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1. INTRODUCAO

A lagarta-do-cartucho do milho, Spodoptera frugiperda (Smith, 1797) é
considerada a principal praga da cultura do milho (Zea mays) no Brasil. Seu ataque
na planta ocorre desde a emergéncia, pendoamento e enchimento de grdos. O
impacto econdmico dessa praga € alto e as perdas nas lavouras infestadas
costumam variar de 15% a 35% da producdo e em condi¢des favoraveis ao seu
desenvolvimento pode chegar a 100% (CRUZ, 1995).

A principal forma de controle € via inseticidas quimicos e mais
recentemente via plantas geneticamente modificadas (GM) expressando proteinas
inseticidas de Bacillus thuringiensis Berliner conhecidas como plantas Bt. No
entanto, devido a elevada pressédo de selecao sobre a espécie durante todo o ciclo
vegetativo da planta, houve o favorecimento da evolugdo da resisténcia
(BERNARDI et al., 2015).

Neste contexto, o0 mecanismo de silenciamento génico chamando RNA de
interferéncia (RNAI), tem se apresentado como estratégia promissora para o
manejo de insetos. O RNAI € um processo de inativacao/ bloqueio da expressao
genica via fita dupla de RNA (dsRNA). E de alta especificidade, visto que atua em
nivel de sequéncia de nucleotideos, e tem sido investigado para uso, tanto quanto
inseticida (tendo genes essenciais pra sobrevivéncia do inseto como alvo) quanto
via repressor da resisténcia (restabelecendo a suscetibilidade através do
silenciamento de genes ligados a resisténcia) (ZOTTI et al., 2018).

Embora promissor, o uso do RNAI depende do silenciamento de genes
chaves na rota metabdlica da resisténcia, que no caso de S. frugiperda, ndo é uma
tarefa direta, visto que o mecanismo de resisténcia envolvido na tecnologia Bt
ainda ndo é completamente compreendido, e pela resisténcia ndo ser monogénica,
ou seja, envolve muitos genes em conjunto, pode ser particularmente dificil de
silenciar via RNAI (BANERJEE et al., 2017). Portanto o objetivo deste estudo foi
testar o método de extracdo do material genético assim como definir e validar
possiveis genes alvos para silenciamento via RNAI.

2. METODOLOGIA

Posturas de populacdes resistentes as proteinas CrylA.105+Cry2ab2 e
CrylA.105+Cry2ab2+CrylF e suscetiveis foram recebidas do laboratério de
resisténcia a taticas de controle da ESALQ e apos mantidas no Nucleo de
Bioeficiéncia da Embrapa Clima Temperado. A partir destas, foram estabelecidas
as colbnias utilizadas no experimento.

Foi feita uma extensa revisdo de literatura dos possiveis genes envolvidos
nos mecanismos de resisténcia as proteinas CRY1. Os genes selecionados foram
membros do cassete de proteinas transportadoras do ATP (transportadores
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ABCC), por existirem relatos de mutac¢des conferindo a resisténcia em Helicoverpa
armigera, Bombyx mori, Spodoptera exigua e S. frugiperda. Foi também
selecionado a caderina, por também existirem relatos de muta¢des nessa proteina,
reduzem ou removem completamente a interacdo do receptor com a CrylAc
(ATSUMI et al., 2012; XIAO et al., 2014; PARK et al., 2014; FLAGEL et al., 2018).

Selecionou-se também, os genes prophenoloxidase 1 e 2 que expressam
uma proteina hexamerica que se acumula no tecido gorduroso e estédo
relacionadas com a protecdo do intestino contra infeccdes microbianas. Acredita-
se que sao importantes horménios produzidos no metabolismo secundério (ndo
diretamente relacionado ao modo de acdo das proteinas Cry) em populacdes
resistentes (HAKIM et al., 2007; HAKIM et al., 2010).

