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Apresentacao

O Hypothenemus hampei, conhecido como broca-do-café ou
CBB (do inglés Coffee Berry Borer), € uma das principais pra-
gas do cafeeiro. Desde que o inseticida endosulfan foi proibido
por ser altamente toxico, nenhum outro produto mostrou-se
eficaz para controlar essa praga. A Embrapa Recursos Gené-
ticos e Biotecnologia desenvolveu uma metodologia para tes-
tar o efeito do silenciamento de genes especificos do CBB.
Essa metodologia usa RNAI, nanotecnologia e aplicagao to-
pica como estratégias de controle. O processo, descrito nesta
publicagao, inclui as seguintes etapas: sele¢cao e amplificagao
de sequéncias nucleotidicas especificas do CBB; subclona-
gem dos fragmentos génicos em vetores para a sintese in vitro
dos dsRNAs; formulagdo de particulas para encapsular os
dsRNAs; e avaliagéo do efeito do silenciamento dos genes
alvo em bioensaios. Também sdo detalhadas as atividades
para criar uma dieta artificial para os insetos e aplica-la em
bioensaios, usando alimentagao oral ou aplicagao topica das
particulas contendo os dsRNAs. Além disso, também apre-
senta sistema eficiente para pulverizar formulacbes de dsR-
NAs em insetos em laboratério. Nas consideracoes finais, dis-
cute-se o potencial dessa metodologia, que combina RNAi e
nanotecnologia, para desenvolvimento de controle biotecno-
I6gico da broca-do-café por meio de aplicagéo tépica. Tam-
bém vislumbra-se a possibilidade de adaptar essa técnica
para controle em outras pragas agricolas economicamente
importantes.

Marcelo Lopes da Silva
Chefe-Geral
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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Introducao

O café, Coffea arabica, esta presente na alimentagao di-
aria de grande parte da populagao global, evidenciando sua ex-
pressiva participagcdo no mercado comercial. De acordo com a
Organizacao Internacional do Café (OIC) (Organizagao Interna-
cional do Café, 2021), em um ano, o consumo mundial de café
foi estimado em torno de 166,62 milhdes de sacas. O uso proe-
minente desta bebida movimenta a economia de paises produ-
tores, como a do Brasil, que possui o café em sétimo lugar na
classificagdo de produtos da agropecuaria com o maior valor
bruto financeiro da produgéao (Brasil, 2021). Destaca-se que no
ano de 2021, o café foi responsavel por introduzir em torno de
42,6 bilhdes de reais na economia brasileira, segundo dados da
Secretaria de Politica Agricola (SPA) (Brasil, 2021), deixando
claro que sua producao é de suma importancia para o pais.

O cultivo do cafeeiro envolve um procedimento delicado
e trabalhoso (Mesquita et al., 2016), pois 0 manejo da planta
depende de varios fatores atuando em conjunto para obter um
produto de alta qualidade. E preciso ter muita atencdo com ata-
que de insetos-praga e patogenos, uma vez que eles podem
causar sérios danos aos graos, comprometendo a sua quali-
dade e consequentemente, o seu valor comercial.

O inseto da ordem coledptera Hypothenemus hampei
nome-ado popularmente, broca-do-café (CBB da sigla em in-
glés Coffee Berry Borer) é a principal praga dos cultivos de café
na atualidade, em praticamente todas as regides produtoras.
Originaria da Africa Central, a broca-do-café alastrou de uma
forma exponencial, atingindo todas as regiées com expressivos
plantios de café, saindo da Africa a Asia, América Central, Amé-
rica do Sul, Oriente Médio e assim, adiante (Waterhouse; Norris,
1989). O Brasil, que recebia a mercadoria da Africa e Indonésia,
teve o seu primeiro contato com a praga por volta do ano de
1913 pelo estado de S&o Paulo, que logo se disseminou com
facilidade pelo Brasil devido a alta umidade e temperatura ideal
para a sua proliferagao (Laurentino; Costa, 2004).
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A nomenclatura popular deste inseto-praga resulta da
forma que ele infecta os graos, ao fazer um orificio quase im-
perceptivel na parte inferior do grao, na regiao da coroa. A per-
furagao do grao é realizada pela fémea, que apresenta cerdas
e escamas filiformes capazes de infiltrar o endosperma do grao,
formando galerias para ovipositar no interior da semente. Em
seguida, os ovos eclodem para o segundo estagio, a larva, que
se alimenta das substancias presentes no fruto e entao, evolui
para pupa e chega finalmente na fase adulta (fémeas e ma-
chos). As fémeas ja fertilizadas saem dos graos e reiniciam o
ciclo, por meio da infestagdo de um outro grdo (Laurentino;
Costa, 2004). A alimentacao da broca-do-café é do tipo mono-
faga, restrita ao café. Porém, as fémeas adultas atacam em to-
das as fases de desenvolvimento, incluindo o grao verde e o
grao maduro (“tipo cereja”), podendo causar efeitos prejudiciais,
devido a queda prematura dos graos ou a proliferagdo de mi-
crorganismos oportunistas, que utilizam como porta de entrada
os orificios criados pelo inseto-praga (Constantino et al., 2011).
Os lotes de café apresentando defeito, a cada cinco graos bro-
cados, sao descartados resultando em grande prejuizo ao pro-
dutor (Souza, 2019).

A biologia e comportamento da broca-do-café sao bas-
tante estudados (Damon, 2000). Na morfologia da broca-do-
café destaca-se a grande diferenga de tamanho entre a fémea
e 0 macho, medindo em torno de 1,65 mm e 1,18 mm, respec-
tivamente. A este dimorfismo entre os sexos, adiciona-se a pro-
porgcédo de ambos os individuos na natureza, sendo encontrado,
em média, um individuo macho para cada dez fémeas, esclare-
cendo a relagdo endogémica que eles mantém no ciclo de vida
(Damon, 2000). Este ciclo varia de acordo as condi¢des clima-
ticas, como umidade e temperatura (Portilla; Streeett, 2022),
mas o seu padrao permanece por um periodo aproximado de
28 dias entre as fases de ovo e pupa. A longevidade dos adultos
varia entre 40 dias para o macho, podendo as fémeas chegar a
156 dias de vida (Constantini et al., 2011).

O manejo desta praga € arduo e ainda ineficiente, difi-
cultado principalmente pelo ciclo endofitico de desenvolvimento
do inseto dentro dos graos de café. Atualmente, o manejo vem
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sendo realizado por meio de monitoramento (catacao manual),
armadilhas e pesticidas (Souza et al., 2020). No passado, o en-
dosulfan foi o agrotdxico mais utilizado para o controle da broca-
do-café. Porém, durante a quinta Conferéncia das Partes (COP
5) realizada em 2013 em Estocolmo, com o apoio de outros pa-
ises, o uso do endosulfan foi banido da agricultura brasileira
(Avila, 2011) e desde entédo, ndo apareceu um outro quimico
com as mesmas caracteristicas para o manejo. Na ultima dé-
cada, cresceu o numero de praticas menos prejudiciais ao am-
biente, como o uso de inimigos naturais ao H. hampei. O desta-
que dessa estratégia é a Beauveria bassiana, um fungo capaz
de infectar insetos-praga e minimizar sua propagacéo (Damon,
2000). No entanto, embora a aplicagdo do fungo seja cada vez
mais comum, esta pratica ndo supera os manejos tradicionais,
como o monitoramento em “zigue-zague”, que coordena uma
faixa menor de observacao intensiva com o objetivo de otimizar
o tempo aplicado a esse processo. Em adigao, armadilhas com
atrativos, que utilizam feroménios ou alimentos com substan-
cias mortiferas ao inseto, € habitual para vigilancia e contengao
da broca-do-café (Souza et al., 2020). No entanto, permanece
uma lacuna extensa para se alcangar a contengao da propaga-
¢ao do inseto com uma alta eficacia. Tal cenario demanda a
continuidade dos estudos e o desenvolvimento de novas estra-
tégias e tecnologias para auxiliar no controle da broca-do-café.
Solucgdes alternativas, com potencial para o controle, envolvem
conhecimentos da genética do CBB associado as técnicas de
biotecnologia, para geragao de plantas transgénicas resistentes
ao inseto-praga. Ainda, destaca-se o emprego da nanotecnolo-
gia no desenvolvimento de formula¢des contendo os fragmen-
tos génicos alvo especificos, ou seja, os dsRNAs, encapsulados
em particulas. Esta estratégia pode resultar em produtos como
bioinseticidas, capazes de reduzir a populacao de CBB, apos a
aplicagao topica.

