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RESUMO

Apesar do cenario mundial da soja ser bastante positivo, principalmente para
o Brasil, estresses bidticos e abidticos como clima, pragas e doencas acarretam
reducdes significativas no desenvolvimento e produtividade das plantas. Helicoverpa
armigera e Spodoptera frugiperda sdo espécies de insetos-praga que se alimentam
de diferentes estruturas vegetais, especialmente inflorescéncias e frutos. Estes
insetos tém surpreendido produtores e pesquisadores pelo seu grande poder de
destruicdo. Dessa forma, empenhos que possibilitem a obtencédo de plantas de soja
mais resistentes a insetos-praga e que contribuam para o desenvolvimento de
cultivares agronomicamente superiores, sao de extrema importancia.

O grupo de pesquisa coordenado pela Dra. Célia R. Carlini demonstrou a
atividade inseticida de uma urease de Canavalia ensiformis contra insetos. Nos
estudos realizados foi identificada a regido da proteina responsavel pela toxicidade,
posteriormente, denominada JABURETOX.

Em experimentos prévios, realizados por nossa equipe, culturas
embriogénicas de soja foram submetidas a transformacéo, via bombardeamento,
utilizando plasmideos que continham a sequéncia génica codificadora do peptideo
JABURETOX. Foram obtidas 174 plantas, oriundas de 76 eventos independentes de
transformacao. As plantas transformadas (To) foram autofertilizadas para a obtencéo
das geracdes T,, To e Ts.

Visando avaliar a capacidade inseticida do peptideo JABURETOX, dois
bioensaios foram delineados. No primeiro, plantas da progénie T, que expressavam
JABURETOX, foram desafiadas com lagartas da espécie-praga Helicoverpa
armigera. Os resultados mostraram que a expressdo de JABURETOX conferiu as
plantas de soja maior resisténcia a lagartas de H. armigera. Tendo em vista tais
resultados, um segundo bioensaio foi realizado. Neste, folhas de plantas da progénie
T3 foram desafiadas com lagartas de S. frugiperda. O efeito da expressao de
JABURETOX na mortalidade destas lagartas foi pequeno ou inexistente. Os
resultados sugerem uma atividade inseticida espécie-especifica do peptideo
JABURETOX.



ABSTRACT

Although the world scenario of soybeans is very positive, especially for Brazil,
biotic and abiotic stresses such as climate, pests and diseases lead to significant
reductions in plant development and productivity. Helicoverpa armigera and
Spodoptera frugiperda are species of insect pests that feed themselves on different
plant structures, especially inflorescences and fruits. These insects have surprised
producers and researchers for their great power of destruction. Therefore, efforts to
obtain soybean plants that are more resistant to insect pests and that contribute to
the development of agronomically superior cultivars are of extremely important.

The research group coordinated by Dr. Célia R. Carlini has demonstrated the
insecticidal activity of a Canavalia ensiformis urease against insects. In the studies
carried out the region of the protein responsible for toxicity, later known as
JABURETOX, was identified.

In previous experiments performed by our team, embryogenic soybean
cultures were subjected to a transformation via bombardment using plasmids that
contained the coding sequence of a gene from the peptide JABURETOX. A total of
174 plants were obtained from 76 independent transformation events. The
transformed plants (To) were self-fertilized to obtain the T1, T, and T3 generations.

In order to evaluate the insecticidal capacity of the JABURETOX peptide, two
bioassays were delineated. In the first one, plants of the T, progeny expressing
JABURETOX were challenged with pest-caterpillars H. armigera. The results showed
that the expression of JABURETOX conferred to the soybean plants greater
resistance to H. armigera caterpillars. In view of such results, a second bioassay was
performed. In this one, leaves of T3 progeny plants were challenged with S.
frugiperda caterpillars. The effect of JABURETOX expression on the mortality of
these caterpillars was small or non-existent. The results suggest a species-specific
insecticidal activity of the peptide JABURETOX.
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1. INTRODUCAO

1.1 SOJA

A soja [Glycine max (L.) Merrill], possui uma alta relevancia agronémica no
ambito mundial. Pertencente a familia Fabaceae (Leguminosa), a soja realiza
autofecundacéo e possui ciclo de vida anual. Seu cultivo teve inicio no nordeste da
China, durante o século XI a.C. e se propagou pelo oriente nos séculos seguintes
(Goellner et al. 2010).

A importancia da cultura esta vinculada a diferentes utilizagdes. Alimentacéo
humana e animal, matéria prima para a producdo de biocombustiveis e inoculante,
devido a sua capacidade de fixacdo de nitrogénio atmosférico através da simbiose
com microrganismos, sao alguns exemplos.

No Brasil, seu plantio em larga escala, so teve inicio em 1960 (Reetz et al.
2008). Entretanto, o pais ja alcanca a marca de segundo maior produtor dessa
leguminosa com estimativas indicando grande expansdo. Na safra 2018/19, a area
total cultivada foi estimada em 35,7 milhdes de hectares, 1,7% superior ao cultivado
em 2017/18 e 72,5% maior do que a safra 2006/07 (CONAB, 2019).

Apesar do cenario mundial ser bastante positivo, principalmente para o Brasil,
diversos estresses bibticos e abidticos como clima, pragas e doencas acarretam
reducdes significativas no desenvolvimento e produtividade da soja, limitando a
distribuicdo geogréfica das culturas e acarretando reducgbes significativas no
desenvolvimento e produtividade das plantas (Dita et al. 2006). Pragas e doencas,
gue podem ocorrer durante todo o ciclo de vida da soja séo os principais limitadores
bidticos. As larvas de inseto de maior importancia econémica sdo Helicoverpa
armigera, Anticarsia gemmatalis (Lagarta-da-soja), Pseudoplusia includens (Lagarta-
mede-palmo) Epinotia aporema (Broca-das-axilas) e Spodoptera frugiperda
(Lagarta-militar).

