos
industrializados (CARVALHO et al., 2019; GERSZBERG et al., 2015; RAIOLA et al.,
2014). De forma complementar, estudos tém demonstrado ainda uma relagéo direta entre
0 consumo regular do tomate e o controle gradual de sindromes metabdlicas como picos
hiperglicémicos (BANIHANI, 2018; FIGUEIREDO et al., 2020) e hipercolesterolémicos
(KUMAR et al., 2021; PERVEEN et al., 2015).

Dados de producdo agricola mundial de tomate para o ano de 2020 (FAO 2020)
apontaram a China (CN), Estados Unidos (USA), Reino Unido (UK) e india (IN) como
responsaveis por 70% de toda a producdo de tomate no mundo (BISWAS; WU, 2017),
sendo que, segundo levantamento da Organizagdo das Nacdes Unidas para a Agricultura e
Alimentacdo (Food and Agriculture Organization of the United Nations) que compreendeu
o intervalo de 10 anos entre 2004 e 2014, estima-se que a producdo mundial de tomate
tenha crescido em cerca de 48 milhGes de toneladas, alcangando a marca expressiva de 170
milhdes de toneladas (FAO 2005; FAO 2017). J& na segunda década do milénio, o
levantamento da FAO estimou uma producdo liquida de 51 milhdes de toneladas pela
China (FAO 2020). Neste sentido, o Brasil se destaca como um dos grandes produtores do
fruto em todo o mundo, pelo qual, segundo dados do IBGE, no ano de 2020 a producao
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nacional do tomate alcancou a marca em area cultivada de 77.965.000 de hectares. Estes
dados reforcam a importancia do tomate para a manutencédo da agricultura, da economia,
bem como da industria e da biotecnologia mundial (IBGE, 2020).

Linhagens comerciais e selvagens de tomate apresentam diferencas que ndo se
limitam tdo somente ao perfil fenotipico e metabdlico das plantas. Por sua vez, desde a
elucidacdo do genoma do tomate pelo consércio para o sequenciamento genémico de
Solanum lycopersicum, projeto que envolveu 14 paises e que foi publicado no ano de 2012
na revista Nature (The Tomato Genome Consortium 2012) (SATO et al., 2012), o
conhecimento acerca dos perfis fenotipicos e metabdlicos de S. lycopersicum, bem como
os fatores que viabilizam o seu cultivo escalonado in vitro, tornaram o tomate uma planta
modelo para programas de pesquisas em todo o mundo. Dentre estas caracteristicas
favoraveis, estdo: a adaptabilidade de cultivo em diversas condi¢des ambientais, a alta
capacidade de producdo de sementes, bem como a presenca de um genoma relativamente
curto e amplamente difundido na literatura (950MB) (KIMURA; SINHA, 2008).

Em meio a diversidade de genotipos que compde a espécie S. lycopersicum, a
variedade Micro-Tom é considerada um dos principais organismos modelos para a
biotecnologia. Dentre as caracteristicas que definem uma planta-modelo, espera-se um
ciclo de vida curto, um amplo contetdo gendmico acessivel na literatura, bem como uma
estatura reduzida, permitindo, assim, o cultivo escalonado em centros de pesquisa. Com
base nestes preceitos, a variedade Micro-Tom tem sido amplamente pesquisada em estudos
de caracterizacdo gendmica, quimica e fisiologica do tomate, sendo esta uma variagdo em
miniatura das linhagens comerciais da planta pelo qual devido a sua estatura reduzida,
apresenta suscetibilidade de cultivo em ambientes com densidade populacional
aproximada de até 1.357 plantas por metro quadrado (SUN et al., 2006). O ciclo de vida
curto é um fator chave que explica a ampla utilizacdo biotecnoldgica do Micro-Tom,
permitindo a colheita de frutos maduros entre 70 e 90 dias apds a germinagéo das sementes.
Com base na disponibilidade do contetdo cientifico sobre o Micro-Tom, essa linhagem
apresenta ainda estratégias de transformacao genetica consolidadas na literatura, fator que
possibilita a utilizagdo do Micro-Tom como uma plataforma para a implementacao de
estudos com foco na identificagdo e caracterizacdo de genes com potencial biotecnoldgico,
com rendimento superior a outras plantas modelo, como Arabidopsis e 0 arroz
(KOBAYASHI et al., 2014).

O extensivo processo de pesquisa envolvendo linhagens de tomate, como a Micro-

Tom, transformaram o tomate em uma cultura de importancia econdémica mundial e

15



pioneiro no comércio de transgénicos em todo o mundo como a primeira planta
geneticamente modificada a receber autorizacdo para o cultivo comercial pela US Food
and Drug Administration em 1992, pelo qual, o tomate Flavr Savr (Calgene) com o
silenciamento do gene codificante para a enzima polygalacturonase (PG) (SHEEHY et al.,
1987), apresentava retardo no processo de amadurecimento dos frutos, processo que
permite um periodo prolongado de exposicao do fruto ao ambiente comercial (KRAMER,;
REDENBAUGH, 1994).

Atualmente, outras 13 linhagens selvagens de tomate ainda sdo encontradas em
parte da costa oeste da América do Sul, nos Andes, bem como nas llhas Galapagos. Por
sua vez, iniciativas conservacionistas dedicam esforcos na incorporacdo destas linhagens
a bancos de germoplasma, sendo que, cada novo estudo de caracterizacao elucida genes de
importancia biotecnoldgica, possibilitando a sua incorporacdo hibrida a linhagens
comerciais de forma a permitir respostas otimizadas contra eventos limitantes para a
producdo agricola do tomate em todo o mundo (SCHAUER; ZAMIR; FERNIE, 2005).

A ampla disseminacdo geografica do tomate e a sua adaptacdo as mais diversas
condicOes climaticas contrastam com as exigéncias de cultivo desta planta, sendo que,
desde meados de 1960, programas de melhoramentos de cultivares em todo o mundo
direcionaram o seu foco para a obtencédo de linhagens comerciais de tomate com alto valor
comercial agregado, priorizando fatores como: alto perfil nutricional, rendimento de
producdo uniforme, bem como a aceitacdo de estratégias de cultivo baseadas em
agrogquimicos (DORAIS; EHRET; PAPADOPOULQS, 2008). Por outro lado, devido aos
perfis de tolerancia e/ou resisténcia analogos observados em linhagens selvagens de
tomate, a implementagdo de estudos com foco em hibridizagdo de linhagens se mostra
como um caminho oportuno, permitindo assim a obtencdo de variedades comerciais
aprimorada (KHARKONGAR et al., 2013). Em contrapartida, estratégias de hibridizacéo
de linhagens baseadas em cruzamentos induzidos, bem como em enxertamento,
apresentam, por vezes, barreiras evolutivas que culminam no baixo custo beneficio destas
metodologias quando considerada a incorporacdo de um caracter alvo, bem como a
manutencdo da qualidade e produtividade agricola dos frutos (RIGA, 2015).

Ainda sobre as variedades comerciais de tomate comumente cultivadas, fatores
bioticos e abioticos podem afetar diretamente o seu rendimento de producdo agricola,
dentre estes, destacam-se: as caracteristicas fisico-quimicas do solo (aeracdo,
compactacdo, temperatura e o teor de &gua acessivel do solo), a indisponibilidade de
nutrientes, bem como a presenca de pragas (NETO et al., 2018). A predacéo, por sua vez,
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€ a maior causa de perdas agricolas no mundo para culturas como a do arroz, batata e café,
sendo que, com relacdo ao tomate, estas perdas podem representar entre 20 e 30% da
producdo total (MAZZEI et al., 2021; SEID et al., 2015). Um outro ponto diz respeito ao
fato de que a ocorréncia de eventos predatorios de forma pontual ou persistente, bem como
danos resultantes destes, podem culminar em perda significativa da biomassa, estresse
oxidativo, alteracGes metabdlicas e estruturais, ou ainda na perda generalizada das plantas
em culturas comerciais. Dada a importancia comercial e cultural do tomate em ambito
mundial, os obstaculos associados ao manejo das principais suas pragas predatérias
contrastam com um aumento crescente na demanda por este fruto em todo o mundo,
processo este que estd em concordancia com um crescimento exponencial da populacéo
global e que exige da cadeia de produgéo alimentar uma maior disponibilidade do tomate,
bem como rapido aprimoramento das estratégias agricolas e genotipos comerciais
cultivados (LINDELL et al., 2018).

Até o ano de 1950, a populacdo mundial totalizava cerca de 1 bilhdo de pessoas,
sendo que, somente nos Ultimos 70 anos, um acréscimo exponencial de cerca de 152%
elevou a marca atual para cerca de 7,7 bilhGes de pessoas (LAL, 2007). Dentre outros
fatores que explicam o crescimento populacional citado estd o aumento gradual na
expectativa de vida das pessoas, processo que € reflexo, dentre outros fatores, de uma maior
acessibilidade nutricional basica. Estudos apontam para os proximos anos uma taxa de
crescimento populacional de 1,2% ao ano em escala mundial, exigindo dos sistemas de
geracdo de alimentos, maiores acumulados de producdo, bem como uma maior oferta de
alimentos no mercado, o que, segundo especialistas, resultaria em uma redu¢do gradual
dos precos e na distribuicdo igualitaria desses bens de consumo de forma (COHEN, 2003).
Com base nestes dados e na necessidade da otimizacdo das técnicas de producdo agricolas
para as proximas décadas, centros de pesquisa em todo o mundo direcionam seus esforgos
na busca por abordagens que permitam extrair de terras cultivaveis, elevadas taxas de
producdo liquida, processo este que se da pela otimizacdo das técnicas atuais de manejo
agricola, bem como pelo combate a pragas e doencas do campo, possibilitando a
equiparacdo entre oferta e demanda nutricional humana para as préximas décadas
(PINILLA et al., 2018; FITTON et al., 2019).
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2.2. Aumento na demanda por alimentos

Desde meados do século XX, uma ampla gama de estudos com foco conservacional
apontaram riscos ambientais associados a expansdo desordenada da producdo agricola em
todo o mundo (AHMED et al., 2021; BAI, MENGYAN et al., 2020; BILLEN et al., 2021;
HANSEN et al., 2019). Por sua vez, o avango da agricultura tem sido alvo de
questionamentos por meio da expansdo gradual das &reas cultivaveis, processo que, por
vezes, resulta na reducéo de areas preservadas ocupadas por espécies nativas, bem como
danos a integridade dos sistemas fluviais e suas nascentes (BERNERS-LEE et al., 2018).
Em contrapartida, os pontos levantados contrastam com a expectativa crescente de
aumento da populacdo mundial para as proximas décadas, sendo que, segundo estimativas
do Departamento de Assuntos Econémicos e Sociais das Nagdes Unidas, espera-se um
acréscimo de cerca de 2 bilhdes de pessoas até o ano de 2050, elevando a populacao
mundial para cerca de 9,7 bilhdes de pessoas (Nacdes Unidas Departamento de Assuntos
Econdmicos e Sociais, 2015). Estas perspectivas, segundo Ingram (2020), reforcam uma
pressdo existente sobre a cadeia de producdo de insumos a um ponto proximo da
insustentabilidade, processo que pode resultar na indisponibilidade de alimentos e no
comprometimento da nutricdo basica (seguranca alimentar) em paises desenvolvidos e
subdesenvolvidos em um futuro proximo (INGRAM, 2020).