No presente trabalho, apresentamos as etapas de uma
metodologia desenvolvida para selecionar e avaliar dsRNAs de
genes alvo especificos, com potencial para uso em uma solugao
biotecnoldgica para auxiliar no controle do CBB. O desenvolvi-
mento de um sistema para simular a aplicagao tépica sobre o
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CBB em laboratério, por meio de pulverizagdo de solugbes com
particulas de dsRNA é também apresentado para a viabilizagao
dos experimentos de bioensaios.

Revisao bibliografica
Genética da broca-do-café

Da variabilidade genética do Hypothenemus hampei

O inseto alvo deste estudo possui um sistema genético
andémalo, uma vez que a espécie é funcionalmente haplodi-
ploide (Brun et al., 1995). Enquanto as fémeas adultas, funcio-
nalmente diploides, expressam e transmitem cromossomos de-
rivados de ambos os genitores, os machos, funcionalmente ha-
ploides, expressam e transmitem apenas cromossomos mater-
nos, sendo os cromossomos paternalmente herdados silencia-
dos devido a heterocromatizagao (Navarro-Escalante et al.,
2021). Por outro lado, a exemplo do que ocorre em alguns inse-
tos, além do CBB, nao existe diferenca aparente no cariétipo de
fémeas e machos do CBB. Vega et al. (2002), mostraram que a
Wolbachia, uma proteobactéria intracelular herdada maternal-
mente, pode ter uma significativa fung¢édo na biologia do CBB e
ser responsavel pelos efeitos da propor¢ao sexual desigual, fa-
vorecendo as fémeas. E conhecido que este endossimbionte
causa incompatibilidade citoplasmatica unidirecional ou bidire-
cional, em que a fertilidade dependera da cepa de Wolbachia
(OONeill et al., 1997; Bourtzis; OONeill, 1998). Outros eventos
associados a Wolbachia seriam: presenca de partenogénese,
identificado em H. hampei (Barrera et al., 1995) e a morte pre-
matura dos machos, relatada para varios insetos, durante am-
bos os estagios, inicial e tardio do ciclo de desenvolvimento
(Hurst et al., 1997, Fialho; Stevens, 2000, Hurst et al., 2000, Jig-
gins et al., 2000). Contudo, o mecanismo de controle da elimi-
nacao/ativacdo do genoma paterno (PGE) e nem a determina-
¢ao do sexo, esta totalmente elucidado no caso do coledptera
da broca-do-café.
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Bancos de sequéncias: Genoma e Transcriptoma

Os dados publicos de sequéncias genémicas e transcritbmicas
do H. hampei se resumem a:

1) Genoma “parcial’” partindo de fémeas adultas
(Vega et al., 2015) contendo 163 Mb e 19.222 genes codifi-
cando para proteinas preditas. As andlises destes dados foram
focadas em genes envolvidos na digestdo e detoxificacdo de
moléculas de defesa de plantas e inseticidas;

2) Transcriptoma partindo de sequéncias de RNA de
larvas, fémeas e machos do CBB (Noriega et al., 2019). Apéds a
montagem de novo e anotagéo funcional dos transcritos, foram
identificados 29.434 unigenes, dos quais 4.664 foram diferenci-
almente expressos. Os resultados obtidos neste estudo ajuda-
ram a elucidar os papéis criticos que varios genes desempe-
nham como elementos reguladores no desenvolvimento da
CBB, como por exemplo, elementos méveis como determinan-
tes da diferenciagao sexual, genes de reconhecimento sensorial
e proteinas digestivas.

3) Navarro-Escalante (2021) sequenciaram e mon-
taram uma nova versao do genoma do CBB partindo de adultos
machos e fémeas. Visando entender as diferengas entre ambos
0S sexos, as analises a partir dos bancos de dados foram foca-
das em genes de percepgao sensorial e permitiu identificar
grandes regides génicas (“scaffolds”), associadas ao dimor-
fismo sexual. O conhecimento resultante destas analises contri-
buiu para melhorar o entendimento de como ocorre a determi-
nagao do sexo no CBB.
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Diferentes estratégias para aplicagao de “ativos” mo-
léculas promissoras para o controle biotecnolégico da
broca-do-café - Transformagao genética de plantas via
superexpressao de “moléculas inseticidas”

A estratégia aplicando técnicas de engenharia genética e de
transformagéao de plantas, utilizando genes de diferentes clas-
ses e mecanismos de agao, validados in vitro, representa uma
solucéao alternativa, para o controle de insetos-praga de impacto
para a agricultura. Exemplificando, em Lopez-Pazos et al.
(2009), os autores mostraram a atividade bioldgica das toxinas
Cry1Ba e Cry3Aa de Bacillus thuringiensis (Bt) contra larvas do
primeiro instar do CBB e associaram a dependéncia de um
efeito tdxico, as condicdes fisiolégicas presentes no intestino do
inseto. Plantas transgénicas de café expressando a proteina
Cry1aC para resisténcia ao lepidoptero bicho mineiro (Leucop-
tera coffeella) foram desenvolvidas por Leroy et al. (2000). No
entanto, nos experimentos para analise das plantas GM em
campo, o resultado de produtividade foi considerado insatisfa-
tério (Perthuis et al., 2015). Embora existam varias toxinas Cry
indicadas para toxicidade em lagartas (lepidopteras), poucas
Cry séo sugeridas para agao contra espécies de coledpteros.
No entanto, Mendez-Lépez et al. (2003) mostraram que o B.
thuringiensis serovar israelensis (Bti), que contém a proteina
Cry10Aa apresenta alta toxicidade contra o CBB. Posterior-
mente, a atividade especifica de Cry10Aa in vitro e, em seguida,
a sua expressao em plantas de algodao foi publicada para o
coledptero, bicudo do algodoeiro (Anthonomus grandis) (Aguiar
et al., 2012; Ribeiro et al., 2017, respectivamente). Aplicando
um protocolo desenvolvido para a transformacao genética de
plantas de café, Barbosa et al. (2010) obtiveram plantas expres-
sando o gene para inibidor de alfa-amilase (aAl-1), isolado de
Phaseolus vulgaris. Embora os graos de café das plantas trans-
génicas (geracgao T2) tenham mostrado nivel satisfatério de ex-
pressao, o efeito da presenca do inibidor da enzima digestiva
nao foi limitante para o desenvolvimento do inseto, apenas ge-
rou o retardamento de algumas fases. Assim, as analises a res-
peito do efeito do inibidor aAl-1 sobre a enzima do intestino do
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inseto CBB, alimentado in vitro, ndo foram consideradas con-
clusivas (Albuquerque et al., 2015). Posteriormente, Valencia-
Lozano et al. (2019) publicaram a transformacéo estavel de
plantas de café expressando alta taxa da proteina Cry10Aa (7,6
a 13,88 ug/g de tecido fresco de folhas e embrides) e discutiram
perspectivas promissoras para o controle do CBB, apés o
avanco das progénies e a realizacdo de experimentos em
campo.

Transformacgao genética de plantas via RNA interfe-
rente: silenciamento de genes especificos por meio de
moléculas de dsRNAs

O processo de silenciamento génico mais estudado para apli-
cacao no controle de pragas agricolas é conhecido como silen-
ciamento génico poés-transcricional, mediado por RNA dupla fita
(dsRNA, da sigla em inglés “double stranded RNA”) (Price; Ga-
tehouse, 2008). Por meio deste mecanismo, moléculas longas
(de 200 a 1.000 bp) de dsRNAs complementares a fragmentos
especificos de RNA mensageiro (MRNA) podem ser aplicadas
de forma exdgena no inseto alvo. Apds internalizagcdo das mo-
léculas de dsRNAs nas células, uma maquinaria de processa-
mento, formada principalmente por ribonucleases, denomina-
das proteinas Dicer, cliva as moléculas longas de dsRNAs em
pequenos fragmentos conhecidos como pequenos RNAs inter-
ferentes (siRNA, em inglés “Small interfering RNA”). Estes pe-
quenos fragmentos agem como guias, se ligando ao mRNA
complementar, para que um complexo enzimatico denominado
RISC (RNA-induced silencing complex) quebre o mRNA, le-
vando a degradacdo do mesmo e a consequente redugdo na
expressao da proteina alvo codificada (Hammond et al., 2001,
citado em Noriega; Vasquéz, 2022; Darlington et al., 2022).