A identificacdo de genes que possibilitem a obtencdo de plantas de soja mais
resistentes a insetos-praga pode contribuir para o desenvolvimento de cultivares

agronomicamente superiores.



12

1.2 UREASES

As ureases sdo enzimas multifuncionais, com diferentes dominios de
atividade (Carlini e Polacco, 2008). Em 1926, Summer provou a origem proteica das
enzimas ao cristalizar, pela primeira vez, a urease majoritaria da semente de feijao
de porco (Canavalia ensiformis) (Sumner, 1926). Ja em 1928, foi sintetizada em
laboratorio, a ureia, primeira molécula organica e principal substrato da urease
(Wohler, 1828), além de ter sido identificada como a primeira enzima dependente de
niquel (Dixon et al. 1975).

A urease estad envolvida na remobilizagdo do nitrogénio, bem como na
assimilacdo de nitrogénio primario (Cao et al. 2010). Conhecidas por produzir
amonia e carbamato apOs catalisar a hidrolise da ureia, o carbamato, em pH
fisiologico, € hidrolisado espontaneamente para formar gas carbbénico e uma
segunda molécula de aménia (Mobley et al. 1995) (Figura 1). A planta pode
aproveitar o nitrogénio presente na ureia para seu crescimento, desenvolvimento e

reproducdo, somente apos esse ser catalisado pela urease (Follmer, 2008).

O O CO,
Urease Espontanea
H,O0 H,0
H,N NH, ° HO . NH, . NH;
Ureia NH,

Figura 1: Reacgdo de hidrélise da ureia catalisada pela enzima urease. (Fonte: Adaptado a partir de
Witte CP, 2011).

As ureases sao sintetizadas por varios grupos de organismos, dentre eles
bactérias, fungos e plantas. Apesar de serem ubiguamente presentes em todos 0s
tecidos das plantas, essas enzimas nao sao encontradas nos animais (Mobley &
Hausinger, 1989; Ligabue-Braun et al. 2013). Formadas por subunidades idénticas

de aproximadamente 90-kDa, as ureases de plantas e fungos séao proteinas homo-
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oligoméricas, enquanto as ureases de bactérias sdo multimeros de duas ou trés
subunidades, designadas a, B e Y.

As ureases apresentam alto grau de similaridade entre as sequéncias de
aminoacidos, independente do organismo (maior que 50% entre bactérias e plantas
e maior que 70% dentro de cada grupo) (Figura 2) (Mobley et al. 1995; Follmer,
2008, Krajewska, 2009, Ligabue-Braun et al. 2013).

U_1_'ease de_ feij?‘tc_) de porco | N- 90.77 kDa -C 840 aa
(Canavalia ensiformes)
Urease de soja . 840 aa
(Glycine max) 93.5kDa
Urease de bactéria - - o 101/106/567 ag
(Klebsiella aerogenes) 11.1kDa 11.7 kDa 60.3 kDa
Urease de bactéria L - no/c
(Helicobacter pylori) 26.5kDa 61.0 kDa 238/569 aa

Figura 2: Comparacao entre os dominios das ureases de diferentes organismos. Ureases de plantas
(Canavalia ensiformes e Glycine max) sdo formadas por subunidades idénticas. Ureases bacterianas
podem ter trés subunidades (Klebsiella aerogenes) ou duas (Helicobacter pylori). (Fonte: Adaptado a
partir de Krajewska, 2009).

A resolucdo da estrutura tridimensional da urease de C. ensiformis (JBU)
(Balasubramanian & Ponnuraj, 2010), tornou possivel a comparacéo estrutural das
ureases de plantas com as estruturas ja conhecidas das bactérias Klebsiella
aerogenes (Jabri et al. 1995), Bacillus pasteurii (Benini et al. 1999) e Helicobacter
pylori (Ha et al. 2001), confirmando o alto grau de similaridade entre as ureases de

diferentes organismos.

1.2.1 UREASES EM PLANTAS

Os principais objetos de estudo de ureases vegetais foram as leguminosas
soja (G. max.) e feijao de porco (Canavalia ensiformis). Enquanto as ureases de C.
ensiformis foram mais bem caracterizadas bioquimicamente, as de G. max foram,

geneticamente (Sirko e Brodzik, 2000).
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As isoformas estruturais encontradas em feijdo de porco sdo trés: JBU,
canatoxina e JBUREII. A JBU foi identificada como a urease majoritaria (Sumner,
1926) tendo sua estrutura tridimensional resolvida 84 anos mais tarde
(Balasubramanian e Ponnuraj, 2010), um avan¢o muito importante para o estudo de
suas propriedades biolégicas. A canatoxina, por sua vez, isolada e caracterizada em
1981 foi, 20 anos mais tarde, identificada como uma isoforma de urease (Carlini e
Guimaraes 1981; Follmer et al. 2001). Posteriormente, uma terceira proteina desta
familia, JBUREII, foi encontrada em diferentes etapas de desenvolvimento das
flores, dos embrides e dos brotos (Pires-Alves et al. 2003).

Em soja séo descritas trés isoformas, codificadas por trés genes estruturais
independentes: Eul, Eu4 e Eu5. Expresso em niveis baixos em todos os tecidos
vegetais, a urease ubiqua, codificada pelo gene Eu4 (Glymallg248700), é
responsavel pela reciclagem da ureia derivada do metabolismo (Polacco et al. 1985;
Torisky et al. 1994; Goldraij et al. 2003). Ja a urease embrido-especifica, altamente
expressa em embrides em desenvolvimento e acumulada em sementes maduras, é
codificada pelo gene Eul (Glyma05g146000) (Polacco & Havir, 1979; Polacco &
Winkler, 1984; Polacco & Holland, 1993). O gene Eu5 (Glyma08g103000), mais
recentemente identificado no genoma da soja, € um terceiro gene que codifica uma
urease (SBU-IIl), que apresenta uma maior similaridade com a urease embrido-
especifica (Polacco et al. 2011; Polacco et al. 2013; Wiebke-Strohm et al. 2016).

