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INTRODUCAO

O agronegdcio ocupa uma posi¢ao altamente significativa no que concerne aos interesses politico-econdomico-
sociais no Brasil. Um dos grandes desafios da agricultura é a constante ameaca de perdas de produgdo em
diversas culturas, como: milho, soja, feijdo, batata, entre outras, decorrente de estresses bidticos (pragas,
doencas e ervas daninhas). No Brasil, uma espécie importante é a Diabrotica speciosa, também conhecida
como larva-alfinete ou vaquinha, uma praga polifaga responsavel por graves danos as plantacdes de batata, mi-
lho, trigo e outros cereais [1]. Suas larvas sdo rizéfagas e causam significativa redu¢do do sistema radicular do
milho [1, 2]. Os adultos atuam preferencialmente na desfolha de milho, feijoeiro e soja [2]. Para tentar mudar
esse cendrio, o uso de pesticidas quimicos para o controle de pragas agricolas € um recurso que ha anos vem
sendo utilizado com alta eficiéncia. Entretanto, pesticidas quimicos possuem algumas desvantagens importan-
tes, como potenciais danos a saide humana, contaminagdo de rios [3] e os efeitos que tais moléculas podem
causar em organismos ndo-alvo. A tecnologia de RNAi, um mecanismo celular de regulacdo da expressao
génica, é uma alternativa sustentdvel ao uso de agroquimicos, por serem moléculas biodegraddveis, ndo toxicas
e de mecanismo de acdo altamente especifico, permitindo sua combinac¢io com outras tecnologias sustentiveis.
Seu funcionamento ocorre nas células do inseto através da identificacdo de sequéncias de dSRNA homologas
a um gene de funcdo vital para este, permitindo o silenciamento que resulta em sua morte. Varias moléculas
alvo j4 foram identificadas e caracterizadas na espécie Diabrotica virgifera virgifera, revelando seu potencial
para o controle de Diabrotica por RNAI [4, 5, 6]. Este projeto propde uma abordagem evolutiva, experimental
e comparativa, que consiste em, com base em dados moleculares disponiveis da espécie D. virgifera, isolar,
sequenciar, alinhar e analisar genes ortélogos em D. speciosa, bem como seus niveis de expressio nos diferen-
tes estdgios de desenvolvimento da praga, definindo assim alvos para o mecanismo de RNAI e possibilitando a

validacdo de estudos empenhados no desenvolvimento de um produto nacional para o controle da praga.

METODOLOGIA

Este projeto esta dividido em trés etapas gerais: (1) analise in silico; (2) procedimentos de bancada e (3)
analise de dados. Na primeira etapa foi realizado o desenho de primers e a andlise e selecdo das sequéncias

da espécie de referéncia (D. virgifera virgifera). Na segunda etapa foram realizadas as atividades de extracdo
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de RNA, sintese de DNA complementar (cDNA), PCR tradicional, eletroforese em gel de agarose, purificagao,
clonagem, sequenciamento Sanger, RT-qPCR (validag¢do de primers, escolha do gene de referéncia e anélise de
expressdo génica. Na udltima etapa do projeto, foi realizado o tratamento das sequéncias obtidas, o alinhamento
interespecifico das sequéncias (Multiple Sequence Alignment-MSA), a andlise de filogenia, identificacdo dos

dominios funcionais e andlise da expressdo génica diferencial (qQPCR).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram selecionados a partir da literatura os genes alvo: V-ATPase subunit D (XM _028287429.1 [6]; Snf7
(XM _028287710.1) [4]; Brahma (XM _028282062.1) [5]; Transport protein SEC23 (XM _028286618.1) [7];
V-ATPase subunit A (XM_028294206.1) [6]. As sequéncias foram alinhadas pela ferramenta BLAST-NCBI,
utilizando as sequéncias dos genes selecionados em D. virgifera virgifera, com seus homélogos em Diabrotica
undecimpunctata, com o intuito de identificar regides conservadas para o desenho dos primers. Com o cDNA de
D. spceciosa sintetizado a partir do RNA total extraido, junto dos primers desenhados e o reagente DreamTaq
Green PCR Master Mix (2x) da Thermo Scientific™., foram realizadas reacdes de PCR tradicional, que resulta-
ram na amplificacdo de fragmentos génicos para todos os genes de D. speciosa selecionados. Tais fragmentos
foram encaminhados para sequenciamento Sanger e suas sequéncias foram pré-processadas, concatenadas e

alinhadas para construcdo do cladograma (Figura 1).
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Figura 1: Cladograma gerado pela ferramenta The Interactive Tree Of Life a partir do alinhamento das
sequéncias concatenadas dos genes alvo obtidas para D. speciosa. A proximidade das espécies D. virgifera
virgifera e D. speciosa confirma a alta similaridade das sequéncias analisadas.