No ano de 1996, a Cupula Mundial da Alimentagdo definiu o termo “Seguranga
Alimentar” como sendo “0 acesso econdmico a alimentos seguros e nutritivos suficientes
para todas as pessoas e em todos os momentos, de forma a atender as suas necessidades e
preferéncias alimentares para uma vida ativa e saudavel” (FAO 1996). Segundo Temesgen
e Retta (2015), atualmente, o comprometimento da seguranca alimentar é um dos
principais fatores limitantes & expectativa de vida em regides da Asia, Africa e em paises
da Ameérica Latina, sendo que, metas firmadas por paises membros da Organizacao das
Nagdes Unidas (ONU) reforcam o comprometimento dos paises em erradicar a fome e a
miséria, metas estas que estdo em concordancia com o aumento da producgéo alimentar
resultante do crescimento da populagédo mundial (FAO, 2015; TEMESGEN et al., 2015).
Por sua vez, apesar do empenho global com foco na produgdo alimentar escalonada
evidenciado nas Ultimas décadas, ainda em meados de 2010, quase 1 bilh&o de pessoas se
encontravam em situacao de inseguranca alimentar em todo o mundo (SRINIVASAN et
al., 2010), sendo que, segundo a ONU, cerca de 690 milhGes de pessoas encontram-se
atualmente em situacdo de fome, pelo qual, mesmo nos EUA o problema afeta cerca de 13
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milhdes de lares a cada ano (Wisconsin WIC Programa 2007) (BRIONES ALONSO;
COCKX; SWINNEN, 2018; INGRAM, 2011). Estudos mais recentes da Organizacao
Mundial de Saude (World Health Organization) revelaram um agravamento na condicéo
nutricional bésica em escala mundial, demonstrando que, entre os anos de 2015 e 2018, o
mundo atingiu a marca de cerca de 820 milhdes de pessoas em situacdo regular de fome
em ambito mundial, processo que se mostra em discordancia com as crescentes taxas de
producdo e distribuicdo de alimentos em todo o mundo (BOLIKO, 2019).

Neste sentido, uma combinacdo de fatores comerciais, como as altas demandas por
agrocombustiveis, bem como a erosdo gradual dos mercados financeiros mundiais ainda
resultante da crise que marcou o final da década anterior, propiciaram um aumento
exponencial dos pre¢os da alimentacao basica, bem como escassez de alguns dos principais
bens de consumo em diversos paises, dentre estes: carnes e cereais. Como estratégia para
contornar este evento, medidas de controle de exportacdo de alimentos passaram a ser
adotadas por paises produtores, culminando na reducdo do acesso aos bens de consumo e
no aumento nos precos no mercado internacional. O resultado deste processo foi o receio
generalizado de uma crise alimentar em escala global, alertando 0 mercado mundial para
a necessidade da rapida modernizacdo dos sistemas de producdo e distribuicdo de
alimentos em todo o mundo (ROSEN, 2017; TYCZEWSKA et al., 2018).

Ainda neste sentido, Tilman e colaboradores (2011) apresentam em seu estudo de
predicdo da demanda agricola futura, perspectivas de um aumento entre 100% e 110% para
as proximas trés décadas (TILMAN et al.,, 2011). Em contrapartida, a necessidade
crescente de uma maior producdo agricola contrasta com a influéncia que alguns fatores
bidticos e abidticos podem representar para a producdo no campo, dentre estes, destacam-
se a baixa disponibilidade de nutrientes no solo, a escassez hidrica, bem como a acéo de
pragas. A predacdo por pragas, em especial a predacdo de insetos, € um dos principais
fatores causadores de perdas em culturas em todo o mundo, dados que podem chegar a
metade de toda a producdo de algumas das principais culturas mundiais. Dentre as
principais culturas que se destacam pelos altos indices de predacao agricola esta o tomate,
responsavel por perdas anuais que podem chegar a casa dos US$ 4.000 ha. Dentre outros
fatores que explicam os altos danos econémicos resultantes da predacéo do tomate, esta a
auséncia de mecanismos naturais de defesa da planta somada a sua grande importancia
alimentar e cultural para a economia mundial (DA SILVA et al., 2017). De um ponto de
vista geral, 0 aumento na demanda agricola para culturas como a do tomate se ancora a

necessidade de mudancas graduais das técnicas de producdo comumente utilizadas, sendo
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que, dentre os agentes predatorios causadores de perdas em culturas de tomate em todo o
mundo, a traca-do-tomateiro (Tuta absoluta) destaca-se devido a sua alta capacidade
predatoria, bem como pela suscetibilidade disseminadora em todo o mundo (BAI,
MENGYAN et al., 2020; SYLLA et al., 2019).

2.3. Tuta absoluta

Dentre os predadores naturais mais frequentes encontrados em culturas comerciais
de tomate na América do Sul, esta a traca-do-tomateiro, pequenas mariposas pertencentes
a familia Gelechiidae, medindo cerca de 10 mm de envergadura e 6 mm de comprimento
e ciclo de vida compreendido entre 26 e 30 dias. Tendo sido primeiramente descrita por
Meyrick em 1917, T. absoluta é nativa da América do Sul. No entanto, os danos
generalizados ocasionados pela sua fase larval sdo responsaveis por perdas na producéo de
tomates na Europa, China e também no continente africano. T. absoluta apresenta em seu
leque de alvos predatérios uma ampla gama de hospedeiros secundarios, incluindo a batata
(S. tuberosum), feijdo (Phaseolus vulgaris), berinjela (S. melongena), beterraba (Beta
vulgaris), e pimentdo (Capsicum sp). Em contrapartida, T. absoluta caracteriza-se por
danos substanciais em produgdes comerciais de tomate em todo o mundo, sendo que, desde
a sua descricao, estudos de densidade populacional de T. absoluta apontam para uma taxa
de infestacdo geral de cerca de 5% da producéo do tomate em todo o mundo (CHERIF;
VERHEGGEN, 2019).

Por sua vez, o inicio da primeira década do milénio foi marcado por um alerta
associado & invasdo de populacBes de T. absoluta no Oriente Médio, Africa, Asia e na
América do Norte. Devido a suscetibilidade de disseminacdo geogréfica da T. absoluta,
esta praga foi incorporada a lista de pragas quarentendrias de grau A2
(https://gd.eppo.int/taxon/GNORAB) pela Organizacdo de protecdo de plantas (European
and Mediterranean Plant Protection Organization - EPPO), este banco de dados classifica
a T. absoluta como uma praga em expansao global, com relevancia econdmica para a
regido e o selo A2 reitera que se trata de uma praga localmente presente na regido da
Europa e do Mediterraneo (RODITAKIS; PAPACHRISTOS; RODITAKIS, 2010). A
rapida disseminacdo geogréafica de T. absoluta reforcga a alta capacidade adaptativa desta
praga as mais adversas condi¢cdes ambientais, apresentando um intervalo de temperatura e
desenvolvimento que varia entre 14 °C e 30 °C, atingindo o pico do desenvolvimento
populacional em temperaturas proximas a 30 °C (MARTINS et al., 2016). Neste sentido,
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T. absoluta apresenta um ciclo de vida variavel, adaptando-se ao periodo fenologico do
hospedeiro e atingindo o seu pico proliferativo durante o periodo de maturidade da planta
(CHERIF; VERHEGGEN, 2019). Apesar da disseminacdo recente de T. absoluta pela
Euréasia e devido ao seu habito predatério generalizado em areas de plantios, esta praga
tem se tornado uma fonte de receio generalizado para a producdo mundial de tomate. Neste
sentido, 0 comportamento da T. absoluta se caracteriza pela interacdo dos individuos em
fase adulta, com o acasalamento seguido da postura dos ovos que podem chegar a uma
marca de até 55 ovos por fémea (ERDOGAN & BABAROGLU, 2014). Os ovos
apresentam coloracdo amarelada e formato eliptico, sendo que, apds a eclosdo, originam
larvas com cerca de 6 a 9 mm de comprimento. As larvas, por sua vez, garantem a fase
predatoria que caracteriza a praga em questao, esta, por meio da penetracdo no parénquima
foliar, bem como nas flores e ramos pela formacgé@o de minas no interior do tecido e nos
frutos, pela formacdo de galerias (Figura 1) (MOUSSA et al., 2013). Estudos recentes
evidenciaram a presenca de perfis genéticos de tomates wild type caracterizados por um
grau significativo de resisténcia contra insetos, acaros e outros predadores, dentre estes, T.
absoluta (DE AZEVEDO et al., 2003). Esta resisténcia associa-se a uma maior producao
e secrecdo de compostos aleloquimicos com acao repelente, permitindo o retardo e/ou a
interrupcdo do processo de minacdo larval (BIONDI et al., 2018). Dados de producéo
agricola mundial apontam T. absoluta como responsavel pela grande maioria dos danos
predatérios observados em culturas de tomate em todo o mundo, podendo variar entre 80
e 100% da producdo total em regides subtropicais (BAJRACHARYA; BHAT, 2018).
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Figura 1. Biologia comportamental de T. absoluta. (A) Fase adulta, (B)
Ovos postados ap6s acasalamento, (C) Fase larval predatdria, (D) Efeito
de abertura de galerias em frutos e (E) Efeito de formacdo de minas em
parénquima foliar. Imagem modificada de Villas B6as et al., 2009.

Com base na alta disseminacdo geogréafica de T. absoluta, bem como pela atencéo
comercial associada a esta espécie, estratégias de manejo desta praga tém sido avaliadas
em todo o mundo, sendo que, nas ultimas décadas, estratégias baseadas no biocontrole da
T. absoluta tém sido propostas (DE CAMPOS et al., 2020; URBANEJA et al., 2012; VAN
LENTEREN et al., 2021). Estas técnicas, por vezes, se baseiam na implementacdo de
espécies predadoras que possam repelir e/ou predar ovos, larvas e adultos de T. absoluta
de forma generalizada, alguns exemplos de espécies avaliadas sdo: parasitdides
(PRATISSOLI et al., 2005), plantas biopesticidas (BRUNHEROTTO; VENDRAMIM,
2001), insetos (PICANCO et al., 2011), bem como bactérias secretoras de citotoxinas
(SABBOUR; SOLIMAN, 2014). Atualmente, estudos realizados na América do Sul
(FERRACINI et al., 2019; LUNA et al., 2015), Europa (FERRACINI et al., 2019), bem
como na Asia (HAN et al., 2018; SALAS GERVASSIO et al., 2019) e na Africa
(CHEPCHIRCHIR et al., 2021; MATERU et al., 2016) reforcam a ocorréncia de relagdes
tréficas entre espécies predadoras nativas e T. absoluta, em contrapartida, dados
publicados divergem acerca da viabilidade do biocontrole de T. absoluta no campo, isso
devido aos altos custos associados, bem como os riscos que envolvem a insercdo e a

manutencdo dos agentes controladores para com a fauna e a flora locais (DESNEUX et al.,
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2022). Outro ponto importante associado ao biocontrole de T. absoluta é o fato de que
mesmo linhagens de plantas selvagens biopesticidas apresentam, por vezes, uma baixa
producdo dos compostos citotoxicos, bem como um espectro de acdo limitado contra a
praga alvo. Uma alternativa as limitagdes do biocontrole de T. absoluta tem sido o seu
manejo quimico por pesticidas sintéticos, permitindo a intervencédo rapida e simplificada
do processo de proliferacdo da praga, deixando evidente o custo beneficio da técnica em

relacdo a outras metodologias aqui ja citadas.

2.4. Manejo de T. absoluta por pesticidas

Agentes agroquimicos, dentre estes, os pesticidas, tém sido amplamente utilizadas
nas Ultimas décadas, sendo estes, principios ativos responsaveis por repelir e/ou
interromper a proliferacdo de pragas predatorias, bem como a disseminagdo de doencas
vetoriais e resultando, por vezes, em um acréscimo expressivo nas taxas de producdo por
area cultivada (BHAT; KHAJURIA; MANSOTRA, 2019). Por sua vez, a denominagao
aprofundada de “pesticida” refere-se a moléculas isoladas ou combinadas caracterizadas
com base em sua capacidade em atuar na prevencdo, interrupcdo, bem como na refutacéo
de um vetor infectivo e/ou predador, agrupando um diversificado nimero de substancias,
como os herbicidas, nematicidas, inseticidas, moluscicida, avicidas, raticidas, bactericidas,
bem como antimicrobianos e fungicidas. Com base nisto, estes podem ainda ser agrupados
com base em suas deriva¢Ges quimicas, como sendo sintéticos ou biopesticidas, sendo que,
quando sintéticos, estes sao subgrupados com base em sua conformagcdo molecular em
cinco categorias: organoclorados, organofosforados, carbamatos, neonicotinoides e
piretroides (PANG; YANG; HE, 2016).

