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RESUMO

7z

O algodéo é uma das principais commodities da economia brasileira,
alavancando o Pais ao posto de quinto maior produtor mundial. Entre as
diferentes pragas da cotonicultura, o bicudo-do-algodoeiro € o inseto-praga
mais destrutivo. Pela biotecnologia, um dos métodos alternativos de controle de
insetos-praga € o silenciamento génico, por meio do RNA interferente.
Contudo, em insetos, absor¢cdo do RNA fita dupla (dsRNA) produzidos por
plantas é dificultada, principalmente em decorréncia da clivagem do dsRNA na
planta e da acdo de nucleases presentes no intestino dos insetos. Assim, 0s
objetivos do presente estudo foram estudar o papel de nucleases intestinais de
Anthonomus grandis na degradacdo do dsRNA e aumentar a estabilidade das
moléculas de dsRNA. Primeiramente, a atividade nucleasica acida foi
detectada no homogenato intestinal de A. grandis. Por meio da busca no
transcritoma de A. grandis foram encontradas trés contigs codificadores de
nucleases, denominados AgNucl, AgNuc2 e AgNuc3, cujas sequéncias foram
caracterizadas e validadas por RNAIi. As trés sequéncias apresentaram
similaridade acima de 50 % em relacdo as outras nucleases de insetos. A
analise por gPCR demonstrou que AgNuc2 e AgNuc3 foram altamente
expressas no intestino de A. grandis. O silenciamento especifico de AgNuc2
culminou na reducdo da degradacado do dsRNA; demonstrando ser a principal
nuclease associada a degradacdo de dsRNA no limen intestinal de A. grandis.
Além disso, visando aumentar a estabilidade do dsRNA, foram desenhados
dsRNAs, baseados na arquitetura de viréide, que séo resistentes a acédo de
nucleases. A analise do movimento de dsRNA-viride marcado com Cy3 no
sistema vascular de Arabidopsis thaliana demonstrou uma localizagao celular
especifica para a estrutura do dsRNA. O dsRNA baseado na arquitetura da
familia Pospiviroidae, foi localizado no nudcleo das células, enquanto que o
dsRNA, baseado na arquitetura da familia Avsunviroidae, foi localizado nos
cloroplastos das células. Os dsRNAs estabilizados mostraram uma capacidade
de silenciamento génico 8 vezes superior, quando comparado ao dsRNA linear
nao estruturado Os dados aqui gerados contribuem para o conhecimento do

mecanismo de RNAIi em insetos e demonstram que as moléculas de dsRNA



estabilizados apresentam grande potencial para a aplicabilidade da tecnologia

do RNAI visando o controle de insetos-praga.
ABSTRACT

Cotton is one of the most important Brazilian commodities and Brazil is
the fifth largest world producer. Nonetheless, productivity is constantly crippled
by a variety of agricultural pests. Among the different cotton insect pests, cotton
boll weevil is the most destructive. By using biotechnology strategies, one of the
alternative methods for controlling crop pests is gene silencing through RNA
interference. However, in insects, the absorption of double stranded RNA
produced by plants is hampered due to dsRNA cleavage in plants tissues and
due to the presence of insect gut nucleases. In this context, the objects of this
study were to investigate the dsRNA degradation by Anthonomus grandis gut
nucleases and improve the stability of dsSRNA. Nucleasic activity was detected
in A. grandis intestinal homogenate. After searching in A. grandis transcriptome,
three contigs codifying nucleases were found, called AgNucl, AgNuc2 and
AgNuc3, whose sequences were characterized and validated by RNAI. The
three sequences showed similarity above 50% when compared to other insect
nucleases. qPCR analysis showed that AgNuc2 and AgNuc3 are highly
expressed in A. grandis midgut. AgNuc2 gene silencing resulted on reduction of
dsRNA degradation; thereby, we concluded that AgNuc2 is the main nuclease
associated with dsRNA degradation in A. grandis gut lumen. Additionally, in
order to increase dsRNA stability, dsRNA with viroid architecture were
designed, wich are resistant to plant nucleases. Viroid-dsRNA were marked
with Cy3 and analysed regarding their movement in A. thaliana vascular
system, wich showed that they are adressed to a specif cellular localization.
dsRNA based on Pospiviroidae family architecture was located on cell nuclei
while dsRNA based on Avsunviroidae family was located in chloroplasts.
Moreover, these stabilized dsRNAs showed high gene silencing activity, eight
times higher than linear dsRNA. The data here generated contribute to our
understandings of RNAiI mechanisms in insects and show that stabilized
dsRNAs exhibit great pontential in RNAI applicability aiming crop insect pest