No geral, os estudos com plantas transgénicas expressando
moléculas de dsRNAs (RNA de fita dupla) indicando potencial
para conferir resisténcia a diversas pragas (Baum et al., 2007,

THAMMOND, S. M.; CAUDY, A. A.; HANNON, G. J. Post-transcriptional gene silencing
by double-stranded RNA. Nature Reviews Genetics, v. 2, n. 2, p. 110-119, 2001.
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Mao et al., 2011, Mao et al., 2015, Coleman et al., 2015, Hussain
et al., 2019, Arya et al., 2021) entre outros, tem aumentado de
forma relevante. Por outro lado, ainda € pouco expressivo o nu-
mero de eventos transgénicos obtidos com aplicagao da tecno-
logia de RNAI e, atualmente, liberados para a comercializagédo
(International Service for the Acquisition of Agri-Biotech Applica-
tions, 2023). A principal razdo para o pouco avango rumo a co-
mercializagdo de eventos RNAI é a identificagao dos elementos
envolvidos para a redugao da expressao génica, os quais po-
dem variar entre ordens e até mesmo, entre espécies (Cooper
et al., 2020; Kunte et al., 2020). Em insetos, os principais fatores
que afetam a eficiéncia da tecnologia de RNAI sao: a instabili-
dade do dsRNA no ambiente extracelular (Shukla et al., 2016;
Cao et al., 2018; Song et al., 2019), absor¢céo do dsRNA inefici-
ente a nivel celular (Shukla et al., 2016, Vélez; Fishilevich, 2018)
e diferencas na maquinaria enzimatica de RNAI entre espécies
(R. Guan et al., 2018; You et al., 2020; Arraes et al., 2021).

Outras estratégias para aplicagao dos ativos para o
controle do inseto alvo

Além da expressao em plantas transgénicas, as protei-
nas Cry com potencial para o controle dos insetos alvo, também
podem ser produzidas e aplicadas em estratégias para aplica-
¢ao topica, como pulverizacao de bioinseticidas a base de pro-
teinas Cry (NPIC, 2023) e formulagdes contendo dsRNAs para
silenciar genes especificos (Guan et al., 2021; Lucena-Leandro
et al., 2022; Guan et al., 2023).

Para o caso de aplicacao de dsRNAs especificos, méto-
dos para melhorar a sua eficiéncia tem como objetivo proteger
as moléculas da degradacgao por enzimas nucleases do inseto
e manter a sua estabilidade no interior das células (plantas e ou
insetos) (Ribeiro et al., 2022) ou mesmo, na superficie das plan-
tas quando da aplicacao topica. Neste contexto, diferentes tipos
de entrega das moléculas de dsRNAs aos insetos incluem: de-
posito/absor¢ao na dieta (alimentagao) e ou a aplicagao topica
(contato) (Santos-Ortega; Flint, 2022). Esta ultima, objetivando
atingir superficies da planta, preferidas pelos insetos para o seu
ataque. No caso especifico do cafeeiro, o ideal seria manter o
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produto ativo estavel na superficie dos frutos por algum tempo.
Desta maneira, as fémeas fertilizadas do CBB, ao sairem dos
graos para ovipositar outros graos, teriam contato com o pro-
duto, alimentando-se e ou internalizando-o por meio de contato
com a cuticula (presente na carcaga do inseto).

Uma solugéo promissora de entrega eficiente do dsRNA
especifico ao alvo, envolve técnicas de nanotecnologia para en-
capsulamento dos nucleotideos, resultando em particulas po-
tencialmente estaveis (Petronio et al., 2022). A utilizacao de na-
nomateriais (quitosana, PEI, etc.) como carreadores, pode au-
xiliar para que o ativo atinja o alvo em seguranca e, desta forma,
auxiliar no manejo de insetos-praga, inclusive daqueles que
possuem o habito endofitico de desenvolvimento, como é o
caso da broca-do-café.

No presente trabalho, a partir do transcritoma do CBB
(Noriega et al., 2019), apresenta-se a Metodologia desenvolvida
para avaliar fragmentos génicos de fita dupla (dsRNAs) promis-
sores para aplicacdo no desenvolvimento de um controle biotec-
noldgico para insetos-praga, com foco no CBB. A estratégia me-
todoldgica envolve protocolos especificos, desenvolvidos e vali-
dados para o caso do CBB, incluindo as seguintes etapas: 1)
selecdo de sequéncias de nucleotideos, especificas do CBB
para aplicagao na tecnologia de RNAI; 2) Extragdo de DNA e
RNA de alta qualidade; 3) sintese in vitro e dsRNAs especificos
para o CBB; 4) analises in vitro (bioensaios) para a avaliagao do
efeito dos dsRNAs no desenvolvimento e metabolismo do CBB.

Criacao do CBB em dieta artificial

A criacdo e manutencdo de uma populagcdo genetica-
mente homogénea da broca-do-café em dieta artificial € um re-
quisito essencial para a aplicacdo da metodologia aqui apresen-
tada, de modo a viabilizar o processo, desde a etapa inicial de
obtencgdo das amostras de DNA e RNA com alta qualidade, para
a realizagao de sequenciamento e obtengao do banco de dados
de sequéncias, a etapa final de validagéo dos alvos, em bioen-
saios na presenca dos insetos.
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A composicao da dieta artificial do CBB é altamente espe-
cifica. Desde a dieta meridica, desenvolvida por Villacorta (Villa-
corta, 1985), outros métodos foram publicados, porém os detalhes
de fabricagdo nao sao descritos (Villacorta; Barrera, 1993; Brum
et al., 1993; Portilla; Streett, 2006; Ferreira, 2022). Além dos com-
ponentes especificos da dieta (p6 de café, agar, reagentes inibi-
dores de contaminagdo, vitaminas, entre outros), o éxito para a
criacao de H. hampei esta principalmente, no controle das condi-
¢bes de umidade, temperatura e fotoperiodo em cada processo
(Portilla; Street, 2022; Wei et al., 2023).

Para este trabalho, a primeira geragéo de insetos em di-
eta artificial partiu de frutos de café (Coffea arabica, cultivar la-
par 59) infestados com o CBB, coletados em cafezais no estado
do Parana, Brasil, e encaminhados para o tratamento em labo-
ratorio. Apos atingirem aproximadamente 24% de umidade, os
graos foram distribuidos em estruturas de criacao e de coleta
de adultos. Os adultos obtidos foram inoculados em dieta artifi-
cial (Villacorta; Barrera, 1993) e mantidos em camara climati-
zada (25 +2 °C, UR 60 £ 10 % e auséncia de luz). O procedi-
mento inicial foi realizado no laboratério de entomologia do la-
par (atualmente, Instituto de Desenvolvimento Rural do Pa-
rana), durante os meses de maio a setembro, totalizando o pre-
paro de 1.206 placas (9,0 cm de diametro x 1,5 cm de altura)
com dieta e a infestacdo destas com 60.600 adultos. Apos va-
rias geracdes, a populacdo de insetos em dieta artificial foi
transferida para o laboratério de bioensaios da Embrapa Recur-
sos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia, DF, onde se continua o
manejo para manutencao da populagao.

O ciclo de vida da broca-do-café (do ovo ao adulto) utili-
zando a dieta artificial e as condicbes ambientes estabelecidas
no laboratério da Embrapa totaliza aproximadamente 24 dias (Fi-
gura 1), sendo similar ao citado na literatura cientifica para os
estudos aplicando diferentes formulagdes de dieta artificial (Por-
tilla, 1999; Ferreira et al., 2022).

A transferéncia periddica (a cada 3 meses) de fémeas e
de machos ativos (100 fémeas para 10 machos) para uma dieta
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fresca, contida em placa de Petri de vidro (9,0 cm de didmetro x
1,5 cm de altura) e armazenada em incubadora com condicoes
controladas (BOD) (Figura 1), garante a manutencao da popula-
¢ao do CBB. Nas condigdes estabelecidas na Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia, as fémeas sobrevivem na dieta, por
aproximadamente 180 dias.

Incubadora
(B.O.D.)