Desde meados de 1950, a utilizagcdo comercial dos primeiros pesticidas sintéticos
como o diclorodifeniltricloroetano (DDT), 2,4-D e BHC tornaram possivel a
implementacdo da chamada revolucgdo verde para a agricultura mundial, sendo que, nos
anos que se sucederam, estudos analiticos revelaram um aumento gradativo na producéo
agricola para os principais paises produtores, processo que se associa com a ampla difusao
dos pesticidas em escala global. Atualmente, estima-se que sejam utilizados anualmente
cerca de 3.5 milhGes de toneladas de pesticidas em todo o mundo, sendo que, segundo
dados da Organizacio das Naces Unidas para a Alimentagdo e Agricultura, a india é o
maior produtor destes principios ativos no mundo, mercado que, em sua maioria,
destinando-se aos EUA, Europa e América do Sul (LI et al., 2021; SHARMA et al., 2019;
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ZHANG, 2018). Por sua vez, a producao e/ou comercializacéo de pesticidas é regimentada
por agéncias sanitarias de cada pais, processo que tem como base o Cdédigo de Conduta e
Utilizagdo de Pesticidas da Organizacdo para a Agricultura e Alimentacdo (Food and
Agriculture Organization - FAO) (SARKAR et al., 2021), considerado um documento
modelo para regulamentar a producao, comercializacdo e o uso de pesticidas em ambito
global. Atualmente, a China se destaca pelas maiores taxas de aplicacdo de pesticidas por
hectare cultivada, alcancando a marca de até 5 vezes (13kg/ha) a média mundial (FAO,
2020).

Nas ultimas décadas, devido ao crescimento econdémico de culturas como o tomate
em todo o mundo, um ndmero cada vez maior de estudos tem apontado para uma
correlacdo entre a utilizagdo de pesticidas sintéticos e a reducdo de perdas pela acdo de
predadores naturais, com destaque para acaros (RAKHA et al., 2017), moscas (QADIR et
al., 2022) e tracas (ATAIDE et al., 2017), dados que, segundo Mazzei e colaboradores
(2021), podem representar uma reducdo media de até 30% de perdas totais. De um modo
geral, métodos seguros para a utilizacdo destes compostos sao previamente definidos com
base na legislacdo vigente em territorio nacional. Por exemplo, compete aos estados e ao
Distrito Federal legislar acerca do uso, producao, consumo e comércio de agrotdxicos em
territorio nacional, sob supervisdo da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, a
ANVISA, definindo parametros que vao desde o limite maximo de residuos permitidos, o
tempo de exposicdo ao agente quimico e o intervalo para a comercializacdo segura dos
alimentos pdés-colheita (Lei n°® 7802). Em contrapartida, devido ao perfil molecular dos
principios ativos comumente utilizados na agricultura, o0 manejo quimico traz a tona
questionamentos associados a riscos ambientais, bem como para a satide humana e animal
decorrentes da utilizacdo indiscriminada destes agentes agroquimicos, sendo que, alguns
estudos até mesmo sugerem que a T. absoluta, espécie alvo do estudo aqui implementado,
apresenta padrdes diversos de suscetibilidade ao manejo quimico nas diferentes fases do
seu ciclo de vida, pelo qual, Salazar e Araya (2021) relatam padr&es de tolerancia quimica
divergentes entre individuos de T. absoluta em inicio da sua fase larval e na fase final
(SALAZAR & ARAYA, 2001; MAZZEI et al., 2021). Outro ponto diz respeito ao fato de
que desde meados de 1990, um padrdo de baixa eficiéncia tem sido frequentemente
relatado em analises de efetividade do manejo sintético de T. absoluta, em especial, na
Ameérica do Sul (GUEDES & SIQUEIRA, 2012; GUEDES et al., 2019), sendo que,
segundo especialistas, estes padrdes de resisténcia resultam, dentre outros fatores, da
utilizacdo reiterada de pesticidas sintéticos no controle de pragas variadas nas ultimas
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décadas, até mesmo com multiplas aplicacdes por plantio, resultando no surgimento de
resisténcia em populacGes de T. absoluta em todo o mundo (GUEDES et al., 2019;
SIQUEIRA; GUEDES; PICANCO, 2000). No Brasil, T. absoluta reitera o seu perfil
predatério como uma das principais pragas de tomate, sendo que, segundo Siqueira e
colaboradores (2000) em seu estudo de caracterizacao de resisténcia pesticida associada a
populacdes de T. absoluta, uma alta frequéncia de perfis resistentes foram observados em
individuos coletados em diversas regifes do Brasil, com énfase na resisténcia contra os
agentes abamectin e cartap, dois dos principais pesticidas utilizados no Brasil nas ultimas
décadas (SIQUEIRA; GUEDES ; PICANCO, 2000).

Em contrapartida, o receio generalizado acerca do uso comercial dos pesticidas
sintéticos a longo prazo ndo se limita tdo somente ao surgimento de resisténcia em
populacBes de pragas alvo, nas ultimas décadas, instaurou-se um receio generalizado
acerca da seguranca do manejo agricola mediado por pesticidas sintéticos associados a
acumulacao dessas moléculas de forma gradativa ao longo do tempo de producéao decorrido
(BUAH-KWOFIE; HUMPHRIES; PILLAY, 2018). Neste sentido, estudos de seguranca
alimentar realizados ao longo dos ultimos anos evidenciam a presenca, em concentracfes
elevadas, de fracGes quimicas resultantes da utilizacdo de inseticidas (CHOWDHURY;
RAZZAQUE; KHAN, 2011), fungicidas (MELO et al., 2012) e herbicidas (WANG et al.,
2020) sintéticos em culturas de tomate em diversos continentes, expondo contrapontos
socioambientais que colocam em xeque a utilizacdo comercial segura a longo prazo destes
agentes, sendo que, dentre outros pontos levantados, os riscos evidenciados fazem
referéncia a acumulacdo destes componentes no solo, agua, bem como em plantas e
animais, processo que pode resultar em desequilibrio na ciclagem natural de nutrientes e
minerais no meio ambiente, como nitrato e fosfato (PAQUETTE et al., 2013).
Considerando os riscos associados a sade humana, a exposi¢do concentrada aos pesticidas
pode resultar em danos temporarios e/ou persistentes a integridade fisica dos individuos,
variando desde sensibilidades suaves, danos dermatoldgicos, danos ao sistema respiratorio
e neurotoxicidade. Por sua vez, a exposicdo prolongada a estes agentes quimicos e seus
derivados, pode ocasionar comprometimento do sistema metabdlico, reprodutivo, bem
como no surgimento de cancer.

A composicdo quimica dos pesticidas varia amplamente entre as principais familias
agroguimicas comerciais, com destaque para o principio ativo glifosato, herbicida
responsavel por 62% das aplicacGes em territorio brasileiro para culturas transgénicas
como milho (PETERS et al., 1973) e soja (PADGETTE et al., 1995). O glifosato foi
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inicialmente descrito pelo quimico Henri Martin, tendo sido amplamente utilizado na
industria para a restauracdo de pecas metalicas e como base para o desenvolvimento do
agente herbicida em 1970 pela empresa Monsanto. No ano de 2015, a International Agency
for Research on Cancer (IARC) divulgou um relatério em que é associada a exposi¢ao
humana e animal ao glifosato, a ocorréncia de genotoxicidade e estresse oxidativo em
células animais, processo que €, por vezes, associado ao surgimento de mutagenicidade
(FRITSCHI et al., 2015).

No meio ambiente, 0s riscos associados a utilizagdo indiscriminada dos pesticidas
referem-se a composicdo molecular generalizada de alguns destes agentes, sendo que, a
insolubilidade, bem como a reatividade de alguns destes agentes, impede, por vezes, a
incorporagéo natural dos mesmos ao metabolismo de plantas, animais e microrganismos
no meio, tornando-os componentes acumulativos denominados xenobidticos. Desde
meados do século XX, o avanco da inddstria, da medicina e da agricultura alavancou a
producdo e utilizacdo destes componentes quimicos sintéticos e, bem como a acumulacéo
do produto residual destes componentes no meio. Na agricultura, por sua vez, a ocorréncia
crescente destes contaminantes no campo tornou-se um problema de saude publica em todo
0 mundo, sendo que, a inexisténcia de vias de secrecdo destes contaminantes em plantas
evidenciam o0s riscos associados a acumulacdo destes contaminantes em vias de
alimenta¢do humana e animal (KOSCHMIEDER et al., 2021). Em animais, por sua vez, o
processo evolutivo propiciou 0 surgimento de vias de secre¢do de uma ampla gama de
contaminantes. No entanto, dentre outras caracteristicas relativas a estes contaminantes, a
sua conformacdo molecular, por vezes, inviabiliza a solubiliza¢do destes agentes em meio
intracelular, impedindo a incorporacgdo destas moléculas as vias de desintoxicacdo celular,
resultando, por vezes, em bioacumulacdo residual. Especialistas associam a expansao
industrial, bem como o avanco da agricultura, as principais causas do aumento na
ocorréncia de eventos de contaminagdo por compostos xenobidticos no ambiente, processo
este que resulta da méa destinacdo destes quimicos no meio ambiente.

De um modo geral, a baixa eficiéncia frequentemente relatada no manejo de
algumas das principais pragas comerciais por manejo sintético, seguido do risco associado
a utilizacdo destes compostos, reforcam a necessidade da busca por biomoléculas
alternativas com efetividade e seguranca. Neste sentido, a engenharia genética apresenta-
se como uma ferramenta capaz de possibilitar a obtencdo de linhagens portadoras de perfis
genéticos melhorados que possibilitem uma resposta otimizada frente a eventos de

infestacdo de pragas por meio da expressdo génica de transgenes codificadores de
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biomoléculas caracterizadas com base em seu mecanismo de acdo contra uma ou mais
pragas alvo (LIU et al., 2021; RUIU, 2018).

2.5. A genOmica a servico da agricultura

Desde a elucidacéo da estrutura do DNA em 1953 por Watson e Crick (WATSON
& CRICK, 1993), pesquisadores em todo o mundo tem dedicado seus esforcos em
abordagens que permitam a expansdo do reconhecimento literario acerca do genoma de
microrganismos, plantas e animais para a incorporacdo de genes de interesse
biotecnol6gico ao genoma de uma gama de organismos de relevancia econdmica, com
destaque para as culturas agricolas comerciais. Considerando a necessidade crescente da
obtencdo de avancos no combate aos efeitos danosos as adversidades ambientais, bem
como a acdo de pragas podem representar na producédo agricola, a incorporacdo da técnica
do DNA recombinante a agricultura representou um dos maiores avangos para a producao
de alimentos desde a domesticagdo de algumas das principais culturas comerciais
comumente cultivadas ao longo da histéria da humanidade (FRIEDRICHS et al., 2019;
NAIK et al., 2019).

Tendo como base 0s mecanismos de homologia e reparo do DNA, o advento do
DNA recombinante tem possibilitado a obtencdo de cultivares portadores de genomas
hibridos, processo resultante da combinacdo heter6loga de fragmentos de DNA de origens
distintas, permitindo, por exemplo, a incorporacdo de um gene marcador de resisténcia ou
tolerancia contra um dado fator bidtico ou abiotico e otimizando o arremate de linhagens
de interesse comercial. Nas Ultimas décadas, a ampla utilizacdo da recombinacdo do DNA
para a agricultura, se deve, dentre outros fatores, as limitagdes de eficiéncia apresentadas
por metodologias baseadas no melhoramento classico de cultivares, sendo que, enquanto
as metodologias convencionais baseadas em cruzamentos induzidos, por vezes,
apresentam incertezas quanto a incorporacdo do caracter alvo, além de demandarem um
maior tempo decorrido de trabalho e custos elevados de producdo, a recombinacgao genética
permite a incorporagdo de um carécter alvo de forma rapida e como com alta especificidade
(JINEK et al., 2012; YANG & GAO, 2018).