1.2.2 PAPEL DE DEFESA DAS UREASES

Trabalhos realizados pela equipe coordenada pela Dra. Célia R. Carlini
indicaram que ureases purificadas apresentam uma toxicidade in vitro contra insetos
e fungos, mas que essa propriedade é independente da atividade catalitica (Follmer
et al. 2004; Becker-Ritt et al. 2007). Além disso, também foi demonstrado que a
regido da proteina responsavel pelo efeito entomotdxico ndo inibe o crescimento de
fungos (Becker-Ritt et al. 2007). Estas evidéncias sugerem que dominios distintos
das urease estejam envolvidos nas propriedades inseticida, fungicida e ureolitica
(Carlini e Polacco, 2008).

A urease embrido-especifica de soja e as ureases de feijdo de porco

purificadas foram letais quando injetadas ou adicionadas a dieta de insetos das
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classes Hemiptera e Coleoptera, tais como Rhodnius prolixus, Callosobruchus
maculatus, Nezara viridula, Dysdercus peruvianus e Triatoma infestans (revisado por
Carlini e Polacco, 2008).

A atividade inseticida envolve um processo de ativacdo proteolitica da
proteina relacionada com o perfil de enzimas digestivas dos insetos, que libera
peptideos toxicos (Carlini et al. 1997; Ferreira da Silva et al. 2000). A partir da
canatoxina foi isolado um peptideo de ~10 kDa com grande toxicidade, denominado
Pepcanatox (Carlini et al. 1997; Carlini et al. 2000). Posteriormente, foi identificada a
regido correspondente ao Pepcanatox no gene que codifica JBUREII e o peptideo
resultante denominado JABURETOX. A sequéncia que codifica JABURETOX foi
clonada e expressa em Escherichia coli. O peptideo recombinante mostrou atividade
inseticida contra ninfas de Dysdercus peruvianus. Foi demostrado, também, que o
peptideo apresenta toxicidade a insetos com digestdo baseada em enzimas
serinicas do tipo tripsina, como o lepidéptero Spodoptera frugiperda (Mulinari et al.
2007). No entanto, mostrou-se inécuo se injetado intraperitonealmente ou
administrados por via oral, em ratos neonatos e camundongos (Mulinari et al. 2004,
2007; Tomazetto et al. 2007).

A sequéncia génica codificadora do JABURETOX foi eleita como candidata
para a transformacado genética de soja, visando a obtencdo de plantas resistentes a
insetos-praga. A transformacao genética é uma ferramenta potencial para o0 aumento
da qualidade das culturas e para a superacado dos limites impostos pelo ambiente ao
aumento da producdo (Popelka et al. 2004). Portanto, o desenvolvimento de
sistemas eficientes de transformacdo de plantas, fornecendo uma nova estratégia
para seu melhoramento, pode contribuir para o desenvolvimento de cultivares

agronomicamente superiores.

1.3 CONSTRUCAO DE VETORES

Utilizando a tecnologia Gateway, foram construidos quatro vetores contendo a
sequéncia codificadora, completa e truncada do peptideo téxico JABURETOX, de C.
ensiformis. Os vetores foram denominados pEarleyGatel00-del (sequéncia
truncada), pEarleyGatel00-V5 (sequéncia completa), pH7WGD2-del (sequéncia
truncada) e pH7WG2D-V5 (sequéncia completa). Os plasmideos pH7WG2D (Karimi
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et al. 2002) e pEarleyGatel1l00 (Earley et al. 2006) foram selecionados em fungéo de
suas caracteristicas. O pEarleyGate100 contém como marca de selecéo o gene bar,
gue confere resisténcia ao herbicida glufosinato, que embora néo seja recomendado
para selecdo de embrides somaticos de soja submetidos a transformacéo, apresenta
a vantagem de facilitar a selecdo de plantas transgénicas nas geracoes
segregantes. Ja o pH7WG2D apresenta marca de selecdo hpt, que confere
resisténcia ao antibiotico higromicina-B, é amplamente utilizado para transformacéao
de embribes somaticos de soja (Homrich et al. 2008, Wiebke-Strohm et al. 2012,
Bencke-Malato et al. 2014), além de conter o gene repérter gfp que permite a

selecéo visual do tecido transformado (Figura 3).

het Jbtx P353 EgfeER

attB2 attB1

pHTWG2D — Tiss 0 wEE Ta55

PrD

< TE e
LB
attB2 att81 RE

pEarleyGate100 — T35S

< TE T

— attB2 attg1
TIsS

1493 [ 93 residues; 11.2 kDa]

-
161/ 7583
~ [ o

Figura 3: Construcdo de vetores: pEarleyGatel00-del, pEarleyGatel00-V5, pH7WGD2-del e
pH7WG2D-V5.