= Dieta
1 FS—T Artificial

&

b,

~ E s
~I =

12 dias

Ciclo Total: %
24 dias 11 d:a/

2 dias

Figura 1 — Esquema ilustrativo com as fases e periodos do ciclo de vida do
CBB, na criagdo em dieta artificial localizada na Embrapa Recursos Genéticos
e Biotecnologia. Os ovos comegam a surgir a partir de 11 dias, apds a oposi-
¢ao das fémeas fertilizadas (de coloragdo marrom escuro). O intervalo obser-
vado entre a eclosdo dos ovos e surgimento de larvas L1 €, em média, de dois
dias. O desenvolvimento de estagio L1 para L2 leva aproximadamente 5 dias
no caso de fémeas. Os machos ndo passam pelo estégio L2. O intervalo entre
L2 e o estagio de pupa é de 6 dias e o intervalo registrado entre a pupa e a
fémea adulta é de 12 dias.
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A Metodologia desenvolvida para a selegcao e
avaliagao de genes com potencial para o con-
trole do CBB

A metodologia desenvolvida, visando o controle biotecnoldgico do

inseto-praga H. hampei, envolveu varias etapas consecutivas, in-
dicadas no infografico abaixo (Figura 2) e detalhada no texto

abaixo.
H, Hamped :
= -
o)Lt + £
= g 1
transcritoma desenho do RNAI sligonucheatideas

H. Hampel LT O == - /P = S,

- .5 e, e )

” - e ] & : Mgy = ey

' ' + AL LLLEY = cDMNA especifico ' o
Extracdo RNA Sintesa do cDNA oligonuclestidecs sintese dsRNA

bicensaios

Figura 2. Fluxograma ilustrando as etapas da Metodologia desenvolvida para a ava-
liagdo de fragmentos de genes, promissores para uso no controle biotecnoloégi-co do
CBB. As etapas, partindo do transcritoma do Hypothenemus hampei incluem: selegdo
de sequéncias de nucleotideos especificos para aplicagdo na tecnologia de RNAi (A);
extragdo do RNA com alto grau de pureza, utilizado na obten¢do do cDNA, usado
como molde para a amplificagdo do fragmento alvo especifico. O produto com cDNA
especifico é aplicado na sintese in vitro das moléculas de dsRNAs (B) e bioen-saios
para a avaliagdo do efeito dos dsRNAs (C).

Extragcao de DNA total (DNA genémico)

O material biolégico para a extragcdo de DNA genémico
(DNAg ou DNA total) é coletado da criagdo da broca-do-café em
dieta artificial. Cada amostra constituida por larvas, pupas ou
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adultos, sdo colocadas em microtubos (1,5 mL), totalizando o
equivalente a 50 pug (no caso de fémeas adultas esta massa
equivale a aproximadamente 30 individuos). As amostras po-
dem ser congeladas em nitrogénio liquido e imediatamente sub-
metidos a extragdo do DNA ou entdo, armazenadas em -80 °C,
para uso posterior. Uma vez que, ndo existe um kit comercial
especifico para a extracdo de DNA de insetos coledpteros, tes-
tou-se, alguns kits comerciais, realizando adaptagdes aos pro-
tocolos dos fabricantes. A melhor amostra de DNA de CBB foi
obtida com o Kit DNeasy Blood and Tissue Kit (Qlagen, Hilden,
Germany) aplicando o protocolo “Purification of Total DNA from
Animal Tissues - Spin Column”, fornecido pelo fabricante, se-
guido do tratamento para a eliminacao de RNA residual, apli-
cando-se a enzima RNAse A tipo Il (Sigma, Mannheim, Ger-
many) (10 pg/pL). A reacao é incubada a 37 °C, por 16 h.

A quantificacao e avaliagado da integridade das amostras
de DNA genbmico podem ser realizadas em gel de agarose
(0,8%) corado com brometo de etideo. A quantificacao é reali-
zada pela analise visual e comparativa com o perfil eletroforé-
tico do marcador de massa molecular High DNA Mass Ladder
(Invitrogen, Ontario, Canada). Um DNA total de inseto, é esti-
mado como integro e de alta qualidade quando n&o apresenta
sinais de degradacédo ou presenca de RNA, apés a analise por
eletroforese. Para maior precisdo da analise de qualidade do
DNA gendmico utilizar o sistema Bioanalyzer (Agilent, Santa
Clara, Estados Unidos), que é capaz de detectar a presencga de
fragmentos de DNA de tamanho minimo (n&o visualizado no gel
de agarose). As aliquotas de DNA gendmico preparadas e ana-
lisadas como descrito acima podem ser armazenadas a -80 °C,
por tempo indeterminado.
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Amostras de DNA gendmico integro e contendo alto
grau de pureza € pré-requisito para a realizagdo do sequencia-
mento por PacBio, resultante em grande quantidade de sequén-
cias nucleotidicas, possibilitando a obtencdo de um banco de
dados robusto, representando o genoma da espécie. A Figura
3 (A) exemplifica o perfil de separagao obtido apds eletroforese
em gel de agarose indicando uma amostra de DNAg com alta
grau de pureza e sem vestigios de degradacao. Em paralelo, a
analise utilizando o sistema Bioanalyzer (Agilient, Santa Clara,
Estados Unidos), graficamente ilustrada na Figura 3 (B) sugere
que a maior parte do DNA possui em torno de 15.000 pares de
bases (pb), caracterizando um DNA integro e de alto peso mo-
lecular.

B [Fu mcmattar_replacement
3 L Stock dil 1/3

T T T T R R LR
50 300 500 700 1500 17000 [bp]

Figura 3. Analise da qualidade do DNA gendmico extraido a partir de fémeas
do CBB. Eletroforese utilizando gel de agarose. Marcador de massa molecular
1kB ladder — (Invitrogen, Ontario, Canada) (M). A seta indica a porgao majori-
taria da amostra DNAg, com aproximadamente 15.000 bp (A). Grafico do
DNAg analisado no sistema Bioanalyzer, indicando maior parte do DNAg com
tamanho entre 15.000 a 17.000 pb (B).
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Extracao de RNA total de alta qualidade

A obtencdo de amostras de RNA total de alta qualidade
representa um desafio para os estudos com a broca-do-café.
De modo geral, a preparacao do RNA total exige maior cuidado
em comparacao a extracao do DNA. Isto deve-se a instabilidade
da molécula (fita simples) e a presenga de endonucleases,
como as RNases, que sao responsaveis pela degradacao da
mesma (Winnebeck et al., 2010).

As melhores amostras de RNA total, partindo de cada fase
do ciclo de vida da broca-do-café, obteve-se utilizando os rea-
gentes do RNeasy Mini Kit (Qlagen, Hilden, Germany). O proto-
colo descrito abaixo, inclui as adaptacdes realizadas ao proto-
colo fornecido pelo fabricante:

a. Armazenar pelo menos 30 fémeas adultas, coletadas da
criagao da broca-do-café colocadas, em tubos de micro-
centrifuga (1,5 mL) e imediatamente, congelar em nitro-
génio liquido. Cada amostra consiste em aproximada-
mente 30 fémeas/tubo (50 ug), recomendada como quan-
tidade minima para se obter um rendimento satisfatério do
RNA;

b. Macerar os insetos até a obtengdo de um pé fino, com
auxilio de um pequeno pistilo de plastico, utilizando nitro-
génio liquido para manter a amostra congelada, mas evi-
tando o contato direto com o material;

c. Aplicar em cada amost ra 404 pL da mistura contendo
400 uL de tampao RLT e 4 pL de 2- beta- mercaptoetanol
(Gibco,

Ontario, Canada) e incubar imediatamente no gelo;

d. Apos centrifugacao (13.000 rpm, 3 min, 4°C), transferir o
sobrenadante para um novo tubo;

e. Adicionar um volume de Etanol 70% gelado (-20 °C), mis-
turando por meio de pipetagem, cuidadosamente.
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f. Aplicar o materia Ina coluna de purificagao (fornecida no
kit) e centrifugar (8.500 rpm, por 15 segundos). Devido a
capacidade maxima da coluna (700 uL), esta etapa pode
ser repetida varias vezes, até a aplicagao de todo o mate-
rial.

g. ApOs cada centrifugagdo, o material eluido da coluna é
descartado. Ao material aderido na resina da coluna (cor
rosa) depositar 700 pL do tampdo RW1 e centrifugar a
8.500 rpm, por 15 segundos. Descartar o material eluido.

h. Adicionar na coluna 500 yuL do tampao RPE, centrifugar
8.500 rpm, 15 segundos e descartar o eluido.

i. Adicionar 700 pyL do tampao RPE e centrifugar a 8.500
rpm, por 2 min.

j.  Repetir a centrifugagéo com a coluna “vazia” a 8.500 rpm
por 1 min para eliminar etanol residual.