Dentre os transgenes de interesse agricola exaustivamente pesquisados nos ultimos
anos, destacam-se genes associados a tolerancia hidrica (DARMANTI et al., 2016; GOEL
et al., 2011), genes de interferéncia contra indugdes virulentas (CHUNG & JANDER,
2022), bem como toxinas biopesticidas contra pragas (ALMEIDA et al., 2021), em
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especial, genes associados a defesa contra predadores naturais. Desde meados de do século
XX, a caracterizacdo molecular e genémica de uma ampla gama de toxinas microbianas
tem se tornado alvo de estudos biotecnoldgicos, isto se d& pela atividade citotdxica
caracteristica de algumas destas toxinas contra grupos de pragas agricolas de relevancia
econémica, com destaque para fragmentos codantes das chamadas toxinas Bt que sdo parte
integrante do genoma da espécie B. thuringiensis e portadoras de um vasto acervo literario,
tendo sido extensivamente isoladas para o controle de pragas de relevancia comercial desde
meados do seculo XIX (KAHN et al., 2021; MARQUES et al., 2018).

2.6. B. thuringiensis

B. thuringiensis é uma espécie de bactéria gram-positivas pertencentes a familia
Bacillaceae, que foi primeiramente isolada por Ishiwata, em 1901, em larvas do bicho da
seda (ISHIWATA, 1901). Dentre a ampla diversidade de ambientes ocupados por B.
thuringiensis, culturas desta bactéria podem ser comumente isoladas em amostras de solo,
agua, bem como em material biolégico em decomposi¢do. Ao final do século XX, B.
thuringiensis tornou-se alvo de investidas de interesse biotecnolégico devido ao fato de
que, quando expostas a eventos como escassez de alimentos e/ou alta densidade
populacional, o acumulo de proteinas sinalizadoras desencadeia eventos de esporulacao,
sendo estas estruturas vegetativas compostos, em grande parte, por corpos de inclusao
localizados em posicdo parasporal em formas diversas como: irregulares, esféricas, ovais
e/ou bipiramidais. Dentre a diversidade da composicao proteica e estrutural do esporo de
B. thuringiensis, destaca-se as inclusdes cristalinas denominadas 6-endotoxinas, um amplo
grupo de toxinas que entre outras caracteristicas, apresentam propriedades
imunorreguladoras (BORIN et al., 2021; RUBIO; BRAVO; OLMOQOS, 2017), bem como
alta letalidade em interacdes com fases larvais de insetos de diferentes ordens, dentre estes:
Lepiddpteros, Dipteras e Coledpteros, além de outros organismos como: bem como
lagartas, acaros e protozoarios. A eficiéncia de B. thuringiensis em expressar um ou mais
genes codificantes de endotoxinas de esporos durante a sua fase estacionaria permite um
alto espectro de atuacdo patogénica oportunista contra larvas de insetos e outros
organismos enfraquecidos (HECKEL, 2020; SCHNEPF et al., 1998).

As é-endotoxinas sdo objetos de estudo biotecnoldgico desde meados de 1870,
podendo ser definidas como lipopolissacarideos formados, em parte, pelo seu conteddo

interno proteico. Nas ultimas décadas, investidas cientificas foram idealizadas para as d-

28



endotoxinas de B. thuringiensis como biopesticidas para 0 uso na agricultura comercial e
no controle de pragas em geral, esse processo se da pelo fato de que, dentre a ampla
diversidade de toxinas que compdem este grupo, como: parasporinas, S-layer, Vip,
proteinas Sip, bem como as toxinas do tipo Cristal (Cry) e Citolitica (Cyt), as toxinas Cry
e Cyt tem sido extensivamente descritas pelo seu amplo espectro de toxicidade conhecida
contra grupos taxondmicos de insetos, pela sua baixa toxicidade contra células de
mamiferos, outros animais e plantas, bem como pela suscetibilidade destas biomoléculas
em ser biodegradadas em um curto espago de tempo (DUARTE NETO et al., 2020;
MAJUMDER et al., 2018).

2.7. Familia de toxinas Cry

O perfil citotoxico atribuidos as endotoxinas Bt do tipo Cry e Cyt esta associado a
pronta solubilizacdo das mesmas em pH 8,0 caracteristico do aparato intestinal de
hospedeiros naturais da B. thuringiensis, como: insetos, sendo posteriormente ativadas pela
remocao proteolitica de um peptideo N-terminal com cerca de 30 aminoacidos, evento que
possibilita a sua interacdo com receptores celulares do epitélio do intestino médio do
organismo alvo (HECKEL, 2020). Por sua vez, as proteinas Cry e Cyt pertencem a um
grupo proteico denominado proteinas formadoras de poros (pore-forming toxins PFT),
sendo elas subdivididas com base em suas estruturas secundarias, bem como na interacdo
frente as membranas hospedeiras (Figura 2), processo este que ocorre por meio da
formacdo de canais idnicos transmembranares resultantes da disposicdo estrutural de feixes
em a-hélice, que para as toxinas Cry, corresponde ao seu dominio I. Em contrapartida, a
formacéo de um barril de monémeros de folhas-p se da para toxinas pertencentes a familia
B-barril. Neste sentido, a familia alfa-helicoidais € composta por toxinas como: exotoxina
A, colicina, toxinas 3d-Cry, sendo que a familia B-barril inclui, dentre outras, as toxinas:
perfringolisina O, aerolisina, hemolisina, bem como as toxinas Cyt. Em ambos 0s casos, a
formacéo dos poros supracitados € sucedida do extravasamento do conteudo intracelular
hospedeiro, processo este que proporciona aos esporos, um meio de germinagéo e que por
vezes resulta em um quadro de septicemia e na resultante morte do individuo (BRAVO;
GILL; SOBERON, 2007).

De um modo geral, as toxinas Cry sdo classificadas com base em sua estrutura
primaria, sendo divididas em 54 grupos principais (Cry1-54), bem como em uma ampla
diversidade de toxinas variantes caracteristicamente nomeadas pela presenca de letras. Em
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sua maioria, as toxinas Cry apresentam 3 dominios moleculares, sendo comumente
classificadas por toxinas 3d-Cry. Os dominios Il e 111 s&o caracteristicamente conservados
e apresentam certo grau de similaridade com outras toxinas Bt, j& o dominio Il é formado
por um conjunto de 3 folhas-f antiparalelas que configuram um nucleo hidrofobico e
garantem a exposicao das chamadas regides de loop, envolvidas com a interagdo para com
o receptor da célula hospedeira (BRAVO; SOBERON, 2008).

O dominio I (N-terminal), é composto por um conjunto de 7 a-hélices dispostas em
feixes, sendo esta conformac&o caracteristicamente ressaltada pela presenca de uma hélice
hidrofébica disposta no centro (a-5). Por sua vez, a presenca da hélice a-5 permite a
interacdo desta com receptores especificos, sendo muito recorrente a interacdo especifica
com os receptores do caderina, abundantes nas microvilosidades das células epiteliais do
intestino médio de uma ampla gama de organismos em sua fase larval. Estudos de inibicéo
de receptores de caderina em culturas celulares tém demonstrado a reducéo da toxicidade
da Cry em larvas de insetos (GOMEZ et al., 2001), demonstrando a importancia da desta
interacdo inicial, processo fundamental para a oligomerizagéo da toxina por fragmentacéo
proteolitica, permitindo a interacdo da toxina recém oligomerizacdo para com receptores
secundarios ancorados a bicamada lipidica, processo precursor dos eventos de toxicidade
sistémica (BRAVO; SOBERON, 2008; GOMEZ et al., 2002) (Figura 2).

Tendo como base o ciclo de vida da T. absoluta e mais precisamente, a sua fase
larval, periodo que compreende a sua fase predatoria em culturas de tomate, a fase larval
de T. absoluta pode ser dividida em 4 (quatro) instares, etapas de cruciais do
desenvolvimento corporal e metabdlico da larva (GIUSTOLIN; VENDRAMIM,;
POSTALI PARRA, 2002). Neste sentido, estudos de validacao da toxicidade de toxinas Bt
contra diferentes estagios larvais de T. absoluta, ttm demonstrado uma maior acao
citotoxica contra larvas durante o segundo e terceiro instar, toxicidade que aumenta
gradativamente com o maior periodo de exposi¢do larval a toxina (4° e 5° dia).
(HASHEMITASSUIJI et al., 2015; KANDIL; ABDEL-KERIM; MOUSTAFA, 2020;
SANDEEP KUMAR et al., 2020). E previamente esperado que uma maior agao citotoxica
das toxinas Bt contra hospedeiros passe por dois pontos principais, sendo estes a
fragmentac&o proteolitica das toxinas recém solubilizadas, bem como uma rapida interacao
molecular com os receptores presentes no corpo celular do intestino médio do hospedeiro
(Figura 2). Sendo assim, a flutuagéo da toxicidade Bt em diferentes instares de T. absoluta,
relaciona-se com dois possiveis processos, sendo estes uma maior disponibilidade

proteolitica durante o 2° e 3° instar, bem como uma maior disponibilidade e/ou
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variabilidade de receptores alvo, processo que reflete em uma maior acdo citotoxica

durante estas etapa do desenvolvimento larval (DAMMAK et al., 2016).
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Figura 2. Mecanismos de a¢do membranolitica da toxina Bt. A interacdo especifica das toxinas com as
membranas hospedeiras ocorre por interacdo molecular com receptores celulares, seguido de um dos
possiveis mecanismos de acdo. (a) incorporagdo dos esporos de B. thuringiensis pelo hospedeiro, (b)
dissolucdo das protoxinas Bt, (c) fragmentacdo das protoxinas por acdo proteolitica, (d) interacdo com
receptores seguida da formacéo de poros transmembranares.

Dentre o amplo espectro citotoxico das endotoxinas Bt contra insetos, as proteinas
Cyt apresentam predominantemente toxicidade contra membros da ordem Diptera,
enquanto que as proteinas Cry, apresentam um amplo espectro de acdo citotoxica contra
Lepidoptera, Coleoptera, Hymenoptera, bem como nematoides (HECKEL, 2020). Os
genes que codificam toxinas Cry em B. thuringiensis estdo associados, em sua maioria, a
grandes plasmideos, sendo que, estudos de diversidade genética tém demonstrado uma alta
frequéncia na troca de genes Cry entre diferentes cepas de B. thuringiensis por conjugacao
bacteriana, processo que contribui para a diversidade genética entre cepas de B.
thuringiensis e proporcionam um maior espectro de a¢do de uma determinada cepa contra
uma maior diversidade de alvos biologicos (HEATH et al., 2004; MENDOZA-
ALMANZA et al., 2020).

O amplo espectro citotoxico apresentado por proteinas Cry contra formas larvais
de insetos e outras pragas resultou em um interesse crescente pela utilizagdo comercial
destas proteinas para o controle de pragas em diversos paises. A formulacdo de pesticidas
a base de toxinas Cry em sua forma isolada € um processo arduo e desfavoravel do ponto
de vista financeiro, acarretando em perda do material isolado e na redugdo do poder de
acdo da toxina a médio e longo prazo. Por sua vez, o enriquecimento gradual dos bancos

gendmicos de B. thuringiensis, nos quais, até o0 ano de 2020, cerca de 800 genes Cry haviam
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sido caracterizados com base em suas similaridades e sequéncia de aminoacidos,
proporcionaram a cada nova proteina isolada, um amplo leque de possibilidades com base
na acdo tdxica contra pragas antes inalcancaveis (MENDOZA-ALMANZA et al., 2020).

