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INTRODUÇÃO

O agronegócio ocupa uma posição altamente significativa no que concerne aos interesses polı́tico-econômico-

sociais no Brasil. Um dos grandes desafios da agricultura é a constante ameaça de perdas de produção em

diversas culturas, como: milho, soja, feijão, batata, entre outras, decorrente de estresses bióticos (pragas,

doenças e ervas daninhas). No Brasil, uma espécie importante é a Diabrotica speciosa, também conhecida

como larva-alfinete ou vaquinha, uma praga polı́faga responsável por graves danos às plantações de batata, mi-

lho, trigo e outros cereais [1]. Suas larvas são rizófagas e causam significativa redução do sistema radicular do

milho [1, 2]. Os adultos atuam preferencialmente na desfolha de milho, feijoeiro e soja [2]. Para tentar mudar

esse cenário, o uso de pesticidas quı́micos para o controle de pragas agrı́colas é um recurso que há anos vem

sendo utilizado com alta eficiência. Entretanto, pesticidas quı́micos possuem algumas desvantagens importan-

tes, como potenciais danos a saúde humana, contaminação de rios [3] e os efeitos que tais moléculas podem

causar em organismos não-alvo. A tecnologia de RNAi, um mecanismo celular de regulação da expressão

gênica, é uma alternativa sustentável ao uso de agroquı́micos, por serem moléculas biodegradáveis, não tóxicas

e de mecanismo de ação altamente especı́fico, permitindo sua combinação com outras tecnologias sustentáveis.

Seu funcionamento ocorre nas células do inseto através da identificação de sequências de dsRNA homólogas

a um gene de função vital para este, permitindo o silenciamento que resulta em sua morte. Várias moléculas

alvo já foram identificadas e caracterizadas na espécie Diabrotica virgifera virgifera, revelando seu potencial

para o controle de Diabrotica por RNAi [4, 5, 6]. Este projeto propõe uma abordagem evolutiva, experimental

e comparativa, que consiste em, com base em dados moleculares disponı́veis da espécie D. virgifera, isolar,

sequenciar, alinhar e analisar genes ortólogos em D. speciosa, bem como seus nı́veis de expressão nos diferen-

tes estágios de desenvolvimento da praga, definindo assim alvos para o mecanismo de RNAi e possibilitando a

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

METODOLOGIA

Este projeto está dividido em três etapas gerais: (1) análise in sı́lico; (2) procedimentos de bancada e (3)
análise de dados. Na primeira etapa foi realizado o desenho de primers e a análise e seleção das sequências

da espécie de referência (D. virgifera virgifera). Na segunda etapa foram realizadas as atividades de extração
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de RNA, sı́ntese de DNA complementar (cDNA), PCR tradicional, eletroforese em gel de agarose, purificação,

clonagem, sequenciamento Sanger, RT-qPCR (validação de primers, escolha do gene de referência e análise de

expressão gênica. Na última etapa do projeto, foi realizado o tratamento das sequências obtidas, o alinhamento

interespecı́fico das sequências (Multiple Sequence Alignment-MSA), a análise de filogenia, identificação dos

domı́nios funcionais e análise da expressão gênica diferencial (qPCR).

RESULTADOS E DISCUSSÃO

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 sequências foram alinhadas pela ferramenta BLAST-NCBI,

utilizando as sequências dos genes selecionados em D. virgifera virgifera, com seus homólogos em Diabrotica

undecimpunctata, com o intuito de identificar regiões conservadas para o desenho dos primers. Com o cDNA de

D. spceciosa sintetizado a partir do RNA total extraı́do, junto dos primers desenhados e o reagente DreamTaq

Green PCR Master Mix (2x) da Thermo ScientificTM, foram realizadas reações de PCR tradicional, que resulta-

ram na amplificação de fragmentos gênicos para todos os genes de D. speciosa selecionados. Tais fragmentos

foram encaminhados para sequenciamento Sanger e suas sequências foram pré-processadas, concatenadas e

alinhadas para construção do cladograma (Figura 1).