1.4 TRANSFORMACAO GENETICA

Concomitantemente a construcado dos vetores, a fim de garantir o tecido alvo
para 0s experimentos de transformacgdo, culturas embriogénicas de soja das
cultivares Bragg e IAS5 foram estabelecidas conforme descrito por Droste et al.
(2002). Os conjuntos de embrides somaticos foram submetidos a dois experimentos

de transformacéao via bombardeamento, seguindo protocolo descrito por Droste et al.
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(2002). Os tecidos transformados foram selecionados em meio contendo os agentes
25 mg/L de higromicina-B ou 4 mg/L de glufosinato. Apds quatro meses em meio
seletivo, os tecidos verdes higromicina ou glufosinato-resistentes foram destacados
e cultivados separadamente. Cada pedaco de tecido verde separado fisicamente de
outros foi considerado um possivel evento independente de transformacao. Meios de
cultura especificos (Droste et al. 2010) foram utilizados para indugdo da
histodiferenciacéo, maturacéo e regeneracdo dos embrides recuperados. As plantas
regeneradas a partir de um mesmo possivel evento de transformacdo foram
consideradas clones e entdo, foram aclimatadas em vermiculita e enviadas para a
CCGL-Tec em Cruz Alta (Figura 4). Nesta empresa, elas foram transferidas para solo
e mantidas em casa de vegetacdo até o completo desenvolvimento e producéo de
sementes. As sementes de cada planta foram coletadas separadamente e

armazenadas em local apropriado. Um total de 242 plantas foram regeneradas.

1~ 8

Sementes Inducdes de Proliferagbes Bombardeamento Selecdo em

imaturas embrides de embribes de particulas Higromicina
sométicos sométicos ou Basta

MUK

- " _ - -
Histodiferenciacdo e Converséo de embrides Aclimatacéo de
maturacdo do embrido em plantas plantas

Figura 4: Transformacgédo de embrido somatico de soja por bombardeamento de particulas.

1.5 ANALISE MOLECULAR DAS PLANTAS DA GERACAO ToE T,

Para a analise molecular, foram coletadas folhas de cada planta. As extracdes
de DNA e RNA foram realizadas pelos métodos CTAB e Trizol, respectivamente e,
posteriormente, utilizou-se o método PCR para a amplificacdo das sequéncias do

transgene JABURETOX (JBTX) e dos genes marcadores de selecdo bar ou hpt.
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Para confirmacdo da presenca do JBTX, foi utilizado o oligonucleotideo senso da

sequéncia promotora (35S) e o antisenso do transgene (Tabela 1).

. . o Produto da
Alvo Orientagéo Sequéncia
PCR (pb)
Senso CGGTGGTTCTATCTTGGCATC
Actin 11 142
Antisenso GTCTTTCGCTTCAATAACCCTA
Senso GAGCCTGACCTATTGCATCTCC
Hpt 512
o Antisenso GGCCTCCAGAAGAAGATGTTGG
E_) Senso CCATCGTCAACCACTACATC
Bar 400
Antisenso AGAAACCCACGTCATGC
P35S Senso CGCACAATCCCACTATCCTT
400
Jaburetox Antisenso CTATATAACTTTTCCACCTCCAAAAAC
Senso GCAGAAGGGAATTTGGACATAAG
Jaburetox 81
Antisenso TGGTGAAAGGACAATCAGGG
E:) Metallo-  Senso ATGAATGACGGTTCCCATGTA
o 114
E protease  Antisenso GGCATTAAGGCAGCTCACTCT
o
Senso AGATAGGGAAATGTTGCAGGT
F-Box 93
Antisenso CTAATGGCAATTGCAGCTCTC

Tabela 1: Oligonucleotideos iniciadores projetados para PCR e RT-gPCR.

Foram confirmadas 174 plantas transgénicas, oriundas de 76 eventos

independentes de transformacao (Tabela 2). O nivel de expressédo do transgene foi

obtido por meio de analises moleculares dos niveis de mRNA em plantas de 20

eventos, por RT-gPCR. Cinco eventos apresentaram niveis desejados de transcritos.

As sementes de cinco plantas transformadas (plantas-mae), oriundas dos diferentes

eventos, foram semeadas para a obtencdo da geragao T, e posteriormente, T».
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IASS Bragg
Método transformacao Construgao N N N N

eventos plantas eventos plantas

pEarley100-v5 23 63 2 4

pEarley100-del 33 82 4 5
Bombardeamento

pH7WG2D-V5 5 8 - -

pH7WG2D-del 9 12 - -

Tabela 2: NUmero de eventos e plantas transformadas confirmadas por PCR.

7

Uma observacdo interessante € de que a grande maioria dos eventos
corresponde a construcdes baseadas no plasmideo pEarleyGatel100, cuja marca de
selecéo confere resisténcia ao glufosinato. Nao existem relatos de transformacéo de
soja utilizando este vetor, mas nossos dados apontam seu potencial para aumentar
0 numero de eventos de transformacado obtidos por experimento de transformacéo.
Por outro lado, o pH7WG2D j4 foi utilizado para transformacdo de soja, originando
namero de eventos semelhante ao descrito neste trabalho (Homrich et al. 2008;
Wiebke-Strohm et al. 2012; Bencke-Malato et al. 2014).

1.6 INSETOS

1.6.1 LAGARTA HELICOVERPA ARMIGERA

A Helicoverpa armigera € uma espécie de lagarta considerada uma praga
polifaga. Como possui uma grande oferta de alimentos durante o ano inteiro uma
vez que se alimenta de diferentes tipos de culturas como milho, soja e algodao, é
muito dificil de ser controlada. Introduzida no Brasil recentemente, essa praga
impressiona produtores rurais pelo seu alto poder de destrui¢do ja que se alimenta
de diferentes estruturas vegetais, especialmente inflorescéncias e frutos. Com
ovoposicdo noturna, a H. armigera coloca, em média, de 700 a 1700 ovos dispostos
isoladamente nas plantas. Seu ciclo de vida varia de 30 a 38 dias (de acordo com a
temperatura) - ovo até a fase adulta - e de 9 a 12 dias como mariposa. (CNPSO,
EMBRAPA, [s.d.]) (Figura 5).
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Mariposa
9-12 dias

Lagarta
19-20 dias

Pupa
13-14 dias

Figura 5: Ciclo de vida lagarta Helicoverpa armigera. (Fonte: CNPSO, EMBRAPA, [s.d.]).