Uma vez sequenciados os fragmentos, foram desenhados primers de qPCR especificos para os alvos em
D. speciosa. Ademais, em funcio da necessidade de empregar genes de referéncia nas reagdes de RT-qPCR,

foram selecionados quatro genes: (3-actin, GAPDH, [3-tubulin, EF 1o, com base em um estudo [8] feito em
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D. virgifera virgifera. Todos os primers foram validados por meio da construcio de curvas padrdo e célculo de
eficiéncia (Figura 2) a partir de reagdes de RT-qPCR com o reagente SYBR Green. Todas as curvas apresen-
taram um coeficiente de determinacio (R?) muito préximo de 1, i.e. praticamente toda a variagio observada
na varidvel dependente (Ct) € explicada pela variacdo promovida na varidvel independente (Log Q). Ademais,

todos os valores de eficiéncia estdo dentro da faixa aceitavel (90-110%).
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Figura 2: Curvas padrio construidas para validagcao dos primers de qPCR para os genes alvo e referéncia. Todas
a curvas apresentas a equagio da reta, o coeficiente de determinacdo R? e o valor de eficiéncia (E)

Validados os primers, estes foram empregados na andlise da estabilidade dos genes de referéncia seleciona-
dos. Para isso foram realizadas rea¢des de RT-qPCR a partir de um pool de cDNA de D. speciosa sintetizado a
partir do RNA extraido de diferentes estdgios de desenvolvimento da espécie (ovo, neonato, larva de 3° instar,
pupa e adulto). Os valores de Ct resultantes foram submetidos a andlise por diferentes algoritmos para escolha
dos mais estaveis. Com base nos resultados (Figura 3), os genes escolhidos para uso como controle endégeno
nas reacdes foram: EF1q, S-actin e S-tubulin.

Por fim, as amostras de cDNA obtidas para as condi¢des experimentais desejadas, junto dos primers vali-
dados e dos controles enddgenos selecionados, foram realizadas rea¢des de RT-qPCR com o reagente SYBR
Green Master Mix em triplicatas técnicas para cada réplica auténtica de cada estdgio (ovo, neonato, larva,
pupa e adulto) para todos os genes alvo e referéncia, junto dos respectivos controles NTC. Os valores de Ct
obtidos foram devidamente tratados e aplicados no método de Pfaffl para andlise da expressdo génica com
eficiéncia corrigida. Os resultados (Figura 4) mostram ao menos uma variagao significativa (p > 0, 05), mar-
cada por ”*”, entre dois estdgios para cada gene alvo (com excecdo do SNF7, Figura 4c). Foram empregados
os testes de Shapiro-Wilk (o« = 0,05) para teste de normalidade, Kruskal-Wallis (o« = 0,05; df = 4) para
andlise da variancia nos conjuntos de dados que ndo apresentaram distribui¢do normal e ANOVA [a = 0, 05;

df = (4,10)] para o conjunto de dados que apresentou distribui¢io normal.
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Figura 3: Resultado de cada algoritmo: (a) GeNorm, (b) BestKeeper, (c) NormFinder e (d) Delta Ct. O gréfico
(e) apresenta o resultado ja ranqueado para os os valores de estabilidade obtidos em cada algoritmo a partir dos
valores de Ct gerados na reagdo de RT-qPCR.
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Figura 4: Graficos de expressdo relativa dos genes alvo nos estagios: ovo (E), neonato (N), larva de 3° instar
(L3), pupa (P) e adulto (A). Os valores de expressdo relativa obtidos foram tratados separadamente para cada
gene ao longo das quinze réplicas bioldgicas analisadas. As colunas marcadas com ” x” indicam os grupos que
diferem significativamente (p < 0, 05) de pelo menos um dos demais grupos
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Conclusao

Este trabalho demonstra que os genes EFIc, B-actin e B-tubulin sdo adequados para uso como controles

endégeno em andlises de RT-qPCR em D. speciosa em seus diferentes estagios de desenvolvimento. O resultado

das andlises de expressdo dos genes alvo em tais estidgios revelou o perfil transcricional destes, informagao

essencial para o estudo da técnica de RNAi como método de controle dessa praga de importancia nacional.
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