I. Transferir a coluna para um novo microtubo (1,5mL), adi-
cionar 25 pL de agua (RNAse free - 37 °C) no centro da re-
sina, incubar por 5 minutos em temperatura ambiente e cen-
trifugar a 8500 rpm, 1 min.

m. Manter as amostras (RNA total) no gelo, até determinar
a sua concentracao em espectrofotdmetro no Nanodrop Ep-
pendorf, AG, Germany) ou similar. Em seguida, analisar a
integridade do RNA, apos eletroforese em gel de agarose
0.8%.

n. As amostras com alta qualidade (concentragao alta e au-
séncia de sinais de degradacédo) devem ser armazenadas a
-80 °C, para uso o posterior, nas etapas de preparacao dos
cDNAs para analises de expressao génica e ou sintese dos
dsRNAs.
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A foto da Figura 4, ilustra uma andlise de integridade para
as amostras de RNA total extraido de fémeas do CBB, utili-
zando eletroforese em gel de agarose 1%. O perfil eletroforético
de um RNA total integro deve apresentar apenas duas bandas
(correspondendo aos RNAs ribossémicos 28S e 18S) e, em al-
guns casos, a banda equivalente ao 5S (Winnebeck, et al.,
2010).

Foto: Lays A.Teixeia.

Figura 4. Resultado da eletroforese de trés amostras aleatdrias de RNA to-
tal, obtidas a partir de fémeas adultas do CBB. Marcador de massa (1Kb la-
dder plus (Invitrogen, Ontario, Canada) coluna (1). Perfil eletroforético de trés
amostras (aleatdrias) de RNA total, mostrando a presencga as bandas integras
equivalentes as subunidades 28S e 18S referente as unidades ribos-somais,
colunas (2), (3) e (4).

Selecao de genes alvo partindo do Transcritoma do
CcBB

Cinco diferentes genes alvo (denominados aqui de G171, G2,
G3, G4 e G5) selecionados para serem aplicados na tecnologia
de RNAI e avaliados quanto ao efeito sobre o controle do CBB
séo originados do banco de transcritos do CBB. As “iscas” para
a identificacdo, no banco de dados, das sequéncias génicas
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alvo é escolhida com base em resultados da literatura, valida-
dos para outros coledpteros, como Anthonomus grandis (Fir-
mino et al., 2013) e Diabrotica virgifera (Flagel et al., 2014). As
sequéncias dos genes alvos, obtidas a partir do transcritoma do
CBB (Noriega et al., 2019), alocado na Plataforma de Bioinfor-
matica da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasi-
lia, DF e parcialmente, depositado no banco de genes do NCBI
(“National Center for Biotechnology Information”) com o N.
SUB4491034, ndo sao divulgadas neste trabalho divulgadas de-
vido a protec¢ao intelectual. As categorias funcionais destas se-
quéncias sao relacionadas a metamorfose e ao metabolismo do
inseto.

Para gerar os alinhamentos das sequéncias alvo para o
CBB com as sequéncias de outros insetos-praga (coledpteros)
utilizou-se o programa ClustalW?2. A partir dos alinhamentos,
sdo escolhidas as regides nao conservadas entre os insetos,
determinadas como sequéncias especificas para o CBB. As se-
quéncias alvo especificas, sdo aplicadas nas etapas subse-
quentes da presente metodologia, visando produzir o silencia-
mento génico, altamente especifico para o CBB, via RNAI inter-
ferente.

Sintese de cDNA (DNA complementar)

A enzima transcriptase reversa, também chamada de DNA
polimerase- dependente de RNA, é encontrada em retrovirus e
age na transcrigao reversa (sentido RNA para DNA). Pela agéo
da transcriptase reversa é possivel a sintese de fitas de DNA
complementar (cDNA), a partir de RNA. Esta agao possibilita a
sua aplicacdo também em estudos de expressao génica, como
na técnica de RT-PCR (“‘Reverse Transcription Polymerase
Chain Reaction”) para o estudo da expressao dos genes.

2 Disponivel em: https://www.genome.jp/tools-bin/clustalw
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Partindo do RNA total das fémeas do CBB (descrito acima),
a sintese do cDNA pode ser obtida pela aplicagcao do seguinte
protocolo:

a. Para cada amostra, partir de 2.000 ng de RNA total,
como molde. Se necessario, diluir o RNA original com agua para
o volume final de 8 pL.

b. Utilizar e programar o termociclador de modo que todas
as incubacobes/reagbes para a sintese dos cDNAs ocorram se-
quencialmente, sem perda de tempo: 37 °C por 30 min; 65 °C
por 5 min; 37 °C por 2 min; 37 °C por 50 min; 70 °C por 15 min;
- 4 °C por tempo indeterminado.

c. Adicionar aos 2.000 ng de RNA, 2 uL do MIX 1 (1 uL da
enzima TURBO™ DNase 2U/uL (Invitrogen, Ontario, Canada)
+ 1 uL do tampéo da DNAse 10X) e incubar a 37 °C (no termo-
ciclador) por 30 min.

d. Pausar a incubagédo com o MIX 1, 10 segundos antes do
término de incubagéao a 37 °C, e aplicar 2 uL do MIX 2 (1uL do
dNTP 10 mM (Invitrogen, Ontario, Canada) + 1uL do Oligo dT
Primer 10 uM (Invitrogen, Ontario, Canada)). Incubar a 65 °C,
por 5min.

e. Aos dez segundos antes de finalizar a incubagéao do MIX
2 (65 °C), transferir as amostras para uma estante e, imediata-
mente, resfriar em balde com gelo, por 5 min. Nao permitir o
contato direto das amostras com o gelo.

f. Preparar o MIX 3 com os reagentes fornecidos pelo kit de
transcrigao reversa — M-MLV (Invitrogen, Ontario, Canada) (4
ML do tampao 5X + 2 yL do DTT). Adicionar 2 uL em cada amos-
tra. Incubar imediatamente (no termociclador) a 37 °C, por 2
min.

g. Interromper a programacéo do termociclador dez segun-
dos antes do término da incubacgao a 37 °C, aplicar 1 yL da en-
zima M-MLV em cada amostra e seguir com a programagao,
completando a incubacao de 50 min a 37 °C, seguido de 70 °C
por 15 min e finalmente, 4 °C.

h. Armazenar as amostras de cDNAs a -20 °C para uso pos-
terior.
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Analise da expressao génica por RT-qPCR (“Reverse
Transcriptase Quantitative PCR”)

Para a técnica de RT-gPCR, visando determinar a fase do
ciclo de vida do inseto, apresentando maior nivel de expressao
do gene alvo ou para as analises de silenciamento (redugao da
expressao) dos genes alvos utilizados nos bioensaios, validar
primeiramente, os genes de referéncia para o CBB. Para a iden-
tificagéo das sequencias dos genes de referéncia utilizar os co-
nhecimentos publicados na literatura cientifica para os demais
insetos coledpteros e aplicar o programa Blast® no banco de da-
dos de genes (Genbank- NCBI). Escolhidos os genes de refe-
réncia, desenhar os respectivos oligonucleotideos (Figura 5)
para utilizar na amplificagéo por PCR.

Genes |Sequéncias dos oligonucleotideos (5°- 37)
£ F: GCGTTATGACACCTCGTTAAG
R: CCCGATACCTTCCAATACATIC
GAPDH E: A'I'C AAC '['GGA(i'l'C'l"l"_i'AC'I'A.CC
R: CCTTATCAGCAGGATTGTACG
— F: CATCCAGGAATTGTTCAAACG
R: GATACCAAGTCATTCATGTTCG
UB F: CAATTACTCTGGAGGTGGAAC
= R: TGTATGTTGTAGTCTGAAAGGG
0 F: CAGATGTGGAAGGTCTTTGG
R: GTTGAACTTICTTTGCTCATGC
RPL21 F: AACTCCGCATTCCCGATTAG
R: CAGAGTTATGGCAAGTTCGTTC

Figura 5. Listagem de genes de referéncia para aplicagao nas analises de RT-
gPCR e sequencias dos oligonucleotideos. E2: “prostaglandin E2 Synthase” —
gene que tem agdo em diversas atividades organicas; GAPDH: “glyceral-
dehyde-3-phosphate dehydrogenase” - gene envolvido no metabolismo de
carboidratos; B-TUB: “beta - tubulin” - gene relacionado a estrutura; UBQ:
“Ubiquitin” - proteina da via do proteosoma, altamente conservada; AK: “Argi-
nine kinase Enzyme” - gene crucial para a energia do metabolismo; RPL21:
“Ribosomal protein L21” - gene envolvido na produgao de proteinas ribosso-
micas.