Do ponto de vista biologico, a ampla diversidade da familia de toxinas Cry reflete
diretamente no potencial destas toxinas contra insetos e outros grupos predatorios. Outro
ponto importante diz respeito ao potencial sinérgico destas toxinas, pelo qual, estudos
demonstram uma atividade conjunta de grupos de toxinas Cry e/ou Cyt contra um ou mais
hospedeiros (SALEHI JOUZANI et al., 2008). Com o advento da engenharia genética, ja
no ano de 1990, o primeiro algoddo Bt foi autorizado para plantio em escala comercial nos
Estados Unidos e na Australia, sendo que, dados apresentados em anos posteriores
demonstraram uma reducdo do uso de agentes agroquimicos para esta cultura que
ultrapassou a faixa dos 50%.Ja em 2010, a primeira soja Bt capaz de expressar uma
proteina Cry (CrylAc) foi incorporada ao mercado brasileiro pela Monsanto (Id: MON
89788 x MON 87701) (BENGYELLA et al., 2018). Com base nos riscos associados
bioacumulagdo residual pela utilizacdo dos pesticidas sintéticos para o0 ambiente, desde a
elucidagdo das primeiras toxinas Cry, um receio generalizado se formou acerca da
utilizacdo segura das culturas comerciais de plantas Bt com énfase na possibilidade de
acumulacao destes compostos no solo a curto, médio e até longo prazo, processo resultante
da degradacdo da matéria organica de culturas anteriores (MARCHETTI et al., 2007).
Estudos recentes apontam a inexisténcia de evidéncias significativas que sustentem estes
riscos, sendo que, em culturas controladas e enriquecidas pela inoculacdo de altas
concentracdes de toxinas Bt em solo e em sistemas de hidroponia, segundo Saxena &
Stotzky (2000), demonstram a auséncia da detecgdo das toxinas em tecido foliar e
radicular, bem como o correto desenvolvimento da fauna e microfauna para estes
ambientes mesmo ap0s sucessivas culturas Bt (SAXENA; STOTZKY, 2000).

Em meio a diversidade da familia genética Cry, o processo evolutivo propiciou uma
maior frequéncia para alguns genes, sendo que, dados de diversidade genética demonstram
uma maior frequéncia génica de alguns genes especificos de Cry em diferentes cepas de B.
thuringiensis, dentre estes, destaca-se 0s genes pertencentes a subfamilia cryl0 (EL-
KERSH et al.,, 2014). Neste sentido, Salehi Jouzani e colaboradores (2008) em seu
mapeamento de toxinas Cry em isolados de B. thuringiensis de solo iraniano, relatam a
presenca de 38 diferentes perfis de genes Cry, sendo o cryl0Aa o segundo gene observado
com uma maior frequéncia, tendo sido descrito em cerca de 40% das cepas isoladas
(SALEHI JOUZANI et al., 2008). O gene codificador da prototoxina Cryl0Aa foi

32



primeiramente identificada como parte integrante do genoma da B. thuringiensis subsp
israelensis (Bti), sendo que, estudos iniciais apontaram uma alta letalidade da toxina para
insetos das ordens Diptera (DE SOUZA AGUIAR et al., 2012) e Coledptera (DE SOUZA
etal ., 2012)

Em outro estudo, Viana e colaboradores relataram uma frequéncia de deteccéo do
gene cryl0Aa em cerca de 50% de amostras de solo das regibes brasileiras da Amazonia,
Cerrado e Caatinga (VIANAA et al., 2020). Por sua vez, Aguiar e colaboradores (2012)
avaliaram a acdo da proteina recombinante Cryl0Aa em ensaios frente a culturas do
bicudo-do-algodoeiro (Anthonomus grandis), sendo que os dados publicados refor¢aram a
alta afinidade das prototoxinas Cryl0Aa contra células de A. grandis, bem como uma alta
letalidade em bioensaio (DE SOUZA AGUIAR et al., 2012). Atualmente, outros estudos
caracterizam as toxinas Cry10Aa na literatura com base em seu mecanismo de agdo contra
diversos grupos predatdrios, dentre estes os membros das ordens Coleoptera (SALLET,
2013), Diptera (ARMENGOL et al., 2007), bem como Lepiddptera, em especial, existem
relatos de citotoxicidade de Cryl0Aa em mariposas (DIJAIR ANTONINO DE SOUZA
JUNIOR, 2007).

Neste sentido, quando se considera a importancia econémica e cultural do tomate
em ambito mundial, bem como a necessidades de alternativas associadas ao manejo da
mariposa T. absoluta, uma das principais pragas predatérias em culturas de tomate e
reconhecida como uma praga em expansdo mundial, € de suma importancia o estudo e a
caracterizacdo de biomoléculas alternativas que possam ser incorporadas ao leque de
ferramentas para 0 manejo da praga supracitada. Portanto, propomos aqui obtencédo e
validacao por bioensaio de um tomate portador do transgene codante da toxina Cryl0Aa

frente a acdo predatdria controlada de T. absoluta.

3. JUSTIFICATIVA

O tomate é uma das cinco maiores culturas comerciais do mundo e o patamar
econémico ocupado por esta planta em cenario mundial € colocado a prova frente as
vulnerabilidades da sua producdo comercial, processo que estd por vezes associado a
eventos sazonais e/ou regulares de alteracdes ambientais, na disponibilidade de nutrientes,
em eventos de estresse hidrico ou pela acéo de predadores naturais. Considerando os danos
ocasionados pela predacéo em culturas comerciais de tomate, um amplo grupo de espécies

sdo a tempos conhecidas pelo seu habito predatorio em culturas comerciais de tomate,
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dentre estas, estd a traca-do-tomateiro (T. absoluta), considerada como uma praga em
expansdo global e responsavel por perdas de producdo que chegam a cerca de 5% da
producdo anual de tomate em todo o mundo.

Na busca por metodologias que permitam o controle da T. absoluta € evidenciada
uma ampla gama de estudos cientificos que concordam entre si com base nas limitagdes
do manejo bioldgico de T. absoluta. Por outro lado, ha riscos associados ao uso
indiscriminado de pesticidas, e estudos sugerem o surgimento de resisténcia a
agroquimicos em populacdes de T. absoluta em diferentes paises, dentre estes, o Brasil.
Estes dados reforcam a necessidade da busca por biomoléculas com pouca ou nenhuma
toxicidade para a fauna e flora nativas, além de um amplo espectro de acdo toxica para T.
absoluta durante uma ou mais fases do seu ciclo de vida.

Neste sentido, destacam-se as toxinas Bt, caracterizadas na literatura por meio da
sua atividade citotoxica contra uma ampla diversidade de organismos com hébito
predatério em culturas agricolas. Em meio a diversidade molecular da superfamilia de
toxinas Bt est4 o subgrupo das toxinas Cry, descritas na literatura com base em sua acao
citotoxica contra membros das ordens diptera, coledptera e lepidoptera, em especial,
mariposas, tendo sido implementada nas Gltimas décadas em sua forma isolada, como
agente de controle biolégico, no manejo de grupos diversos de pragas. Apesar da
viabilidade do controle biolégico, alguns desafios como baixo rendimento no processo de
obtencdo de moléculas isoladas e dificuldade de manutencéo da integridade molecular das
mesmas tém impossibilitado a sua utilizacdo escalonada no meio agricola. Neste sentido,
o desenvolvimento de plantas de tomate geneticamente modificados expressando
biotoxinas Cry contra os principais grupos de pragas comerciais abre caminho para a
obtencdo de um tomate com potencial acdo citotdxica contra T. absoluta.

4. HIPOTESE

O gene codificador da protoxina CrylOAa incorporado ao genoma do tomate

confere resisténcia a T. absoluta.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo geral
Expresséo do transgene cryl0Aa em tomate Micro-Tom

para obtencdo de resisténcia a Tuta absoluta.

5.2. Objetivos especificos

5.2.1 Transformacdo de plantas de tomateiro via Agrobacterium
utilizando o vetor pC2300Cry10Aa.

5.2.2 Caracterizagdo genémica dos eventos obtidos por PCR e
RT-PCR e Southern blot

5.2.3 Imunodeteccdo da toxina Cryl0Aa por ELISA realizada
com anticorpo especifico para a toxina alvo.

5.2.4 Realizagdo de bioensaio com eventos transgénicos e Tuta
absoluta para analisar o efeito da alimentagdo em larvas
de para quantificacdo da emergéncia de adultos de T.

absoluta.

6. MATERIAL E METODOS

6.1. Sintese do vetor GS58283-13pC2300Cry10Aa

A construcgéo do vetor GS58283-13pC2300Cry10Aa (12442 pb) contendo o cassete
para expressdo de crylOAa foi realizada pela empresa Epoch Life Science

(www.epochlifescience.com). O cassete de expressdao pC2300Cryl0Aa possui ainda a

regido codificadora da enzima neomicina fosfotransferase tipo Il (NPTII), marcador de

resisténcia ao antibidtico canamicina em tecido vegetal (Figura 3).
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T-Border

GS58283-13 pC2300cryl10Aa
12,442 bp

Figura 3. Representacdo esquematica do vetor GS58283-
13pC2300Cry10Aa, que conttm o cassete de expressdo
pC2300Cryl0Aa portador do fragmento codante da proteina Bt
Cry10Aa; promotor 35SCaMV; e terminador ocs3’, além do gene
marcador de selecdo nptll.

A transformacéo de Agrobacterium com o vetor GS58283-13pC2300Cry10Aa teve
como base o protocolo de Brasileiro e Guimardes (2015), pelo qual uma aliquota de 1,0 puL
(~5 ng de DNA) referente ao vetor recombinante GS58283-13pC2300Cry10Aa (Figura 3)
foi adicionada a 40 pL de suspensdo de células de A. tumefaciens linhagem EH105. O
volume total da suspensdo foi transferido para uma cubeta (0,1 cm de distancia entre as 23
extremidades com polos eletrodos) e depositada em um eletroporador (MicroPulser,
BioRad, Estados Unidos) com resisténcia de 200 Q e capacitancia de 25 UF, sendo aplicado
um diferencial de potencial elétrico de 1,8 kV sobre a cubeta. Ap6s o processo de
eletroporagdo, as células foram aliquotadas em um total de 400 pL de meio LB liquido e
mantidas por 120 minutos a 28°C. O volume resultante foi transferido para uma placa
preenchida por meio LB sélido enriquecido com agentes seletores canamicina (100
mg/mL) e rifampicina (100 mg/mL). A placa foi posteriormente mantida a 28°C por 72
horas. Um total de 2 (dois) clones foram observados e isolados por inoculagdo em de meio

LB liquido acrescidos de canamicina 100 mg/mL e rifampicina 100 mg/mL, tendo sido
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novamente incubados por 72 horas a 160 rpm e 28°C. A presenca do vetor GS58283-
13pC2300Cry10Aa para os clones 1 (um) e 2 (dois) foi entdo confirmada por reacdo em
cadeia da DNA polimerase (PCR) e analisada por eletroforese em gel de agarose (AGE)
1% (m/v). Posteriormente, um total de 5mL do indculo recombinante 1 foi embebido em

5 mL de glicerol 50% e aliquotas de 200uL foram preparadas e armazenadas a -80°C.