1.6.2 LAGARTA SPODOPTERA FRUGIPERDA

Spodoptera frugiperda, também conhecida popularmente como lagarta-do-
cartucho ou ainda, como lagarta-militar, € um dos principais insetos-praga de
diversas culturas agricolas do Brasil. Assim como a lagarta H. armigera, descrita
anteriormente, é considerada uma espécie polifaga que se alimenta de diferentes
culturas como soja, algodéo, milho, arroz, entre outras. A evolucdo da resisténcia a
inseticidas e modificagdo no sistema de producdo de cultivos, ocasionaram o
agravamento dos problemas com esse inseto-praga. A intensificacdo da agricultura e
0s cultivos sucessivos possibilitam a sobrevivéncia de populacdes das lagartas,
ocasionando grades infestacdes, em diferentes épocas de cultivo e fase de
desenvolvimento da planta.

A postura da Spodoptera frugiperda € realizada nas folhas com
aproximadamente 200 a 300 ovos, com periodo de incubacéo em torno de trés dias.
O periodo larval varia de 15 a 25 dias, com 4 a 7 instares de acordo com o biotipo,
sexo, temperatura e planta hospedeira. O periodo pupal tem duracdo de
aproximadamente dez dias quando ocorre a emergéncia de mariposas adultas. As
mariposas possuem alta mobilidade e as fémeas possuem elevado potencial
reprodutivo, com capacidade de ovipositar mais de 1000 ovos. Tais ovos terdo um

ciclo de vida considerado curto variando de acordo com a temperatura (cerca de 25
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a 30 dias - ovo até adulto - e 12 dias de longevidade quando em estado adulto.
(POSTAL; MIRIM, 2012) (Figura 6).

Figura 6: Lagartas Spodoptera frugiperda em folha de soja. (Fonte: ELEVAGRO, [s.d.]).

Assim como para a H. armigera, o controle da lagarta S. frugiperda tem-se
mostrado um grande desafio para os produtores rurais. A pulverizacdo de
inseticidas, com mesmo mecanismo de acdo, ja ndo se mostra tdo eficaz no
combate a estas pragas. Em consequéncia, nota-se um aumento expressivo de
lagartas resistentes no campo.

As plantas Bt surgiram como uma interessante e eficiente estratégia no
controle de S. frugiperda porém, o ciclo biolégico relativamente curto, alto potencial
reprodutivo e a polifagia, associados a um cenario de sobreposi¢cao ou sucessao de
cultivos de plantas de semelhante interesse alimentar para as lagartas, ocasionou
uma elevada presséo seletiva no que se refere aos inseticidas e proteinas de Bt
empregados. Tais agbes permitiram a propagacdo da praga devido ao cenario

favoravel para a evolucdo da resisténcia.
1.7 TESTE PILOTO
Tendo em vista a necessidade de novas estratégias no combate dessas

pragas e em posse de plantas de soja com possivel capacidade inseticida, foi

realizado um teste piloto para avaliacdo da resisténcia das plantas transgénicas de
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dois eventos a insetos da espécie H. armigera. Plantas transgénicas de soja da
geracdo T; (pEarleyGatel00-JbtxA-B e pEarleyGate100-Jbtx) e plantas né&o
transgénicas (IAS5) foram desafiadas com larvas. Os insetos encontravam-se no
primeiro instar (sendo inoculada uma larva por planta), as plantas estavam no
estagio V2 de desenvolvimento e o experimento foi realizado em contengédo. A
mortalidade das lagartas foi avaliada 24h depois da inoculagdo. Como pode ser
observada na Tabela 3, a taxa de mortalidade das lagartas foi superior quando
alimentadas com plantas transgénicas, sendo que, para plantas pEarleyGatel00-

JbtxA-B, a diferenga na mortalidade foi estatisticamente significativa.

Gendtipo N Mortalidade (%)
pEarleyGate100-Jbtx-V5 13 46.15
pEarleyGate100-JbtxA-3 6 66.67*
IAS 5 29 17.24

Tabela 3: Efeito inseticida das plantas transgénicas T, sobre insetos do primeiro instar de Helicoverpa
armigera. N:numero de plantas utilizadas em cada evento. (*) Dados apresentam diferenca
significativa entre folhas de plantas transgénicas e ndo transgénicas — Teste Exato de Fisher, p<0.05.



23

2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho é a obtencdo da prova de conceito do potencial
inseticida do peptideo JABURETOX, quando expresso em plantas transgénicas de

soja.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Caracterizacdo molecular das plantas da geracdo T, e T3 quanto a presenca do
transgene;

b) Caracterizacdo molecular das plantas transgénicas quanto ao nivel de expressao
do transgene;

c) Realizacdo de dois bioensaios nos quais plantas transgénicas foram desafiadas

com lagartas Helicoverpa armigera e Spodoptera frugiperda.
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3. JUSTIFICATIVA

Embora o Brasil seja 0 segundo maior produtor de soja em nivel mundial,
nosso pais ainda € dependente de produtos transgénicos desenvolvidos no exterior.
Além disto, as construgcdes génicas e 0s genes-alvo comumente utilizados nos
experimentos de transformacdo de plantas sdo protegidos por propriedade
intelectual, o que restringe seu uso no desenvolvimento de novos eventos para a
liberacdo comercial. A utilizacdo de novos genes com potencial para conferir
caracteristicas agrondmicas desejadas, identificados por grupos de pesquisa
nacionais poderdo facilitar a obtencdo de produtos biotecnolégicos inéditos e
sobrepor a restricdo de uso imposta por propriedade intelectual.