3 Disponivel em: https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi
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Em continuidade, para a determinagédo do nivel de ex-
pressado dos genes alvos selecionados, em cada fase do ciclo
de vida ou para determinar o nivel de expressao génica dos al-
VoS nos insetos sobreviventes dos bioensaios, aplicar as se-
guintes etapas:

a. Extracdo do RNA total dos insetos utilizando o RNeasy
Mini Kit (Qlagen, Hilden, Germany) e o protocolo descrito
acima;

b. Sintese do cDNA seguindo o protocolo do Kit de trans-
cricdo reversa aplicando a enzima M-MLV (Invitrogen,
Ontario, Canada) (descrito acima);

c. Anadlise de RT-gPCR: a partir da amostra de cDNA dilu-
ida (1:10) e utilizando o kit gPCR Green Master (Cellco,
Sao Carlos, Brasil). Adicionar oligonucleotideos especi-
ficos (10 uM) para os genes alvo ou para os genes de
referéncia. A reacao é realizada no termociclador com a
seguinte programagao: “Hold stage”: 50 °C - 2 min, 95
°C - 10 min. “PCR stage” (40x): 95 °C - 15 seg, 60 °C - 1
min. “Melt curve stage”: 95 °C - 15 seg, 60 °C - 1 min, 95
°C - 1 seg. Para a anadlise dos dados (RAW Data) utilizar
o programa do fabricante do termociclador. Para este es-
tudo, a analise de normalizagcado dos dados e determina-
céo da eficiéncia dos oligos foi realizada no programa
Miner?. Os valores relativos de expressao génica sdo ob-
tidos no programa SATqQPCRS, indicando ser positiva
para o silenciamento génico, dependendo dos resulta-
dos estatisticos (p-value < 0.05) de Anova, Teste-t e
Tukey.

Sintese das moléculas de dsRNAs especificos

Na tecnologia de RNAI, considerando o cenario dos inse-
tos praga, o RNA total, no interior das células, é utilizado como

4 Disponivel em: http://miner.ewindup.cn/miner/
5 Disponivel em: https://satgpcr.sophia.inrae.fr/cgi/home.cgi
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molde para produzir a fita simples de DNA por acdo da enzima
transcriptase reversa. Em seguida, o RNA é degradado e o DNA
de fita simples fica livre no citoplasma das células. Neste ambi-
ente, a enzima transforma o DNA fita simples em dupla hélice
originado os dsRNAs.

Na metodologia desenvolvida para o caso do CBB, para
a sintese das moléculas de dsRNAs especificos, partindo do
RNA total das fémeas adultas, utiliza-se a enzima transcriptase
reversa M-MLV (200 U/uL, Invitrogen, Ontario, Canada) e o pro-
tocolo (descrito acima) para a “Sintese de cDNA”. O procedi-
mento para a sintese dos dsRNAs envolve as seguintes etapas:

Amplificagao dos fragmentos dos DNAs (especificos
para o CBB)

Para o desenho dos oligonucleotideos especificos e am-
plificacao dos fragmentos das sequéncias alvo, com tamanho
variado (160 a 500 pares de bases), pode ser utilizado o servi-
dor PrimerQuest®, aplicando os parametros para favorecer
baixa porcentagem de ligacées GC, de modo a nao influenciar
na estabilidade do dsRNA (min. 35% e max. 55% de GC). Na
extremidade 5" dos oligos adiciona-se a sequéncia do promotor
da enzima Polimerase T7: 5" TAATACGACTCACTATAGGG 3'.

Na reacao em Cadeia da Polimerase (PCR), para a am-
plificacdo dos fragmentos dos genes alvo, o cDNA da broca-
docafé (1000 ng) € utilizado como “molde”. Para a andlise do
produto da PCR é realizada por eletroforese utilizando gel de
agarose 1%. Quando o perfil eletroforético em gel de agarose
apresentar uma s6 banda, o produto da PCR pode ser utilizado
diretamente na sintese do dsRNA. Alternativamente, como rea-
lizado no desenvolvimento da presente metodologia, a banda
correspondente ao sinal de amplificagdo com o tamanho plane-
jado é recortada e o DNA extraido da agarose utilizando-se o
Kit QlAquick gel extraction (Qlagen, Hilden, Germany) e o pro-
tocolo descrito pelo fabricante. Em continuidade, o DNA pode
ser subclonado, por exemplo, no vetor pGEMt-easy (Promega,

8 Disponivel em: https://www.idtdna.com/pages/tools/primerquest
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Madison, Estados Unidos) e o vetor resultante utilizado para a
transformacéao de bactérias (Escherichia coli) (Figura 6).

Foto: Lays A.Teixeia.
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Figura 6. Esquema ilustrativo mostrando a amplificagdo do fragmento espe-
cifico para a broca-do-café e a clonagem em vetor comercial. Analise de ele-
troforese em gel de agarose 1% do produto da PCR mostrando a banda cor-
respondente ao frag-mento especifico do gene G2 (467 bp), comparado com
o produto da PCR partindo de amostra de DNAg (seta). A linha tracejada in-
dica o material que foi recortado do gel para extragdo do DNA (A). A seta
indica a posigao de insergdo do DNA (fragmento especifico) no vetor comer-
cial pPGEMT-easy (B). Colénias de bactérias crescidas em meio LB apds a
transformacgéo genética, utilizando o vetor contendo o fragmento alvo especi-
fico (C). As colbnias brancas foram confirmadas por PCR como transformadas
e entdo, utilizadas para a extragdo do DNA a ser aplicado na sintese de
dsRNA.

Este procedimento tem a vantagem de possibilitar o ar-
mazenamento do fragmento génico especifico de forma estavel,
por tempo indeterminado, a -80 °C. A partir do indculo contendo
a bactéria transformada é realizada a extragdo do DNA, utili-
zando o Kit QlIAprep Spin Miniprep (Qlagen, Hilden, Germany)
e o protocolo do fabricante. Em seguida, o DNA é submetido ao
sequenciamento automatico para confirmacao da sequéncia,
apos a analise de alinhamento com a sequéncia do gene alvo.
O DNA pode ser utilizado imediatamente na reagao para a sin-
tese do dsRNA ou armazenado a -20 °C, para posterior utiliza-
gao.
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Reacao de Transcrigao in vitro da dupla fita de RNA:
sintese do dsRNA

Na presente Metodologia, para a sintese dos dsRNAs
alvo, utilizou-se o Kit de transcrigdo in vitro HiScribe T7 High
Yield RNA Synthesis (New England Biolabs, Ipswich, Massa-
chusetts, Estados Unidos) ou alternativamente, o Kit MEGAs-
cript™ T7 Transcription Kit (Thermofischer Scientific, Hilden,
Germany).

Para uma reagao de transcricdo in vitro misturar os se-
guintes reagentes fornecidos pelos fabricantes dos kits: 1,5 pL
de ATP; 1,5 uL de CTP; 1,5 uL de GTP; 1,5 uL de UTP; 1,5 uL
de BFF e 2,0 yL da enzima T7 transcriptase reversa. Adicionar
1000 ng do DNA especifico e agua (RNAse free) em quantidade
suficiente para completar 20 uL (volume final). Incubar a reagao
em 37 °C, por 16h.