6.2. Transformag&o de explantes de S. lycopersicum por A. tumeraciens

A transformacédo dos explantes cotiledonares de S. lycopersicum transcorreu com
base no protocolo de Sun et al. (2006), parcialmente modificado. Inicialmente, sementes
de tomate linhagem Micro-Tom foram previamente tratadas para desinfestacao, tendo sido
inicialmente suspensas em solucéo de etanol 70% por 1 minuto, seguido da transferéncia
das sementes para solucdo de hipoclorito de sddio 2% por 5 minutos. As sementes foram
lavadas com &gua destilada previamente autoclavada por 5 (cinco) vezes. As sementes
Micro-Tom, previamente desinfestadas, foram germinadas na auséncia de luz por 8 (oito)
dias em frascos de cultivo preenchidos por 35 ml de meio MS (Murashige and Skoog 1962)
com (MS vitaminas 0,5X, sacarose 1,5%, agar 0,6% e pH 5,7). Posteriormente, as plantulas
germinadas foram mantidas a 25°C em fotoperiodo de 16 (dezesseis) horas de luz por 8
(oito) horas de escuriddo durante 72 (setenta e duas) horas com lampadas de led
(irradiancia de 60 pmol m — 2 s — 1). Para a transformacdo das plantulas, uma aliquota de
suspensdo de células EH-105-GS58283-13pC2300Cry10Aa foi cultivada em meio AB
solido (CHILTON et al., 1974) enriquecido com os antibiéticos canamicina (100 mg/L) e
rifampicina (100 mg/L). Posteriormente, uma raspagem da cultura bacteriana foi realizada,
seguida da sua suspensao de 30mL em meio liquido de cocultura (MS sem vitaminas 4,3
g/L, sacarose 30 g/L, PVP 200 mg/L, MES 200 mg/L, BAP 1,1 mg/L, aia 0,1 uM,
acetoseringona 200 puM, cisteina 400 mg/L, vitamina BS SmL/L, pH 5,2). A densidade
Optica da suspensdo foi ajustada para 0,500 em equipamento espectrofotdmetro A600
(Eppendorf biophotometer plus, DE). Neste momento, secc¢Oes cotiledonares dos
primordios foliares de Micro-Tom foram embebidas na suspenséo celular citada, por meio
da separacdo do eixo embrionario, bem como das partes proximais e distais, de forma a
originar multiplos fragmentos foliares aqui denominados explantes.

Devido ao fato de o vetor recombinante GS58283-13pC2300Cry10Aa (Figura 3)
ser portador do gene nptll, que marca a resisténcia para o antibiotico canamicina em tecidos

vegetais, 0s explantes foram entdo subcultivados em meio indutor (MS sem vitaminas 4,3
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g/L, sacarose 20 g/L, PVP 200 mg/L, MES 200 mg/L, AgNO3 2 mg/L, timetin 100 mg/L,
cefotaxima 200 mg/L, zeatina 1,75 mg/L, AIA 0,17 mg/L, vitamina B5 1X, agar 0,6% e
pH 5,7) enriquecido com o0 agente seletivo canamicina 100 mg/L e mantidos por 15
(quinze) dias em fotoperiodo de 16 horas de luz, por 8 horas sem luz por 15 dias e entdo
transferidos para um novo meio. Por meio da observacdo dos calos regenerativos com
botBes adventicios, brotos regenerativos foram circuncidados no comprimento maximo do
caule e transferidos para frascos de cultivo contendo meio de alongamento e enraizamento
(Ms sem vitaminas 4,4 g/L, sacarose 30 g/L, timetin 100 mg/L, cefotaxima 200 mg/L,
vitamina B5 1X, agar 6 g/L e pH 5,7), sendo que, para auxiliar no processo de
enraizamento, 0 enriquecimento com o agente seletivo foi dispensado. As plantulas
isoladas foram devidamente aclimatadas a 25°C em fotoperiodo de 16 horas de luz, por 8

horas sem luz.

6.3. Checagem de eventos transgénicos por reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

De forma posterior, as plantulas enraizadas tiveram a presenga do cassete de
expressao pC2300Cry10Aa avaliada por meio da amplificacdo dos transgenes cryl0Aa e
nptll por reacdo em cadeia da DNA polimerase (PCR). Para isto, 0 DNA genémico foi
obtido por método de extracdo CTAB de Rogers e Bendich (1985) a partir de ~0,5 g de
material foliar, tendo sido as aliquotas de 1,5 pL de DNA gendmico referente a cada um
dos eventos de regeneracdo inoculadas em reacdo de PCR como DNA template. As reacfes
foram entdo depositadas em um termociclador (Applied Biosystems) e posteriormente
fracionadas em gel de agarose 1% (AGE 2%). Para a reacao, foi utilizada a enzima Taq
DNA Polymerase Recombinant (Invitrogen), conforme recomendado pelo fabricante,
sendo que, para a detec¢do do fragmento cryl0Aa (554pb) utilizou-se os oligonucleotideos
iniciadores (primers) Cryl0Aa-Forward e Cryl0Aa-Reverse (Figura 4a) e para a detecgédo
do fragmento nptll (479pb), foram utilizados os primers NPTII1F e NPTII1R (Figura 4b),
homologos as extremidades 5 e 3” dos respectivos fragmentos codificantes das proteinas
Cryl0Aa e NPTII. Os primers foram sintetizados pela empresa Exxtend SP
(https://www.exxtend.com.br/) contendo a sequéncia de DNA, tamanho e temperaturas de

melting informados abaixo (Figura 4).
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(a) Sequéncia Oligonucleotideos Iniciadores cry10Aa Tamanho Tm °C
Primer Foward 5' GCCCAGCGTTGTATGTTTGG 3' 20 pb 60.5 °C
Primer Reverse 5' AGTGGGTACTATGCTTGGCG 3’ 20 pb 80.5 oC
(b) Sequéncia Oligonucleotideos Iniciadores nptll Tamanho Tm °C
Primer Foward 5' GAGGCTATTCGGCTATGACTG 3' 21 pb 66.0 °C
Primer Reverse 5' CGCCTTGAGCCTGGCGAACA 3' 20 pb 62.0 °C

Figura 4. Oligonucleotideos gene especificos utilizados para checagem da presenca dos transgenes cryl0Aa e
nptll. (a) Primers iniciadores Forward e Reverse especificos do transgene crylOAa. (b) Primers iniciadores
Forward e Reverse especificos do transgene nptll. O tamanho e a temperatura de anelamento dos primers também

estdo descritos na figura.

Para o fracionamento em AGE 1%, era previamente esperado a observacao de
bandas fragmentares de ~554 pb e ~479 pb respectivamente referentes aos fragmentos
recombinantes crylOAa e nptll. Neste sentido, as plantulas PCR positivas foram
transferidas para caixas de cultivo e as plantulas PCR negativas foram prontamente

descartadas.

6.4. NPTIl ImmunoStrip® Test

De forma posterior a checagem por PCR, plantas positivadas foram testadas pelo
método de imunoensaio de fluxo lateral (ImmunoStrip - Agdia, EUA) para detec¢do da
proteina NPTI1I, onde amostras de ~10 mg de material foliar foram maceradas na presenca
do tampé&o comercial fosfato-salino (PBS) 1X, conforme as instruc6es do fabricante e ap6s
obtencéo do extrato foliar, fitas de imunodeteccdo foram inseridas e mantidas para analise
visual. A partir da identificagdo dos eventos To, sementes foram coletadas e armazenadas
ad4°C.

6.5. Analise das progénies

As linhagens positivas (geragdo To) tiveram suas sementes devidamente
germinadas em 1-solo vermelho: 1-substrato adubado: 1-vermiculita e um total de 10
plantas foram selecionadas de forma aleatdria para analise de segregacéo génica por PCR
(Figura 5). Tendo como base uma razdo Mendeliana (3:1 ou 15:1), para determinar se a

taxa de segregacao observada foi consistente com o nivel de confianga de 95%, utilizamos
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o teste do Qui-quadrado (%) de Pearson, por meio de um fator de correcio de Yates para
0s casos em que uma das frequéncias fosse menor que 5, ou quando o valor total de plantas

avaliadas fosse menor que 20.

INW NN 00000 60000
AN AN A A O00 00 00000
A Plantas da linhagem CrylOa-12 [0 Plantas da linhagem CrylOa-L10 O Plantas da linhagem CrylOa-L11

2 Analise estatistica por
Teste Qui-quadrado de Pearson.

Figura 5. Diagrama dos componentes amostrais para a checagem de segregacéo do fragmento codante
crylOAa. (a) disposicao das plantas pertencentes a linhagem L2-cry10Aa, (b) disposicdo das plantas
pertencentes a linhagem L10-cryl0Aa, (b) disposicdo das plantas pertencentes a linhagem L11-
cryl0OAa.

6.6. Analise de Southern blot

Para a analise de Southern blot, utilizou-se o protocolo de Romano e Vianna (2015),
onde o DNA gendémico das linhagens GM em homozigose foi analisado, tendo sido o DNA
de plantas Micro-Tom Wild Type (WT) usado como controle negativo. Neste sentido, 5
pg de DNA de cada planta foram digeridos com endonucleases de restricdo Spel (New
England Biolabs Inc, Ipswich, MA, EUA), fracionado em AGE 1,0%, transferidos para
membranas de nylon e hibridizados com sondas marcadas radioativamente com P32 para
detectar o Cryl0a. As sondas foram marcadas com o kit de rotulagem Decal.abel DNA
Labeling Kit (Thermoscientific, PAIS). As membranas foram pré-hibridizadas em 10 ml
de tampdo de hibridizag&o PerfectHyb Plus Hybridization Buffer (Sigma, PAIS), por 2 h a
65°C, e hibridizado por 12—16 h a 65°C com sondas radioativas P2, As membranas foram
lavadas por duas vezes durante 20 minutos com solugédo de lavagem I (SSC 2X e SDS
0,1%) e posteriormente com solucdo de lavagem Il (SSC 1X e SDS 0,1%) ambas as
lavagens a 62°C e expostas ao Amersham Hyperfilm ECL (GE Healthcare Life Sciences,
Pittsburgh, PA, EUA) por 16 horas a temperatura ambiente.
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6.7. Imunoadsorc¢ao enzimatica (ELISA)

A extracdo, deteccdo e quantificacdo do acumulo da proteina Cryl0Aa em
material foliar fresco para as linhagens L2-cryl0Aa, L10-cryl0Aa e L11-cryl0Aa, bem
como do extrato foliar referente a linhagem WT ficou a cargo da empresa Nanjing Zoonbio
Biotechnology Co LDT (Jiangsu, China) e foi realizada com base em protocolo padréo de
Imunoadsorcdo  enzimatica (ELISA) pelo método direto da empresa
(http://www.zoonbio.com/en/antibody-service-index-Testing-ELISA.html), até a corrente
data de 23 de agosto de 2022. Tendo sido realizada em 3 (trés) repeti¢Ges biologicas e trés
repeticdes técnicas (n° 9).

6.8. Ensaio de toxicidade contra T. Absoluta.

As culturas de T. absoluta foram cedidas pela Embrapa Hortalicas (CNPH),
Brasilia, Distrito Federal. O ensaio foi formulado em trés linhagens Micro-Tom-cryl0Aa
(L2, L10 e L11) e a linhagem Micro-Tom WT em um total de trés gaiolas para cultura de
insetos 45 cm x 45 cm x 55 cm (Rescholar Equipment, Haryana, india). Para as linhagens
L2-cryl0Aa e L11-cryl0Aa, um total de 10 (dez) plantas PCR positivas (homozigotas)
foram dispostas em trés gaiolas (3:3:4), sendo que, para a linhagem L10-cry10Aa, devido
a uma menor disponibilidade amostral de plantas, um total de 6 (seis) plantas PCR positivas
(homozigotas) foram dispostas nas gaiolas seguindo a padronizagéo da alocacgdo anterior
(2:2:2). O padrdo amostral reduzido referente a linhagem L10-cry10Aa foi contraposto ao
final do ensaio por um processo de compensacao estatistica por meio da equivaléncia dos
dados amostrais totais. Neste sentido, um montante de 144 (cento e quarenta e quatro)
individuos de T. absolutas em sua fase adulta foram dispostos para as 3 gaiolas (4
insetos/planta), tendo sido realizada a manutencdo de mel de abelha 10% embebido em
algodao durante todo o periodo de copulagdo e oviposicdo. Os espécimes de T. absolutas
foram mantidos na presenca das plantas até que os adultos ndo foram mais observados na
parte superior das gaiolas (término do periodo de oviposicao), tendo sido entdo as plantas
pertencentes a mesma gaiola subalocadas em gaiolas aeradas para a manutencdo da
emergéncia de adultos. Durante os 15 dias seguintes, a predacédo larval foi observada e a
emergéncia de novos adultos contabilizada para os representantes das linhagens de cada

uma das gaiolas de isolamento (Figura 6A e B).
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Figura 6. Disposi¢do dos componentes do bioensaio. (A) representacdo esquematica do ensaio de
namero 1 (um), (B) representacdo esquematica do ensaio de nimero 2 (dois). (1) Periodo de
oviposic¢do de T. absoluta. (I11) Monitoramento da emergéncia de adultos de T. absoluta, por meio da
realocacdo das plantas com linhagens oriundas de mesma gaiola.