control.
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INTRODUCAO GERAL

Atualmente, a industria mundial de algoddo representa um
empreendimento multi multimilionério. O algodao possui um papel importante
na economia mundial, pois fornece fibra para a industria téxtil e de vestuario e
sua semente serve como fonte de proteina para Oleo vegetal e alimentacado
(EISA et al, 1994). O algodao é cultivado na regides temperadas e tropicais do
globo, em mais de 50 paises (SMITH & COTHREN, 1999); entre estes estédo
incluidos, Estados Unidos, China, india, Australia e Brasil, onde as condicbes

climéaticas sao favoraveis ao seu crescimento.

O Brasil, segundo o Ministério da Agricultura (MAPA, 2015), € o terceiro
maior exportador de algoddo do mundo, ultrapassando a produtividade dos
Estados Unidos em 60%. Os principais estados que mais produzem algodéo no
Brasil sdo o Mato Grosso, Bahia e Goias, com cerca de 85% da producao
nacional (MAPA, 2015). Contudo, na maioria das areas de producdo de
algodao, a safra € exposta a uma variedade enorme de insetos-praga e, para
manter a qualidade do produto, se desenvolveu uma forte dependéncia de
agrotoxicos. No cenario atual, ha uma grande preocupacdo com O meio
ambiente, devido ao uso excessivo de produtos quimicos no controle de
pragas: além da possibilidade de o inseto desenvolver resisténcia aos
agrotoxicos, inimigos naturais, como predadores e parasitas também acabam
sendo eliminados (EISA et al, 1994). A presenca de mais de mil espécies de
insetos em plantacdes de algodéo foi relatada, 30 destas, consideradas pragas
(MATTHEWS & TUNSTALL, 1994), incluindo espécies da ordem Coleoptera e
Lepdoptera (MENSAH, 1999).

Os insetos da ordem Coleoptera constituem cerca de 40% de todos os
insetos, com mais de 350000 espécies descritas (GULLAN & CRANSTON,
2014). Uma das pragas mais importantes, responsaveis pelas perdas na
producdo de algoddo e da qualidade de sua fibra, € o coledptero Anthonomus
grandis, popularmente conhecido como bicudo-do-algodoeiro (SANTOS et al,
2003). Este inseto-praga é de dificil controle devido ao seu habito endofitico
(RIBEIRO et al, 2010). O dano na planta é provocado tanto pelo inseto adulto,

guanto pela larva. Os insetos adultos mastigam as macds e também se
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alimentam de tecidos mais internos. A ovoposicado é feita nos orificios feitos
pelo adulto, enquanto se alimenta e as larvas eclodem nas macas, fazendo
com que estas caiam ou murchem. Este hébito alimentar pode causar a
destruicAo da flor ou a reducdo do teor de fibra, presente na maca
(HERRNSTADT & SOARES, 1989). Uma geracdo da planta de algodao dura
em torno de 110 a 170 dias, que é o equivalente a 6 geracdes de bicudo-do-
algodoeiro: uma populacédo de 10 insetos adultos pode produzir, ao final da
colheita, até 100 000 outros adultos (BARBOSA et al, 1983). Sendo assim, é
necessario o desenvolvimento de novas técnicas para o controle deste inseto-
praga, além do uso de agrotoxicos, que sao utilizados em grandes quantidades

para conseguir controlar as populacdes astrondmicas de bicudo-do-algodoeiro.