Os genes referéncia, ou seja, que devem ser estaveis, conservados na
espécie, e que ndo variam de acordo com a resisténcia, foram 0s que expressam
a actina (actin 1, actin 2 e actin 3), proteina ribossomal (Ribossomal protein), 28S
e ecdisonio (ecdysoneless). Esses genes sé&o utilizados nas analises
subsequentes, onde a sua expressao € considerada um controle. As sequéncias
de nucleotideos especificos desses genes foram obtidas do Nacional Center for
Biotechnology Information (NCBI) (http://www.NCBI.nIlm.nih.gov) e o0s primers
foram desenhados na respectivas populagdes sutilizando o Site primer 3
(http://biocinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/)

O RNA total das populacdes foi extraido pelo método de Trizol, foi extraido
cerca de 60mg de tecido de lagartas de 3°instar (aproximadamente 4 individuos)
individualizadas em Eppendorf. Foram utilizadas 6 repeticdes, logo foi feita a
conferéncia da qualidade do RNA extraido via gel de eletroforese em agarose e
conferéncia em espectrofotdbmetro (Nanodrop).

Para validagédo dos primers, o cDNA foi sintetizado a partir de um pool de
amostras de RNA total de cada populagéo utilizando o kit superSCRIPT 11 RT da
Invitrogene. Os genes foram amplificados utilizando 20 g de cDNA utilizando o
KIT Taq Polimerase (Thermo Fischer Scientific) e os primers especificos ,utilizado
o termo ciclador da Applied Biossystem com estagio de pré leitura 6@°C 30s logo
o estagio de holda 95°C por 10 min, o estagio de PCR a 95°C por 15 segundos e
60°C por 1 minuto por 40 ciclos. Em seguida foi feita conferencia utilizando o gel
de eletroforese em agarose.

3. Resultados e discusséo

A extracdo do RNA quando intacta deve ser visualizada no gel de
eletroforese, as bandas nitidas da proporcéo 28S, 18 S e 5S, significando que o
método de extracdo por Trizol foi adequado para extracdo de RNA total das
lagartas de S. frugiperda. A leitura em espectrofotdmetro apontou uma proporcéo
de A260/ A280 de 1.945, A260/A230 de 2,154 e concentragdo média de 349
ng/pL (Figura 1).
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Figura 1- RNA total extraido pelo método do Trizol em gel de eletroforese em agarose

Através da PCR uma sequencia de DNA pode ser amplificada milhdes ou
bilhdes de vezes, produzindo copias suficientes de DNA para serem analisadas
por outras técnicas. A Taqg polimerase utilizada nesse experimento, foi
responsavel pela sintese do DNA a ser analisado, através dos primers
previamente sintetizados, que sinalizam a regido que vai ser amplificada. Em
nosso estudo o primer da actina (actina 2), caderina, ABBCC2, ABCC2 parcial,
ABCC 2 trun, ABBC3, prophenoloxidasel, prophenoloxidase 2 e 28S parearam
apropriadamente ao molde de DNA das populacdes e foram amplificados.

Quando submetidos a eletroforese em gel, os fragmentos multiplicados
puderam ser vistos em forma de bandas, representando um fragmento de DNA do
mesmo tamanho (Figura 2). JA os primers actina 1, actina 3 ndo foram
amplificados, visto que nenhuma banda foi observada no gel, isso pode ocorrer
por uma serie de fatores, como temperatura de anelamento dos primers forward e
reverse diferentes, desenho das sequencias erradas ou homologas a outros
genes. Estes primers ndo serdo utilizados nas analises subsequentes.

il il 2 i da SEaa

Figura 2- Fragmentos de DNA amplificados, respectivamente actina 2, caderina e ABCC2 na populagdo suscetivel,
populacao resistente a CRY1A.105+ CRY2Ab2 +CRY1F e a resistente ao CRY1A.105+ CRY2Ab2

Com a confirmagéo da presenca e sequencia dos genes alvos e referéncia, o
proximo passo € quantificar a expresséo genica em cada populacdo e analisar se
estdo de fato sendo superexpressos nas populacdes resistentes. Com isso, se
daré a validacdo desses genes como alvos para silenciamento.

4. CONCLUSOES
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O método de extracdo de RNA Total de lagartas pelo método do Trizol forneceu
material de 6tima qualidade e concentracdo alta. Os genes da caderina, ABCC e
prophenoloxidase estdo presentes e foram amplificados propriamente e sao
possiveis candidatos para o silenciamento via RNAi caso tenham diferencas na
expressdo. Os genes actin 2, proteina ribossomal, 28S e Ecdysoneless também
sdo fortes candidatos para uso como genes referencia na analise da PCR
quantitativa.
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