Para ambos 0s ensaios executados, a contabilizacdo da emergéncia de adultos nas
subgaiolas foi realizada durante um periodo de 21 dias, tendo sido os dados de emergéncia
estatisticamente examinados com base em uma analise de varidncia (ANOVA) em
GraphPad  Software®  (https://www.graphpad.com/scientific-

software Prism
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software/prism/), tendo como padréo de referéncia os dados de adultos emergentes para as

plantas da variedade Micro-Tom WT.

7. RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1. Analise de plantas geneticamente modificadas (To) por PCR e NPTII ImmunoStrip®
Test

O fracionamento das reacdes de PCR para a andlise da presenca dos fragmentos
recombinantes cryl0Aa e nptll em AGE 1% apresentou um padrdo de bandas que revelou
a presenca de bandas com cerca de 554 pb para as reacdes marcadas pela presenca dos
primers CRY10aF e Cryl0aR, e bandas com cerca de 439 pb para as reacbes marcadas
pela presenca dos primers NPTIILF e NPTIILIR. Com relagédo ao imunoensaio de fluxo
lateral, o padrdo observado condiz com os resultados observados para 0 AGE 1%, sendo
que a presenca de uma marca reativa teste, que segundo o fabricante (ImmunoStrip - Agdia,
EUA) indica a presenca da enzima neomicina fosfotransferase tipo Il (NPTII) foi
observada para o extrato foliar referente as plantas das linhagens L2-cryl0Aa, L10-
crylOAa e L11-crylOAa (Figura 7C). Neste sentido e com base na fase de leitura do
cassete de expressdo pC2300Cry10Aa, do qual o gene codificador da enzima NPTII é parte
integrante, a deteccdo da proteina por ensaio imunologico supde a correta expressao do
cassete transgénico para as linhagens transgénicas. A marca de reacdo nao foi observada
para 0 extrato foliar referente a linhagem WT, dado este que reforca os resultados
apresentados pelas analises por PCR (Figura 7A e Figura 7B).

M C- L2 L10 L11 W.T

a]

2000pb —p
1500pb —p

1000pb —p
750pb —p
[~5s:p0 [
500pb —p

250pb —p

b]

2000pb —p
1500pb —p

1000pb —p
750pb —p

500pb —p

s
250pb —p

Figura 7. Analise molecular por PCR e imunoensaio de fluxo lateral das linhagens transgénicas L2-
cryl0Aa, L10-cryl0Aa e L11-cryl0Aa, bem como da linhagem WT. (A) Analise da amplificacdo do
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fragmento codante cryl0Aa por PCR. M, marcador de peso molecular (1kb Plus, Invitrogen), C- controle
negativo, L2, L10 e L11 aliquotas de DNA gendmicos referentes as linhagens transgénicas, WT aliquota
de DNA gendmico referente a linhagem de tomate selvagem e C+ aliquota de suspensdo do vetor
(GS58283-13pC2300Cry10Aa. (B) Analise da amplificacdo do fragmento codante nptll por PCR. L2, L10
e L11 aliquotas de DNA gendmicos referentes as linhagens transgénicas, WT, aliquota de DNA genémico
referente a linhagem selvagem, C+ aliquota de suspensao do vetor GS58283-13pC2300Cry1l0Aa e M,
marcador de peso molecular. (C) Analise de imunoensaio de fluxo lateral especifica para a enzima NPTII
para as linhagens transgénicas L2-cry10Aa, L10-cry10Aa e L11-cryl0Aa, bem como para a linhagem de
tomate WT.

Considerando a regido prevista para o anelamento para os primers Cryl0F e
Cry10R, bem como a posic¢do esperada para o amplicon cryl0Aa (554 pb) em AGE 1%,
tendo como referéncia o marcador DNA Ladder 1kb (Invitrogen), o padrdo de bandas
observados indica a presenca do transgene cryl0Aa para as para as reacOes referentes as
linhagens transgénicas L2-cryl0Aa, L10-cryl0Aa e L11-crylOAa (Figura 7A). O
padrdo de bandas referentes as reacBes para deteccdo de nptll, corroboram com o
esperado, baseando-se ainda na regido de anelamento dos primers NPTII1F e NPTII1R,
0s quais permitem a obtencdo de um amplicon com cerca de 439 pb. Neste sentido, as
observacOes resultantes do fracionamento das reacdes crylOAa e nptll reforcam a
presenca dos transgenes supracitados que sdo partes integrantes do cassete de expresséo
pC2300Cryl0Aa para as amostras de DNA gendmico das linhagens de tomate
transgénico L2-cry1l0Aa, L10-cryl0Aa e L11-cryl0Aa.

A inexisténcia de bandas de amplificacdo para as reacdes onde DNA template foi
substituido por agua Milli-Q, aqui denominados como controles negativos (C-), bem
como para as reagdes marcadas pela presenca do DNA template obtido de uma planta
de tomate WT, reforcam a seguranca dos resultados obtidos para as analises referentes

as linhagens transgénicas L2-cry10Aa, L10-cryl0Aa e L11-cryl0Aa.
7.2. Analise por Southern blot
A andlise de Southern blot foi realizada com 3 plantas GM aclimatadas, sendo elas
pertencentes a cada uma das linhagens obtidas (L2-cry10Aa, L10-cryl0Aae L11-cry10Aa)

provenientes de 3 (trés) eventos distintos. Por sua vez, uma outra planta de tomate Micro-

Tom WT foi utilizada como planta controle.
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Figura 8. Andlise de Southern blot do DNA
gendmico de 9 (nove) plantas transgénicas de
Solanum lycopersicum regeneradas a partir de 3
(trés) calos independentes, e uma planta de
tomate variedade Micro-Tom WT. O nUmero
amostral referente as plantas GM analisadas
dividem-se em um total de 3 (trés) linhagens
(L2-cryl0Aa, L10-crylOAa e L1l-crylOAa),
tendo sido analisadas um total de 3 plantas para
cada uma das linhagens supracitadas.

A insercdo do transgene cryl0Aa no genoma das plantas GM foi confirmada com
base no padréo de bandas observadas (Figura 8). Estima-se com base no padréo de bandas
observados, a presenca do transgene em ao menos duas copias para cada fracdo GM
analisada. Tendo como base a fase de leitura aberta do cassete pC2300Cry10Aa (item 6.1),
a auséncia de sitios de restricdo especificos para a endonuclease Spel (Thermo scientific),
resulta na fragmentacdo de copias do transgene flanqueados por sequencias
oligonucleotidicas de origem genémica, processo que justifica a observacéo de padrdes de
bandas divergentes entre as linhagens GM aqui analisadas. Considerando o padrdo de
bandas observados para as fragfes L10-cryl0Aa e L11-cryl0Aa, uma maior densidade
fragmentar visualmente observada permite estimar eventos de sobreposi¢cdo de bandas.
Este processo, por sua vez, associa-se @ um maior numero de cOpias do transgene
recombinante para 0s genomas anteriormente citados (CASU; SELIVANOVA,
PERROUX, 2012). Em contrapartida, limitacGes analiticas associadas a técnica de
Southern blot impossibilitam conclusfes mais aprofundadas, exigindo, por vezes, analises
complementares que apresentem maior grau de sensibilidade. Com base no padrdo

observado para a reacgéo referente a planta WT, ndo se observou a presenca de bandas,

45



reforcando a fidelidade do padréo dos resultados anteriormente observados paras as fragdes
L2, L10e L11.

7.3. Andlise de progénies

A analise de progénie referentes as linhagens L2-cryl0Aa, L10-cryl0Aa e L11-
cryl0Aa foi realizada com base em um teste de Qui-quadrado (x2), tendo sido os dados
dispostos na tabela disponibilizada abaixo (Tabela 1).

Tabela 1. Andlise de segregacao génica por Qui-quadrado (x?) referente a geragdo T1 de 30 (trinta) plantas
transgénicas de tomate transformadas com o vetor GS58283-13pC2300Cry10Aa.

Geracdo T1 31 15:1 63:1
Linhagem Positivas  Negativas X2 Pb X2 Pb X2 Pb
L2 10 0 4,3 0,06 2,02 0,41 2,7 0,69
L10 9 1 1,7 0,27 0,10 0,62 0,98 0,03
L11 7 3 0,13 0,71 6,51 0,001 36,38 0

(a) Dados baseados em analise de PCR para detec¢do do transgene cryl0Aa.

(b) Foram testados os padrdes de segregacgdo 3:1 e 15:1, sendo considerada a propor¢do mais provavel e com
menor valor de qui- quadrado.

(c) A correcéo de Yates foi utilizada quando uma das frequéncias era menor que 5.

(d) Probabilidade que os valores observados reflitam a segregacdo esperada de 3:1 ou 15:1. a = 0,05.

(e) A demarcagao por simbolo “*” determina a hipotese aceita *: 3/1 (1 locus), **: 15/1 (2 locus) e ***: 63/1
(3 locus).

A andlise de progénie se baseou em um numero amostral de 10 plantas
homozigotas referentes a cada uma das linhagens GM analisadas, seguido de um teste
de Qui-quadrado (x2?), que por sua vez, sugeriu que, considerando o alto valor de
significancia estatistica para a hipétese de 3 (trés) locus para a linhagem L2-cry10Aa,
seguido de um valor meramente expressivo para a hipotese referente de 2 (dois) l6cus
para a mesma linhagem, aceitamos a hipétese referente a trés I6cus. Por sua vez, com
base no dado de Pvalor referente a 0,62 obtido para a linhagem L10-cry10Aa, aceitamos
a hipotese que aponta a presenca do transgene em 2 (dois) locus para a linhagem L10-
crylOAa. Por fim, o resultado de Pvalor observado para a linhagem L11-cryl0Aa,
sugere a aceitacdo da hipotese referente a presenca do cassete recombinante em 3 (trés)

I6cus para a referida linhagem.
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7.4. Imunoadsorc¢ao enzimatica (ELISA)

A deteccdo e quantificacdo do acimulo da proteina Cry10Aa para o extrato proteico
obtido a partir da extracdo em material foliar fresco das linhagens L2-cryl0Aa, L10-
crylOAa e L11-cryl0Aa, bem como da variedade WT foi realizada por meio do método de
ELISA, tendo como base o protocolo padrdo da empresa Zoonbio (item 6.7). A anélise foi
realizada em trés repeticBes técnicas e trés repeticdes bioldgicas (n = 9). A exposi¢cdo dos
dados a uma analise ANOVA, permitiram identificar uma diferenca estatistica significativa
entre os dados comparativos das linhagens GM observadas (P<0,05) em relacdo aos dados
da variedade WT. Os dados de detec¢do do acimulo da proteina Cryl0Aa para as fraces
analisadas em escala semi-log estéo expostos na figura abaixo (Figura 9).

ng CRY10/ mg freash
leaf tissue

WT L2 L10 L1711

Lines

Figura 9. Ensaio de imunoadsor¢do enzimatica (ELISA)
para Cryl0Aa. Linhagens experimentadas: Micro-Tom
WT (WT.1, WT.2, WT.3), Linhagem L2-cryl0Aa (L2.1,
L2.2, L2.3), Linhagem L10-cryl0Aa (L10.1, L10.2 e
L10.3) e Linhagem L11-cryl0Aa (L11.1,L11.2 e L11.3).