Com o avanco nos estudos aplicados a biotecnologia, plantas
transgénicas com resisténcia a insetos-praga e/ou tolerancia a herbicidas tem
sido geradas. Nos eventos resistentes as pragas, genes que codificam
proteinas toxicas do entomopatégeno Bacillus thuringiensis sé@o inseridos no
genoma da planta, pela técnica de engenharia genética. Plantas de algodao
transgénicas foram genericamente chamadas de algodoeiros Bt (MOREIRA et
al, 1999). Atualmente, existem 12 eventos de algoddo geneticamente
modificados (GM), regulamentados no Brasil, dos 47 disponiveis
comercialmente (ISAAA, 2015). Entretanto, nenhum destes eventos é eficaz no
controle do bicudo-do-algodoeiro. Nos Ultimos anos, uma das estratégias
aplicadas as plantas transgénicas tem focado na utilizacdo de dsRNA, via RNA
interferente, para o silenciamento génico de moléculas essenciais da praga

alvo.

O RNA interferente, primeiramente descoberto em Caenorhabditis
elegans (FIRE et al, 1998), € um mecanismo de regulacdo génica poés
transcricional, em que moléculas de RNA inibem a expressdo de um
determinado gene ou pela degradacdo de seu RNA mensageiro ou pela
interrupcdo de sua traducéo. Os efeitos do RNAIi se devem pela producéao de
pequenos RNAs (siRNAs), a partir de longas moléculas de RNA dupla fita
(dsRNA), que sao clivados por uma enzima chamada DICER, que é uma
endonuclease especifica para dsRNA. Os siRNAs sédo incorporados por um

complexo enzimatico de silenciamento, chamado RISC. Este complexo
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enzimatico usa a fita guia do siRNA como template para reconher o RNA
mensageiro alvo e promover sua degradacdo ou interrupcao da traducdo; a
outra fita do siRNA, ou fita passageira, é degradada pelo RISC (MEISTER &
TUSCHL, 2004). O RNAI tem sido amplamente usado como uma ferramenta de
pesquisa para validar funcfes de genes; contudo, sua aplicacdo passou a ter
um lado mais comercial, no desenvolvimento de flores com cores especificas,
terapéuticos produzidos por plantas e geracdo de plantas geneticamente
modificas (GM) resistentes a insetos-praga (EAMENS et al, 2008). Estudos
recentes mostraram que plantas GM produzem siRNAs para se proteger do
ataque de insetos-praga (BAUM et al, 2007; MAO et al, 2007; ZHANG et al,
2011). Em um desses relatos, foi feita uma biblioteca de cDNA da lagarta da
raiz do milho, Diabrotica virgifera, identificando-se 290 genes, com funcdes
biol6gicas criticas. Um desses genes, para a V-ATPase A, mostrou rapido
silenciamento génico, com uma baixa concentracdo de dsRNA, gerando milho
GM expressando dsRNA para V-ATPase A, fornecendo significativa protecéo
contra os danos causados pela lagarta do milho (BAUM et al, 2007). Diferentes
estudos utilizando a estratégia de silenciamento génico, por RNAIi, vem sendo
realizados com insetos-praga, no qual a tecnologia tem se mostrado bastante
promissora, como demonstrado com Tribolium castaneum (MILLER et al, 2008)
e Bombyx mori (HOSSAIN et al, 2008). Um dos métodos de administragao do
dsRNA nesses estudos € por meio da alimentacdo; contudo, nucleases
presentes no intestino dos insetos degradam o dsRNA, diminuindo ou, até
mesmo, inibindo a eficiéncia de seu papel. (KATOCH & THAKUR, 2012). Além
das nucleases intestinais, outro grande problema é a captacdo do dsRNA pelas
células do intestino do inseto e a capacidade de propagacdo para células
adjacentes. Foi demonstrado que o tamanho ideal para que isso ocorra é de
cerca de 240 pares de bases (BOLOGNESE et al, 2012). A planta
transformada pela estratégia de RNAI sera um constante fornecedor de dsRNA,
porém este necessita ser expresso de forma estavel na planta, a fim de que
seja assimilado da maneira correta pelo inseto; ou seja, 0 inseto deve assimilar

0 dsRNA longo, nédo processado pela DICER pela planta.