Em seguida, purificar o produto da reacao de transcrigéo
in vitro da seguinte forma:

a. Adicionar 1 uL da enzima DNAse | Turbo 2 U/uL (Ther-
mofischer Scientific, Hilden, Germany) e incubar a 37°C,
15 min.

b. Seguir com incubagéo a 80 °C, por 8 min e, entdo, 5 min
em temperatura ambiente (25 °C).

c. Adicionar 67 uL de agua (RNAse free) e, em seguida,
10 uL de acetato de sddio (fornecido pelo kit), para in-
terromper a reagéo.

d. Adicionar igual volume (~160 uL) de Clorofil (Clorofér-
mio: Alcool isoamilico 24:1), homogeneizar imediata-
mente em Vortex (30 seg) e centrifugar a 13.000 rpm, 4
°C, 15 min. Recolher a fase superior e colocar em um
microtubo (1,5 mL).

e. Adicionar 1 volume (~100 pL) de Isopropanol (-20 °C)
misturando delicadamente e incubar a -20 °C, 1h 30 min.

f. Centrifugar por 20 min a 14.000 rpm, 4 °C. Recolher o
sobrenadante e descartar.
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g. Ao material precipitado, adicionar 500 uL de Etanol 70%
(-20 °C) e centrifugar 14.000 rpm, 4 °C, 5 min. Recolher
a fase superior (etanol) e descartar. Seguir com a cen-
trifugacao 13.000 rpm, 4 °C, por 5 min.

h. Liofilizar o material precipitado utilizando concentrador a
vacuo e temperatura ambiente, por 3 min.

i. Dissolver o precipitado com 25 uL de agua (RNAse free,
37 °C), incubar a 75 °C, por 15 min e, em seguida, res-
friar em temperatura ambiente, por aproximadamente 5
min.

j-  Armazenar as amostras de dsRNA a -20 °C, para uso
posterior.

Para determinar a concentragdo dos dsRNAs, diliuir as
amostras 10 x e realizar a leitura em espectrofotémetro (por
exemplo, Nanodrop (Eppendorf, AG, Germany)). Para a analise
de integridade das amostras dos dsRNAs utilizar eletroforese
de gel de agarose 1%.

No caso do CBB, os dsRNAs sintéticos foram aplica-
dos nos bioensaios para avaliagdo do efeito fenotipico ou do
efeito de redugéo da expressao dos genes alvo especificos. A
Figura 7 exemplifica um resultado da analise de expressao, uti-
lizando a técnica de RTqPCR, para o gene alvo G5, selecionado
a partir do transcritoma do CBB, para as fases do ciclo de vida
do inseto: fémea adulta, pupa, pré-pupa, larva L1 e larva L2. O
nivel de expressao do gene G5 foi maior em larvas de 1° e 2°
estagios, entretanto, s6 houve diferenca significativa no estagio
de pupa. A diferenca é facilmente explicada pela quantidade de
genes que sdo menos expressos durante essa fase de desen-
volvimento, visto que o objetivo desse estagio é apenas a for-
macao de suas estruturas para alcangar o estagio de desenvol-
vimento adulto. Esta analise é importante para fundamentar a
utilizacdo de fémeas adultas nos estudos para a avaliagao do
efeito do gene alvo, nos bioensaios com a dieta artificial.
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Figura 7. Nivel de expressao do gene G5 alvo especifico para o CBB obtido
pela técnica de RT-gPCR e utilizando os cDNAs das fases do ciclo de vida do
Hypothenemus hampei. Os testes estatisticos aplicados as amostras foram o
Teste-t mostrando diferenga significativa entre a amostra pupa x L2 (larva se-
gundo estagio) (p=0.03*) e pupa x L1 (larva primeiro estagio) (p=0.04*), Tukey
mostrando diferenca significativa entre pupa x L1 (p=0.02*) e pupa x L2
(p=0.05%) e Anova com o valor de p=0.02*.

Bioensaios para avaliagcao dos dsRNAs alvo especifi-
cos

Para se produzir um biocontrole para o CBB, aplicando as
tecnologias de RNAi e um sistema ex planta (aplicagéo de for-
mulagdes contendo dsRNAs especificos), € fundamental a rea-
lizacdo de ensaios de incubagao ex vivo aplicando diferentes
estratégias, procedimentos e reagentes, de modo que se possa
avaliar a habilidade de aumentar a estabilidade das moléculas
de dsRNAs e a sua eficiéncia sobre o inseto alvo.

A realizacdo de experimentos com incubagao ex vivo
visa a identificacdo de reagentes que permitam a transfeccao
(absorgao) e possibilitem a prote¢gao da molécula ativa contra
acao de degradagao, por parte de fatores intrinsecos ao inseto
(p. ex. endonucleases) e ou fatores ambientais (altas tempera-
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turas, radiagbées UV, chuva, entre outros). Na metodologia de-
senvolvida e apresentada neste trabalho, para a avaliacao dos
dsRNAs sintéticos, visando o controle do CBB, realizou-se bio-
ensaios utilizando os estagios de larva (L1) e de insetos adultos
(fémeas). Como estratégia de entrega, realizouse a deposigao
dos dsRNAs candidatos sobre a dieta artificial para alimentagao
oral do inseto e ou a pulverizagao (aplicagao topica) de solugbes
com dsRNA sobre os insetos, como descrito abaixo.

Entrega dos dsRNAs em dieta artificial para alimenta-
¢ao oral

Com o objetivo de avaliar em bioensaios o potencial dos
genes alvo para a aplicagdo no controle do CBB, aplicou-se
duas formas diferentes de entrega dos dsRNAs na dieta artifi-
cial, como descrito a abaixo.

1. Pequenos pedagos da dieta artificial, cortados
com auxilio de uma ponteira estéril (7 mm de didmetro), foram
cuidadosamente acomodados nos pogos de uma microplaca
(96 pocos), de modo a preencher todo o espaco do pogo. Em
seguida, a dieta foi perfurada ao centro utilizando uma ponteira
estéril (1 mm de didmetro). Nestes furos depositou-se as solu-
¢oes contendo as moléculas de dsRNAs alvo ou os tratamentos
controle (GFPdsRNA ou somente agua). Apos alguns minutos,
para a absorgao completa da solugéo de tratamento, foi deposi-
tada uma larva L1 por poco/tratamento e os pogos da placa fo-
ram selados com filme plastico. Todos os experimentos foram
realizados em triplicatas, utilizando-se 12 larvas (1 por pogo) em
cada réplica. A incubagao do ensaio deu-se a 25 °C, no escuro,
por até 7 dias. Durante o monitoramento do experimento reali-
zou-se o registro do efeito (fenétipo) da alimentagéo no desen-
volvimento da larva.

2. De outra maneira, a dieta artificial solida foi dis-
solvida em micro-ondas, até voltar ao seu estado pastoso. Para
conservar a textura e a umidade original da dieta, apds o seu
resfriamento, adicionou-se agua estéril em volume a compen-
sar o peso original (antes de ser dissolvida). Logo a seguir, a
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solucdo de dsRNA alvo ou a solugédo com os tratamentos con-
trole foi adicionada na dieta e, entdo, a dieta foi dispensada nos
pogos de uma microplaca (96 pogos). Apds a solidificagéo da
dieta, as larvas em estagio L1 (uma por poc¢o) foram deposita-
das sobre a dieta. Os pogos da placa selados, como descrito
acima. Todos os tratamentos foram realizados em ftriplicatas e
cada réplica contendo 12 larvas L1, por tratamento. O bioensaio
foi incubado por 7 dias, sendo monitorado diariamente.

Na Figura 8 pode-se visualizar o efeito da molécula
G5dsRNA (alvo especifico) entregue na dieta artificial para ali-
mentacao das larvas. Observa-se a variagdo de tamanho no de-
senvolvimento das larvas alimentadas com dieta contendo o
dsRNA alvo, indicando um retardo no seu desenvolvimento (ta-
manho menor) comparado as larvas nao tratadas com o dsRNA
alvo (tratamentos controle).

l A - Controle H B - dsRNA “ C — Controle X dsRNA |

Foto: Lays A.Teixeia.

Figura 8. Larvas coletadas do bioensaio realizado com entrega de um dsRNA
alvo em dieta artificial, utilizando larvas L1 de Hypothenemus hampei. Larvas
submetidas ao tratamento controle, contendo apenas dieta artificial, medindo
2,5 mm (A). Larva submetida ao tratamento com dieta adicionada de dsRNA
alvo medindo 1,3 mm (B) e foto comparativa do desenvolvimento das larvas:
na parte superior - larva desafiada com dieta adicionada de dsRNA alvo e na
parte inferior - larva submetida ao tratamento controle (dieta artificial pura).