Tendo como base a analise pelo método de ELISA e ainda o alto grau de
especificidade da interacdo anticorpo anti-Cryl0Aa com a proteina alvo para uma

absorbancia de 450 nm, os dados de imunoadsorcdo indicam a ndo detec¢do da proteina
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expressa Cryl0OAa para a fracdo do extrato protéico referente a linhagem WT, sendo
possivel inferir, com base no dado observado, a auséncia da proteina Cryl0Aa para a
fracédo analisada. Por sua vez e baseando-se no padréo observado para a fracdo negativa
do experimento, os dados referentes a linhagem L2-cryl0Aa apresentam uma taxa de
acumulo da proteina Cry10Aa referente a 1,72 ng/mg de tecido foliar fresco, sendo que,
mesmo em baixa concentracdo, a fracdo referente a linhagem L2-cryl0Aa reforca a
especificidade da interagdo anti-Cryl0Aa com a proteina alvo. Em contrapartida, um
maior acimulo da proteina Cryl0Aa foi observado para a fragdo referente a linhagem
L10-cryl0Aa, apresentando um actmulo 8,3 ng/mg de tecido foliar fresco. Este padrao,
por sua vez, ndo sO reforca a possibilidade da expressdo do transgene crylOAa
incorporado ao genoma do tomate, mas também sugere uma alta taxa de expressao para a
referida linhagem. Por sua vez, os dados referentes a linhagem L11-cry10Aa indicam um
acumulo da proteina Cry10Aa a uma concentracdo de 1,3 ng/mg de tecido foliar fresco.

Considerando o padrdo observado para o ImmunoStrip test (item 7.1) por meio da
detec¢do da enzima NPTII, no qual o seu fragmento codante é parte integrante do cassete
pC2300Cry10Aa, esperava-se uma maior expressdo do cassete supracitado para a
linhagem L2-cryl0Aa em relacdo as demais linhagens GM. A detec¢do do acumulo da
proteina Cryl0Aa pelo método de ELISA (item 7.4), no entanto, revelou um baixo
acumulo da proteina citada para a linhagem L2, seguido de um maior acimulo desta para
a linhagem L10-cryl0Aa. Buscando caminhos que expliquem os padrdes observados,
Ulian e colaboradores (1996) observaram que a ocorréncia de eventos de metilacdo na
regido promotora de fragmentos nptii recombinantes, por vezes, resultam em padrdes
divergentes de acumulo desta enzima em células vegetais. Neste estudo, 0s pesquisadores
relatam a ocorréncia de eventos de metilacdo em uma alta frequéncia para as copias
recombinantes do cassete (ULIAN et al., 1996).

Outro possivel caminho diz respeito a possibilidade de eventos de silenciamento
génico em transformagdes mediadas por A. tumefaciens, processo que pode resultar na
baixa expressdo de copias de um transgene, ou de fragmentos especificos que integram
este cassete incorporado a um dado genoma (JAKOWITSCH et al., 1999). Um dado que
reforga este processo sdo os estudos que relatam uma maior regularidade na expresséo
génica para estratégias de transformacao baseadas nas chamadas ““constru¢des simples de
expressao” do inglés “Minimal constructions (MC)”, tecnicas que dispensam a utilizacéo
de vetores bacterianos para transformagdes mediadas por biobalistica. Neste sentido,
Sandhu e Altpeter (2008), bem como Kim e colaboradores (2012), reforgcam os padrdes

48



supracitados para as construcdes simples em seus estudos de integracdo génica,
reforcando a ocorréncia de padrdes divergentes de expresséo e acimulo da enzima NPTII
em células vegetais transformadas por construcfes de origem bacteriana, comumente
chamados vetores de expressédo (SANDHU & ALTPETER, 2008; KIM et al., 2012).

Outro caminho especulativo para o resultado observado diz respeito a
possibilidade da ocorréncia de eventos pontuais de mutacGes ou delecdes em regides
recombinantes, bem como a incorporacdo parcial de um ou mais fragmentos especificos
do cassete. Este processo explicaria padrdes de divergéncia na expressédo de genes
especificos pertencentes a um mesmo cassete recombinante (MURFETT et al., 2001;
KAPUSI et al., 2017).

7.5. Ensaios com T. absoluta em plantas de tomateiro

Os dados quantitativos de emergéncia de adultos referentes ao ensaio com T.
absoluta com plantas L2-cryl0Aa, L10-cryl0Aa e L11-cryl0Aa homozigotas e Micro-
Tom WT, demonstraram que ndo houve influéncia significativa comparada no nimero de
médio de adultos de T. absoluta que emergiram entre as larvas alimentadas com material
foliar proveniente da linhagem WT e das linhagens L2-cryl0Aa e L11-crylOAa.
Considerando ainda as analises de imunoabsorcao enzimatica descritas anteriormente, 0s
dados de emergéncia de adultos de T. absoluta supracitados para as linhagens L2-cry10Aa
e L11-cryl0Aa estdo em concordancia com o padrdo de baixo acumulo da proteina
Cryl0Aa para as fracbes de imunoabsorcdo referentes as linhagens citadas. Estes dados
reforcam que a baixa concentracdo da proteina expressa Cryl0Aa, inviabiliza uma
possivel resposta citotdxica das linhagens citadas frente ao processo predatorio das larvas
de T. absoluta.

No entanto, considerando os dados comparativos referentes ao numero de médio
de adultos de T. absoluta emergidos para os tratamentos das larvas alimentadas com
material foliar proveniente da linhagem L10-cryl0Aa, em relacdo as demais linhagens
testadas, a analise de variancia (ANOVA), por meio dos parametros de Brown Forsythe
Test, sugerem uma alta diferenca significativa existente. Este resultado se baseia no
resultado de Pvalor: 0,0002 frente a um valor comparativo de Pvalor: 0,005 (Figura 11).

Considerando ainda o tratamento L10-cryl0Aa, uma andlise visual prévia revelou um
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menor dano predatorio em plantas provenientes da linhagem supracitada em relagédo as

plantas do tratamento WT (Figura 10).

L10cry10Aa Wild Type

Figura 10. Plantas de tomate desafiadas em ensaio com T. absoluta apds 25 dias transcorridos para
o0 bioensaio de n° 1. (A) Plantas pertencentes a linhagem L10-cry10Aa, (B) Plantas pertencentes a
variedade Micro-Tom WT.

A reducdo na emergéncia de adultos de T. absoluta foi de cerca de 50% para a
linhagem L10-cry10Aa, quando considerado os dados referentes as linhagens WT, L2-
crylOAa, bem como L11-crylOAa (Figura 11). Considerando ainda os dados de
imunoadsorcao enzimatica observados para a analise da fracdo referente a linhagem L10-
cryl0Aa, a alta reducdo da emergéncia de adultos de T. absoluta apresenta um padréo
inversamente proporcional a alta taxa de acumulo da proteina Cryl0Aa para esta
linhagem, processo que esta em concordancia com a hipotese que sugere um alto grau de

toxicidade da proteina expressa Cry10Aa para a praga alvo.
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Figura 11. Média total de emergéncia de adultos de T. absolutas
em ensaio comparativo. WT: Média de emergéncia de adultos de
T. absoluta em ensaio com plantas da variedade Micro-Tom Wild
Type, L2: Média para ensaio com plantas L2-cry10Aa, L10: Média
para ensaio com plantas L10-cryl0Aa, L11: Média para ensaio
com plantas L11-cry10Aa.

Com base nos resultados obtidos para o primeiro ensaio, um segundo ensaio foi
executado tendo como premissa a analise comparativa de forma isolada de um total de 20
plantas, sendo estes referentes a 10 (dez) plantas da linhagem L10-cry10Aa e 10 plantas da
linhagem Micro-Tom WT (Figura 12).
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Figura 12. Média total de emergéncia de adultos de T. absolutas em
ensaio comparativo. Controle: Média de emergéncia de adultos de T.
absoluta em tratamento com plantas da variedade Micro-Tom Wild Type,
L10: Média para ensaio com plantas LO-cryl0Aa.

A andlise estatistica dos dados finais, tendo como base a realizagdo de um teste T-
student, sugerem uma diferenca estatistica significativa no nimero médio de adultos de
T. absoluta emergidos para larvas que tenham se alimentado com material foliar
proveniente das plantas da linhagem L10-cryl0Aa em relacdo a linhagem Micro-Tom
WT. A anélise estatistica revelou um resultado em Pvalor: 0,0282 frente a um valor
comparativo de Pvalor: 0,05 (Figura 12). Ainda seguindo o padrdo anteriormente
observado, a reducao na emergéncia de adultos de T. absoluta foi de cerca de 50% para a
contagem média referente a subgaiola na qual as plantas da linhagem L10-cry10Aa foram
alocadas para a manutencdo da emergéncia de adultos de T. absoluta, quando considerado
os dados referentes a linhagem WT. Neste sentido, considerando o fator chave da referida
andlise que é a presenca da proteina Cryl0Aa, estes dados, por sua vez, reforcam a
discussdo apresentada para os dados referentes ao ensaio inicial, indicando a existéncia
de uma relacdo direta entre a presenca da proteina expressa a uma concentracao de
aproximadamente 8 ng/mg e a reducdo de cerca de 50% da emergéncia de adultos de T.

absoluta por ciclo reprodutivo em ambiente controlado.
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8. CONCLUSAO

Com base nas analises descritas no presente trabalho, a amplificagdo do fragmento
codante da proteina Cryl0Aa se deu com eficiéncia pela técnica de PCR para as fracdes
gendmicas referentes as linhagens L2-cryl0Aa., L10-cryl0Aa e L11-cryl0Aa. A correta
deteccdo do transgene cryl0OAa com a auséncia de amplificacOes referentes a fracdo WT,
seguido da detecgdo da proteina NPTII por meio do NPT ImmunoStrip Test atestam ndo
s0 a presenca do transgene no genoma das linhagens GM supracitadas, bem como a correta
expressdo do cassete incorporado pelas linhagens GM. Por sua vez, o alto grau de
expressao do transgene cryl0Aa proposto para a fragdo referente a linhagem L10-cry10Aa
por meio dos dados observados para a analise por meio do método de ELISA, reforcam a
capacidade do tomateiro acumular a proteina Cryl0Aa em concentragdes superiores a 5
ng/mg de tecido foliar.

O acumulo da proteina Cryl0Aa em alta concentracdo observado para as fracdes
referentes a linhagem L10-cryl0Aa se mostra em concordancia direta com os dados de
emergéncia de adultos de T. absoluta para o tratamento L10. Neste sentido, o acimulo da
Cry10Aa para a linhagem mencionada, quando comparados a baixa expressao observada
para as demais linhagens e ainda quando comparados aos dados de emergéncia de adultos
de T. absoluta para as demais linhagens, reforcam a presenca da proteina Cry10Aa como
fator chave para a reducdo na emergéncia de adultos de T. absoluta observada em
tratamento L10-cryl0Aa.

Vale ressaltar que, com base nos dados comparativos observados, o alto grau de
toxicidade da proteina Cryl0Aa para a T. absoluta, demonstrado com base no presente
estudo e que apresenta um padrdo de toxicidade que acompanha a concentragdo da proteina
Cry10Aa, se mostrando ainda mais toxica com base no aumento do acumulo da proteina,
sendo que, os dados observados permitem ainda inferir que em campo, a linhagem
supracitada permitiria uma reducgéo populacional de cerca de 50% emergéncia de adultos
de T. absoluta por ciclo, processo que permitiria uma reducdo gradativa e generalizada no
tamanho populacional da praga alvo em campo.

Por fim e diante destes dados, concluimos pela eficacia da Cryl0Aa em gerar uma
tolerancia a T. absoluta, uma das principais pragas de tomate em cenario mundial,
apresentando aqui uma estratégia viavel e que dispensa a utilizacdo de pesticidas para o
manejo de T. absoluta por meio da expressdo da proteina em tecido foliar do tomateiro por
meio da linhagem L10-cryl0Aa.
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