Uma das maneiras de estabilizar o dsRNA é por meio de estruturas

secunddrias inspiradas na arquitetura de virdides. Viréides sédo considerados 0s
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menores agentes infecciosos, ndo possuindo proteinas em sua estrutura;
também néo as codificam para desempenhar funcbes especificas, além de
possuirem RNA circular como material genético. Ha duas familias de viréides
conhecidas: Pospiviroidae e Avsunviroidae. A primeira possui estruturas
secundarias altamente ramificadas no RNA, replicam nos cloroplastos e
possuem ribozima, ou seja, RNA com atividade acatalitica (FLORES et al,
2014); a segunda familia se replica no nucleo e ndo possui ribozima (DING &
WANG, 2009). Uma das vantagens de se utilizar virGides para estabilizar a
estrutura do dsRNA é gue estes infectam apenas plantas superiores, sendo
totalmente dependentes da célula hospedeira para completar as etapas de seu
ciclo infeccioso (SANO et al, 2010).

Sendo assim, as nucleases intestinais do bicudo-do-algodoeiro séao
potenciais alvos para o silenciamento génico, visando uma melhor
administracdo do dsRNA ao inseto, pela planta, sem que este seja degradado.
Além disso, a estabilizacdo da estrutura do dsRNA por meio da arquitetura de
viréide pode levar a maior eficiéncia da administracdo do dsRNA da planta ao

inseto.
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18. CONCLUSAO FINAL

Este trabalho teve como objetivo avaliar a estabilidade de estruturas de
dsRNA visando o silenciamento génico para o controle de insetos-praga por
meio do RNAI. A estabilidade do dsRNA foi avaliada tanto na planta, quanto no
inseto. O dsRNA baseado na estrutura de virdide se manteve estavel na planta,
permanecendo imune a maquinaria do RNAi e armazenando-se nos
compartimentos subcelulares a que foram enderecados; no caso, nucleo e
cloroplastos. Entretanto, apesar de serem capazes de causar silenciamento
génico via microinjecdo, essas estruturas ndo se mostraram estaveis quando
colocadas em contato com o homogenato intestinal do bicudo-do-algodoeiro,
ocorrendo sua degradacao por conta da presenca de nucleases no intestino do
inseto. A inibicdo das nucleases intestinais do bicudo, mais especificamente de
AgNuc2, é uma alternativa para resultados mais positivos em relacdo ao
silenciamento génico em A. grandis pela administracdo do dsRNA via oral. Pelo
silenciamento dos genes das nucleases, via microinjecdo, pode-se perceber

uma diminuicao significativa da degradacdo do dsRNA.

Baseado nos dados gerados nos diferentes capitulos, aqui
apresentados, pode-se concluir que a tecnologia de RNAi no controle do
inseto-praga, A. grandis, podera ser aplicada e ser mais eficiente com o uso
associado de moléculas mais estabilizadas baseadas em estruturas virais,

silenciamento simultdneo de nucleases e de moleculas essenciais.

A continuidade deste estudo sera desenvolver estratégias de protecéo

do dsRNA contra as nucleases presentes no intestino de A. grandis.
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19.PERSPECTIVAS

Este trabalho gerou perspectivas de melhorar a estabilidade do dsRNA
no inseto-alvo. A estabilizacdo do dsRNA pode ser por meio da inibicdo das
nucleases, presentes no intestino de A. grandis, por meio de peptideos e/ou
anticorpos. Além disso, o dsRNA pode ser protegido da degradacao por essas
nucleases intestinais, por meio de peptideos que se liguem a ele, evitando que

este seja degradado no intestino do inseto.
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