Insetos estdo entre os principais limitadores bidticos da cultura da soja. Entre
eles, destacam-se as lagartas Helicoverpa armigera e Spodoptera frugiperda. A
analise preliminar dos dados obtidos no bioensaio piloto indicou que plantas que
expressam o peptideo JABURETOX sao resistentes ao ataque de lagartas da
espécie-praga H. armigera. Em vista disto, no presente estudo propusemos realizar
novos bioensaios. No primeiro, folhas de plantas da progénie T, que expressavam
JABURETOX foram desafiadas com lagartas de H. armigera. No segundo, folhas de
plantas transformadas da geracao T3 foram oferecidas a lagartas de S. frugiperda. A
expectativa foi confirmar os resultados obtidos no teste piloto. Os bioensaios com
insetos alvo forneceriam a prova de conceito da capacidade inseticida do peptideo e

confirmariam seu potencial para geracdo de um futuro produto biotecnolégico.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 ANALISES MOLECULARES DAS PLANTAS DA GERACAO T, E T3

Sementes da geracao segregante T, e, posteriormente, T3 foram semeadas,
irrigadas periodicamente e mantidas em casa de vegetagcdo (25 = 3°C com
fotoperiodo de 12 horas) até a coleta das folhas. Foi realizada a coleta de um foliolo
da primeira folha trifoliolada completamente expandida para os testes de
confirmacédo da presenca do gene por PCR e expressédo génica por RT-qPCR. As
extragcbes de DNA e RNA foram realizadas a partir dos tecidos congelados, pelos
métodos CTAB e Trizol, respectivamente. As amostras de DNA e RNA, foi
adicionado gel red, resolvidas em gel de agarose 1,5% e sua qualidade foi verificada
visualmente em luz ultravioleta. Todas as amostras foram quantificadas no
espectrofotometro NanoDrop Lite.

Para certificacdo da qualidade necesséaria do DNA para realizacdo das PCRs,
inicialmente foi amplificado o gene enddgeno actina 11 (Tabela 1). Posteriormente,
reacoes de PCR foram feitas para amplificacdo das sequéncias do transgene
(JBTX), e dos genes marcadores de selecédo bar ou hpt, dependendo da construcéo

originalmente utilizada na transformacéo.

4.2 BIOENSAIOS

4.2.1 BIOENSAIO HELICOVERPA ARMIGERA

O teste piloto permitiu desenhar um experimento amplo, com um maior
namero amostral, buscando verificar a mortalidade das lagartas bem como identificar
0 instar mais sensivel a toxicidade das plantas. O bioensaio foi realizado em parceria
com pesquisadores da Universidade de Passo Fundo, onde folhas de plantas da
progénie T, transformadas foram desafiadas com lagartas H. armigera.

As plantas controle utilizadas no experimento eram da cultivar 1AS5, néo
transformadas, mas que passaram pala cultura de tecido. O delineamento
experimental foi completamente casualizado com treze tratamentos e quatro

repeticbes. A unidade experimental foi constituida por 10 placas de Petri nas quais
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foi inoculada uma lagarta/placa. Até o quarto dia do ensaio, foram oferecidos para as
lagartas, discos foliares de soja de 1 cm?a cada 48h. Apés, foi ofertado um disco a
cada 24h até o oitavo dia. Os discos foliares foram dispostos em placas de Petri
sobre papel filtro umedecido com 200 pL de agua destilada. As placas foram
mantidas em camara climatizada regulada a 25 = 2°C, umidade relativa de 70 + 10%
com fotoperiodo de 12 horas. Apés o oitavo dia as lagartas foram alimentadas com
dieta artificial até a formacéo de pupas.

Diariamente, foi avaliado o numero de lagartas mortas e observada a troca de
instares, através do resgate da capsula cefalica e/ou da exudvia das lagartas. O
consumo de area foliar foi avaliado a cada 48h (renovacdo do disco foliar),
comparando-se o valor inicial com a area restante, medida em papel milimetrado.
Apds o oitavo dia, quando as lagartas passaram a ser alimentadas com dieta

artificial, avaliou-se a mortalidade a cada 48h até o 28° dia.

4.2.2 BIOENSAIO LAGARTA SPODOPTERA FRUGIPERDA

A partir dos resultados promissores obitdos com o bioensaio com lagartas H.
armigera, optou-se pela realizacdo de outro experimento no qual folhas das plantas
confirmadamente transgénicas foram desafiadas com a lagarta S. frugiperda.
Sementes da geracdo segregante Tz, oriundas de 3 eventos transgénicos e de
plantas nao transformadas (controles), foram semeadas em potes plasticos
contendo terra (Figura 7). Assim como realizado no bioensaio com lagartas
H.armigera, as plantas foram irrigadas periodicamente e mantidas na sala de
crescimento (25 £+ 3 °C com fotoperiodo de 12 horas) até o estagio V2 de
desenvolvimento. ApGs foi efetuada a coleta de um foliolo do primeiro trifélio,
completamente expandido, para a analise molecular a fim de verificar a presenca do
transgene por PCR e quantificacdo do nivel de transcritos por RT-gPCR, conforme

descrito no item 4.1.
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Figura 7: Plantas da geracéo T3 na sala de crescimento de soja (laboratério de Genética Vegetal da
UFRGS).

Em parceria com o laboratério de Biologia, Ecologia e Controle Biolégico de
Insetos do Departamento de Fitossanidade da Faculdade de Agronomia da UFRGS,
optou-se pela realizacdo do experimento em suas dependéncias devido a ampla
experiéncia com o manejo da lagarta S. frugiperda bem como ao espaco fisico
disponivel.