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

Uma vez sequenciados os fragmentos, foram desenhados primers de qPCR especı́ficos para os alvos em

D. speciosa. Ademais, em função da necessidade de empregar genes de referência nas reações de RT-qPCR,

foram selecionados quatro genes: (β-actin, GAPDH, β-tubulin, EF1α, com base em um estudo [8] feito em
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D. virgifera virgifera. Todos os primers foram validados por meio da construção de curvas padrão e cálculo de

eficiência (Figura 2) a partir de reações de RT-qPCR com o reagente SYBR Green. Todas as curvas apresen-

taram um coeficiente de determinação (R2) muito próximo de 1, i.e. praticamente toda a variação observada

na variável dependente (Ct) é explicada pela variação promovida na variável independente (Log Q). Ademais,

todos os valores de eficiência estão dentro da faixa aceitável (90-110%).

(a) (b) (c) (d)

(e) (f) (g) (h)

Figura 2: Curvas padrão construı́das para validação dos primers de qPCR para os genes alvo e referência. Todas
a curvas apresentas a equação da reta, o coeficiente de determinação R2 e o valor de eficiência (E)

Validados os primers, estes foram empregados na análise da estabilidade dos genes de referência seleciona-

dos. Para isso foram realizadas reações de RT-qPCR a partir de um pool de cDNA de D. speciosa sintetizado a

partir do RNA extraı́do de diferentes estágios de desenvolvimento da espécie (ovo, neonato, larva de 3º ı́nstar,

pupa e adulto). Os valores de Ct resultantes foram submetidos à análise por diferentes algoritmos para escolha

dos mais estáveis. Com base nos resultados (Figura 3), os genes escolhidos para uso como controle endógeno

nas reações foram: EF1α, β-actin e β-tubulin.

Por fim, as amostras de cDNA obtidas para as condições experimentais desejadas, junto dos primers vali-

dados e dos controles endógenos selecionados, foram realizadas reações de RT-qPCR com o reagente SYBR

Green Master Mix em triplicatas técnicas para cada réplica autêntica de cada estágio (ovo, neonato, larva,

pupa e adulto) para todos os genes alvo e referência, junto dos respectivos controles NTC. Os valores de Ct

obtidos foram devidamente tratados e aplicados no método de Pfaffl para análise da expressão gênica com

eficiência corrigida. Os resultados (Figura 4) mostram ao menos uma variação significativa (p > 0, 05), mar-

cada por ”*”, entre dois estágios para cada gene alvo (com exceção do SNF7, Figura 4c). Foram empregados

os testes de Shapiro-Wilk (α = 0, 05) para teste de normalidade, Kruskal-Wallis (α = 0, 05; df = 4) para

análise da variância nos conjuntos de dados que não apresentaram distribuição normal e ANOVA [α = 0, 05;

df = (4, 10)] para o conjunto de dados que apresentou distribuição normal.

XXXI Congresso de Iniciação Cientı́fica da UNICAMP – 2023 3



(a) (b) (c)

(d) (e)

Figura 3: Resultado de cada algoritmo: (a) GeNorm, (b) BestKeeper, (c) NormFinder e (d) Delta Ct. O gráfico
(e) apresenta o resultado já ranqueado para os os valores de estabilidade obtidos em cada algoritmo a partir dos
valores de Ct gerados na reação de RT-qPCR.

(a) (b) (c)

(d) (e)

Figura 4: Gráficos de expressão relativa dos genes alvo nos estágios: ovo (E), neonato (N), larva de 3o ı́nstar
(L3), pupa (P) e adulto (A). Os valores de expressão relativa obtidos foram tratados separadamente para cada
gene ao longo das quinze réplicas biológicas analisadas. As colunas marcadas com ”∗” indicam os grupos que
diferem significativamente (p < 0, 05) de pelo menos um dos demais grupos
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Conclusão

Este trabalho demonstra que os genes EF1α, β-actin e β-tubulin são adequados para uso como controles

endógeno em análises de RT-qPCR em D. speciosa em seus diferentes estágios de desenvolvimento. O resultado

das análises de expressão dos genes alvo em tais estágios revelou o perfil transcricional destes, informação

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