Apesar da estratégia in vitro, aplicando dieta artificial
adicionada de dsRNA alvo, ter neste estudo apresentado um
efeito relevante sobre as larvas do CBB, esta forma de entrega
do dsRNA né&o ocorreria na natureza, devido a estrutura do gréo
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de café e ao habito endofitico de desenvolvimento do inseto-
praga. Neste cenario, o desenvolvimento de uma estratégia
para aplicagcao tépica no cafeeiro, como a pulverizagao de for-
mulagbes contendo dsRNAs especificos em particulas, apre-
senta-se como alternativa mais promissora para auxiliar no con-
trole biotecnolégico para o CBB.

Aplicacgao topica (pulverizagao) de dsRNAs encapsu-
lados em particulas

Com objetivo de aplicar dsRNAs encapsulados em par-

ticulas, a presente Metodologia descreve a elaboragao de for-
mulagdes, favorecendo as interacdes entre os compostos: Qui-
tosana (QS) de baixo pelo molecular (LWM) (50-190 kDa -
Sigma, Mannheim, Germany)), Tripolifosfato de sédio (TPP)
(Sigma, Mannheim, Germany) e o surfactante Tween-20
(Sigma, Mannheim, Germany).
No caso aqui exemplificado, iniciou-se com as propor¢oes 5:1:1
e 10:1:1 para QS:TPP:dsRNA, respectivamente. De forma gra-
dativa, as concentracdes dos dsRNAs podem ser alteradas em
diferentes formulagbes para constituicdo de particulas. Iniciou-
se com 1 ug, depois 10 ug e 100 pg de dsRNA.

Para o experimento, exemplificado neste trabalho, pre-
parase 500 yL da formulacédo de particulas, a partir das solu-
cOes estoques de: Quitosana (2 mg/mL), TPP (240 ng/uL) e
dsRNA (240 ng/pL), aplicados na proporcao de 10:1:1. A mis-
tura é realizada de modo que o TPP e o dsRNA sao aplicados
em volumes iguais (p. ex.: 300 yL de Quitosana + 100 uL de
TPP + 100 pL de dsRNA). As solugdes sao analisadas pela téc-
nica de DLS (“Dynamic Light Scattering”) para a determinacao
dos parametros de: potencial Zeta, Pdl (indice de polidisper-
sdo0); carga (mV) e tamanho (d.nm). Uma nanoparticula deve
apresentar dimensao aproximada de 100 nm, carga positiva
(~25 mV) e indice de polidispersao (Pdl) dentro dos parametros
de Gold Standart. 0,2 (conforme manual do fabricante Mal-
vern™). Quanto menor o Pdl, maior a homogeneidade das par-
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ticulas. Apds a analise de DLS, a formulagao é pulverizada so-
bre fémeas adultas do CBB. Cada amostra é constituida de 100
fémeas adultas e ativas (idade de 2 a 3 meses, a partir da eclo-
séo dos ovos), depositadas nas placas de Petri estéreis (35 mm
x 100 mm) contendo a dieta artificial e com sulcos (cortes reali-
zados na dieta) para facilitar a absorgéo da solugao pulverizada.

Para viabilizar a pulverizagdo, em ambiente de laborato-
rio, criou-se um sistema utilizando um aerégrafo e um compres-
sor (Figura 9). As seguintes formulagdes foram aplicadas neste
bioensaio: 1) dsRNA alvo em particulas de quitosana, 2) GFP-
dsRNA encapsulado particulas (controle do dsRNA) e 3) solu-
¢ao contendo somente a solugdo de quitosana em agua (con-
trole sem o dsRNA). Apds a pulverizagao, aguarda-se por al-
guns segundos para a absorgéo da formulagao pelos insetos e
ou a sua penetragdo na dieta artificial, evitando o excesso de
umidade. Em seguida, as placas séo fechadas e incubadas em
BOD (25 °C, no escuro) por 5 dias. O experimento € monitorado
diariamente. Os insetos sobreviventes de cada tratamento sao
coletados em microtubos de 1,5 mL (30 individuos por tubo)
constituindo triplicatas para cada um dos tratamentos. Os inse-
tos coletados de que cada tratamento sdo submetidos imedia-
tamente a extracdo do RNA total e as subsequentes etapas
para aplicagido da técnica de RT-qPCR e determinagao do nivel
de expressao do gene alvo ou entdo, os insetos podem ser ar-
mazenados a -80 °C, para uso posterior.



42 Documentos 389

Fotos:Lays.A.Teixeira e Mariana S. Hildedrand.

Figura 9. llustragéo do sistema desenvolvido para a aplicagao tépica da for-
mulagdo de particulas contendo dsRNAs alvo, sobre as fémeas adultas do
CBB. Sistema para pulverizacdo, montado sobre a bancada do laboratério e
constituido por: suporte de metal, algas de metal para a fixagao do aerégrafo
(pulverizador), compressor e valvula para controle da presséo (otimizada em
40 psi) (A). Destaque do local de aplicacdo da formulacédo, sendo entregue
com o auxilio de uma pipeta no bico do pulverizador e disponibilizando o jato
da solugéo, sobre a placa contendo os insetos (B). A distancia entre a placa
contendo os insetos em dieta artificial e o bico do pulverizador é de 25 cm. A
placa contendo a dieta e as fémeas apos a pulverizagdo, aguardando a ab-
sorcao da solucéo pela dieta, para fechamento e armazenamento na incuba-
dora BOD.

Consideracgoes finais

O desenvolvimento de protocolos e experimentos aplica-
dos em fluxo continuo, descrito neste trabalho, resultou no esta-
belecimento de uma metodologia para avaliar in vitro, genes es-
pecificos que podem vir a ser utilizados no controle biotecnolégico
da broca-do-café.
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A Metodologia foi estabelecida para o caso da broca-
do-café, uma vez que descreve protocolos especificos, como
por exemplo, os métodos para a extracao de DNA e RNA adap-
tados para diferentes estagios do ciclo de vida da broca-do-
café, e resultando em produtos de alta qualidade, em termos de
pureza e integridade. Contudo, esta metodologia podera ser
adaptada para outros estudos similares, interessados no con-
trole de diferentes insetos-praga.

Destaca-se no presente estudo, o desenvolvimento de
um sistema inédito para bioensaios ex vivo, possibilitando a
aplicagao topica de particulas de dsRNAs sobre os insetos, no
ambiente de laboratério. O sistema mostrou-se pratico e viavel
para a aplicacdo e, consequentemente, para a avaliacdo do
efeito dos dsRNAs espe-cificos, entregues a broca-do-café por
meio de duas formas: pelo contato fisico (penetragao via cuti-
cula ou vesiculas do inseto) e ou pela alimentagéao oral utili-
zando a dieta artificial absorvida da solu¢gao contendo os genes
alvo.

Embora os resultados preliminares dos bioensaios
com alimentacao oral tenham sugerido a molécula G5dsRNA
como sendo promissora para ser aplicada no desenvolvimento
do controle biotecnolégico do CBB, a estratégia de aplicagao
topica das formulagdes contendo os dsRNAs em particulas, é a
mais interessante e necessita estudos adicionais para a sua oti-
mizacdao. Com a estratégia de pulverizacao espera-se que na-
noparticulas estaveis, carregando dsRNAs especificos, fiquem
aderidas a superficie dos frutos e que sejam acessiveis as fé-
meas do CBB ao brocarem as sementes do café. As fémeas
assim alimentadas, desde que o dsRNA seja absorvido, deve-
rao ter sua progénie (ciclo de vida) interrompida. Por outro lado,
o depdsito das particulas pulverizadas sobre a cuticula das fé-
meas também representa uma possibilidade para entrega e ab-
sorcao dos dsRNAs. O polimero quitosana foi o material esco-
Ihido neste estudo para producdo de particulas devido ao seu
custobeneficio. Contudo, a aplicagao de outros polimeros para
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obtencdo de nanoparticulas encapsulando as moléculas de
dsRNAs podera ser testada para gerar eficacia na entrega dos
dsRNAs. Quanto menor a particula obtida, mais eficiente sera a
absorcao das moléculas de dsRNAs pelas células do inseto, de
modo a potencializar o efeito, resultante em silenciamento dos
genes alvo.

Por ultimo, mas de grande relevancia para a estratégia
de desenvolvimento de um controle biotecnoldgico para a
broca-do-café, é o avango do conhecimento sobre o mecanismo
do RNAIi em diferentes espécies de insetos. Com isto, sera pos-
sivel melhorar o entendimento e aumentar a eficacia na selecao
de sequencias génicas alvo especificas para ser silenciadas,
sendo assim, promissoras para reduzir a sobrevivéncia dos in-
setos-praga.
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