Apébs a confirmacao do estado transgénico e selecdo das plantas candidatas
conforme descrito acima, o bioensaio foi delineado. Neste ensaio, as unidades
amostrais foram folhas inteiras das plantas T3 selecionadas com, aproximadamente,
5 cm de comprimento. Cada folha foi disposta em uma placa de Petri contendo um
fundo de papel filtro e uma lagarta foi inoculada por placa (Figura 8). O bioensaio foi
realizado em uma sala climatizada a 25 + 2°C, umidade relativa de 70 + 10% com
fotoperiodo de 12 horas. Até o quarto dia do ensaio, as folhas de soja ofertadas
foram trocadas a cada 48h. Apds foram trocadas a cada 24h até o oitavo dia. A cada
troca de folha, cada fundo de papel filtro foi umedecido com 350 pL de &agua
destilada. ApGs o oitavo dia as lagartas foram alimentadas com dieta artificial até a
formacéo de pupas. Diariamente, até o oitavo dia, foi avaliado o nimero de lagartas
mortas e, ap6s o oitavo dia, quando as lagartas passaram a ser alimentadas com
dieta artificial, avaliou-se a mortalidade a cada 48h até a transformacao da pupa em

mariposa.



Figura 8: Etapas do ciclo de vida da Spodoptera frugiperda: a) lagarta alimentada com folhas
contendo JABURETOX; b) lagarta empupada logo apds periodo de alimentacdo a base de dieta; c)
pupa transferida para vermiculita, periodo que antecede sua emergéncia.

4.2.3 ANALISES ESTATISTICAS

Com a assessoria do professor Dr. Jodo Riboldi, do Instituto de Matematica e
Estatistica da UFRGS, foram realizadas as analises estatisticas referentes aos dois
bioensaios executados. Todos os dados anteriormente citados foram submetidos a
Andlise de Variancia (ANOVA) de via Unica. O Teste de Tukey foi utilizado para
identificar se as médias diferem significativamente do controle ou, entre si, quando

analisadas duas a duas.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 ANALISES MOLECULARES DAS PLANTAS DA GERACAO T,

A presenca de fragmentos dos tamanhos esperados confirmou a condicdo
transgénica das linhagens testadas. No total, 50 plantas da geracdo T, foram
avaliadas, das quais trinta estavam superexpressando JABURETOX (Jbtx) (Figura
9).
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Figura 9: Niveis de expressao relativa (RT-gPCR) da sequéncia codificadora do peptideo JBTX em
folnas de plantas transgénicas da geragdo T, de soja. Os valores obtidos para as plantas
transformadas correspondem a média obtida a partir de uma planta com quatro replicatas técnicas.
Os valores obtidos para as plantas nado transformadas (WT) correspondem a média obtida a partir de
duas plantas com quatro replicatas técnicas cada. Os genes referéncia F-Box e Metalloprotease
foram utilizados como controles internos para normalizar a quantidade de mRNA presentes em cada
amostra. Os niveis de transcritos das plantas ndo transformadas (WT) foram utilizados para
normalizar o acumulo de transcritos nas plantas transformadas.

As plantas com maior expresséo génica foram selecionadas para o bioensaio.
As lagartas provieram da criacdo em laboratério, em dieta artificial. Foram utilizados
qguatro eventos e trés plantas de cada evento mais uma amostra controle para a

realizacdo dos bioensaios (Tabela 4).

Evento N° Planta
5

164 36 4
10
5

164 28 13

15

6

7

165 35
14
10
37 22 13
14

Controle

Tabela 4: Eventos e plantas utilizadas no bioensaio com a Helicoverpa armigera (geracéo T,).
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5.2 RESULTADOS BIOENSAIO LAGARTA HELICOVERPA ARMIGERA
A taxa de mortalidade de lagartas alimentadas com folhas das plantas

transgénicas foi superior a verificada nas alimentadas com plantas controle. (Figuras
10 aeh).

a 8 dias
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b 28 dias
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Figura 10: a) Mortalidade acumulada das lagartas de H. armigera alimentadas com discos foliares de
plantas de diferentes eventos, por oito dias. (b) Mortalidade acumulada das lagartas de H. armigera
alimentadas com dieta artificial até o 28° dia.

A analise de variancia indicou que as diferencas entre genoétipos séo
significativas (F=4,22; p=0,0062). A comparacao de médias pelo teste de Tukey
indicou que as lagartas alimentadas com folhas de plantas transgénicas
apresentaram mortalidade significativamente maior do que as alimentadas com
plantas controle. Ndo houve diferenca significativa entre 0s eventos transgénicos
(Figura 11).
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Figura 11: Distribuicdo da mortalidade média acumulada das lagartas de Helicoverpa armigera

alimentadas com discos foliares por oito dias, seguidos com dieta artificial até o 28° dia.
Médias com a mesma letra ndo diferem entre si (teste de Tukey, P<0,05).

Apés oito dias de alimentagcdo com discos foliares contendo o peptideo

JABURETOX, também foi analisada a troca de instares das lagartas. Embora néo

tenha sido detectada diferenca estatisticamente significativa, se observou um

pequeno atraso na troca de instares entre as lagartas sobreviventes, alimentadas

com folhas de plantas transgénicas, quando comparadas com as alimentadas com

folhas de plantas controle (Figura 12).
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Figura 12: Percentual de lagartas que atingiram o 2°, 3° e 4° instar ap6s serem alimentadas por oito
dias com discos foliares de diferentes eventos de plantas de soja geneticamente modificada contendo

0 gene JABURETOX, seguidos de 20 dias em dieta artificial.
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Foi observado que ndo houve diferenga na area foliar consumida por lagartas
alimentadas com discos de plantas transgénicas quando comparada com a
consumida por lagartas alimentadas com discos de plantas controle até o oitavo dia
(Figura 13).
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Figura 13: Consumo acumulado até o oitavo dia de lagartas Helicoverpa armigera alimentadas com
discos foliares de diferentes eventos e plantas de soja geneticamente modificada contendo o gene
JABURETOX.

Os dados obtidos confirmaram os resultados do projeto piloto evidenciando
qgue plantas transgénicas que expressam JABURETOX apresentaram resisténcia a
lagartas de H. armigera.

5.3 ANALISES MOLECULARES DAS PLANTAS DA GERACAO T3

A partir da analise de 32 plantas, 23 apresentaram superexpressao de
transcritos da sequéncia codificadora do peptideo JBTX. Destas, foram selecionadas
14 plantas, oriundas de trés eventos independentes de transformacédo e duas
plantas da cultivar IAS5, ndo transformadas, mas que passaram pala cultura de

tecido, para a realizacao experimento (Tabela 5).
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Evento N° Planta
15
16

164 28 18
19
24
25
26

165_35 29
30
31

3722

a U

7
Controle

Tabela 5: Eventos e plantas utilizadas no bioensaio com a Spodoptera frugiperda (geragéo Ts3).

5.4 RESULTADOS BIOENSAIO LAGARTA SPODOPTERA FRUGIPERDA

Diferente do verificado no experimento anterior, nos primeiros oito dias do
bioensaio com Spodoptera frugiperda, ndo houve mortalidade de lagartas (nem
mesmo das alimentadas com folhas de plantas controle). A analise de variancia dos
dados obtidos apds 28 dias indicou diferenca estatistica entre os genotipos
(F=4,57;p=0,0234). Embora tenha sido detectada diferenca entre 0s eventos
transgénicos, a mortalidade das lagartas alimentadas com folhas de plantas
transformadas nao diferiu da mortalidade daquelas alimentadas com folhas de

plantas controle (Figuras 14 e 15).
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Figura 14: Mortalidade acumulada das lagartas de Spodoptera frugiperda alimentadas com folhas de
plantas transgénicas e controles até o oitavo dia, seguidos por dieta artificial até o 28° dia.
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Figura 15: Distribuicdo da mortalidade média acumulada das lagartas de Spodoptera frugiperda
alimentadas com folhas de plantas transgénicas e controles por oito dias, seguidos com dieta artificial

até o 28° dia.

Médias com a mesma letra ndo diferem entre si (teste de Tukey, P<0,05).

Foi analisado também o desenvolvimento das lagartas apds os primeiros 28

dias. Conforme pode ser verificado na Tabela 6, uma porcentagem superior a 76%

das lagartas alimentadas com folhas de plantas transgénicas e controles que atingiu

a fase de pupa, emergiu. Esse resultado indica que o JABURETOX né&o tem efeito

marcante no desenvolvimento das lagartas de S. frugiperda.
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Pupas de lagartas Spodoptera frugiperda

O \Jiabili
Eventos Pupas Emergéncia Pupas inviaveis % Viabilidade

de pupas
37 22 1 10 9 1 90,0
37 225 13 13 0 100
37 226 13 11 2 84,6
3722 7 12 11 1 91,7
164_28_15 13 10 3 76,9
164_28_16 15 13 2 86,7
164 28 18 14 12 2 85,7
164_28 19 15 13 2 86,7
164 28 24 14 14 0 100
165_35 25 13 12 1 92,3
165_35 26 15 14 1 93,3
165_35 29 14 14 0 100
165_25 30 15 14 1 93,3
165 25 31 14 11 3 78,6
Controles
43 13 12 1 92,3
44 14 14 0 100

Tabela 6: Eventos, pupas e viabilidade de pupas formadas por lagartas Spodoptera frugiperda.

Embora tenha sido demostrado, em testes in vitro, que JABURETOX
apresenta toxicidade a insetos com digestdo baseada em enzimas serinicas do tipo
tripsina, como o lepidéptero Spodoptera frugiperda (Mulinari et al. 2007), nossos
resultados da expressao do peptideo em plantas transgénicas ndo confirmaram tal
toxicidade.

Em bioensaios realizados com plantas transgénicas de milho foi obtido
resultado semelhante ao nosso, ou seja, a mortalidade de lagartas alimentadas com
folhas de plantas de diferentes eventos expressando JABURETOX foi baixa e n&o
diferiu das alimentadas com folhas de plantas ndo transformadas (Didoné, 2018).
Entretanto, a autora observou um retardo no desenvolvimento larval e uma
mortalidade de pupas resultantes das lagartas alimentadas com plantas

transgénicas maior (25 a 31%) do que a registrada em nosso trabalho.
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Em relacéo ao efeito do JABURETOX no em lagartas de S. frugiperda, nossos
resultados ndo sdo conclusivos. Serdo necessarios novos bioensaios para

acompanhar o desenvolvimento das lagartas até o estagio adulto, sua fertilidade e
viabilidade de seus descendentes.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

A producéo de soja possui grande destague no setor do agronegécio mundial.
Hoje, o Brasil € como o segundo maior produtor dessa leguminosa e possui uma alta
relevancia na nossa economia. Devido a amplas aplicacdes, ha um grande interesse
econdmico em tornar o cultivo dessa espécie cada vez mais produtivo. Sendo assim,
estratégias que tornem as safras mais rentaveis e as plantas menos suscetiveis a
estresses bidticos e abidticos sdo de extrema importancia.

Dados obtidos neste estudo podem contribuir para o desenvolvimento de um
futuro produto biotecnologico com o objetivo de contornar a acdo de lagartas de H.
armigera consideradas altamente prejudiciais a cultura da soja. A busca por maiores
informacdes referentes ao mecanismo de acdo do JABURETOX no metabolismo das
lagartas de S. frugiperda é uma das proximas etapas da nossa investigacao. Testes
que incluam insetos ndo-alvo também se fazem necessarios para que se obtenha

uma maior seguranca para eventual futura aprovacdo de um produto.
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