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ROSA, J. Producio e entrega de moléculas de dsRNA para o controle de Digitaria
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RESUMO

Capim-amargoso ¢ uma planta daninha que causa reducao de produtividade e prejuizos
econdmicos nas lavouras de todo Brasil. Novas tecnologias como RNAi podem
contribuir para o atual portifélio de herbicidas. O objetivo desse trabalho foi
desenvolver estratégias de produgdo e entrega de dsSRNAs para o silenciamento do gene
Phytoene desaturase (PDS) via RNAi em capim-amargoso. Para a produ¢ao de dsRNAs
de boa qualidade e especificidade foram testados dois vetores: L4440 e New-Vector.
New-vector se mostrou mais eficiente na produ¢ao de dsSRNAs com tamanho esperado.
Com relagdo a extragdo de dsRNAs dois métodos foram testados: Trizol e Etanol. O
método trizol garantiu um maior rendimento comparado ao método por Etanol (3.9
pg/mL e 2,5 pg/mL), apesar disso o método de extragdo por Etanol se mostrou mais
eficiente na extragdo de dsRNAs com tamanho esperado. Utilizando o vetor L4440 o
indutor alternativo proporcionou um rendimento maior quando comparado ao New-
vector (5,7 pug/mL e 3,5 pg/mL). Entre os métodos de aplicagdo de dSRNAs em capim-
amargoso os mais eficientes foram aplicacdo por folhas e em pré-emergéncia. A
aplica¢do em folhas, em 3 e 5 dias ap0s a aplicagdo, e em pré-emergéncia, 5 dias apds a
aplicagdo, levou a reducgdo da expressdao do gene PDS em 35%. Ainda, o tratamento que
recebeu dsPDS em pré-emergéncia apresentou uma redug¢do da massa seca em 24%. Ja&
na aplicagdo em raizes houve reducdo do numero de transcritos 10 dias ap6s a aplicagdo
dos dsRNAs. Os resultados desse trabalho abrem perspectivas para novos estudos e
desenvolvimento de produtos baseados em RNAI para controle de plantas daninhas.

Palavras-chave: produg¢do de dsRNA; Escherichia coli HT115 (DE3); Phytoene
desaturase; RNA de interferéncia; entrega de dsRNA;



ROSA, J. Production and delivery of dsRNA molecules for the control of Digitaria
insularis (sourgrass). 2022. 82 p. PhD Thesis (Graduate Program in Genetics and
Molecular Biology ) - State University of Londrina, Londrina, 2022.

ABSTRACT

Sourgrass is a weed which reduce productivity and cause economic losses in crop all
over Brazil. New Technologies such as RNAi can contribute to current herbicide
portfolio. The goal of this work was develop strategies for production and delivery of
dsRNAs for Phytoene desaturase (PDS) gene through RNAi in sourgrass. For the
dsRNA production with high quality and specificity two vectors were tested: L4440 e
New-Vector. New-vector was more efficient in producing dsRNA with expected size.
To extract dsSRNAs, two methods were tested: Trizol and Ethanol. The trizol method
result a higher yield compared to Ethanol metod (3,9 pg/mL e 2,5 pg/mL), although
Ethanol extraction method was more efficienty in extracting dsRNA of the expected
size. Using the L4440 vector the alternative inductor provided a higher yield compared
to New-vector (5,7 pg/mL e 3,5 pg/mL). Among the delivery methods of dsRNAs in
sourgrass, the most efficienty were leaf and pré-emergence aplication. Leaf delivery, 3
and 5 days after application, and pre-emergence delivery 5 days after application
resulted in the reduction of PDS gene expression by 35%. In addition, the treatment that
received dsPDS in pre-emergence had a 24% reduction in dry mass. In roots delivery,
there was a reduction in the number of transcripts 10 days after the application of
dsRNAs. The results of this work open perspectives for new studies and development of
RNAi-based products for weed control.

Keywords: dsRNA production; Escherichia coli HT115 (DE3); Phytoene Desaturase;
interfering RNA; dsRNA delivery;
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1. INTRODUCAO

A demanda por uma agricultura sustentavel fomentada por diversos paises que
buscam por alimentos livres de pesticidas quimicos tem levado ao desenvolvimento de
praticas e tecnologias economicamente viaveis ¢ ambientalmente sustentaveis que
visem redugdo dos efeitos das mudangas climaticas (IPCC, 2014). Nos ultimos anos a
utilizagdo de pesticidas (herbicidas, nematicidas, inseticidas, entre outros) tém gerado
diversas discussoes a respeito da seguranca para o meio ambiente e saide humana, além
de baixa aceitagdo por parte da opinido publica. Métodos baseados em biotecnologia
como o RNAIi tém quebrado barreiras no desenvolvimento de novas tecnologias para a
prote¢do dos cultivos.

Os biopesticidas baseados em RNA de interferéncia (RNAi) ganham destaque
como uma das alternativas ao controle quimico contra pragas, patégenos e plantas
daninhas, sendo considerada uma ferramenta biotecnoldgica para o desenvolvimento de
“pesticidas de proxima geracdo”, que no futuro poderdo agregar ao atual portfolio de
pesticidas do mercado.

A potencial utilizagdo de RNAi como um bioherbicida para controle de plantas
daninhas ¢ uma promissora abordagem, pois apresenta diversas vantagens, dentre elas a
especificidade de alvos e um impacto minimo sobre o meio ambiente, organismos nao
alvos, e culturas agricolas como a soja, o milho, o algoddo entre outras. Os
bioherbicidas baseados em RNAIi apresentardo baixa toxicidade, baixa persisténcia no
ambiente e menor risco de desenvolvimento de tolerancia ou resisténcia por parte das
pragas e patogenos (PARKER et al., 2019). Devido ao seu modo de agdo, ou seja, a
aplicagdo de moléculas de dsSRNA exdgenos, os bioherbicidas poderdo ser empregados
na formulagdo de produtos para serem aplicados sozinhos tendo como alvo genes letais
ou essenciais em plantas ou em combinag¢do com herbicidas convencionais tendo como
alvo genes envolvidos no mecanismo de resisténcia a herbicidas. Acredita-se que a
utilizagdo desses produtos possibilitard uma redugdo da dose e consequentemente
reducdo do impacto ambiental e também a possibilidade do controle de populagdes de
plantas daninhas resistentes.

Um exemplo de que a tecnologia de RNAI ja estd iniciando uma revolu¢do na
protecdo dos cultivos ¢ o Ledprona, inseticida baseado em RNAIi langado recentemente

pela empresa GreenLight Biociences. O produto ¢ destinado ao controle do besouro da
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batata (Leptinotarsa decemlineata), um inseto importante para as culturas de batata e
solanaceas no hemisfério norte (RODRIGUES et al., 2021). A empresa Monsanto ¢

outro exemplo, em 2013 langou a tecnologia BioDirect™

para o desenvolvimento de
produtos utilizando RNA interferente para controle de insetos, plantas daninhas e até
mesmo protecdo de abelhas, mas at¢é o0 momento ndo langou nenhum produto, embora
possua diversas patentes na area (SAMMONS et al., 2014).

Outro passo rumo ao desenvolvimento da tecnologia ¢ a regulamentagdo. A
legislacao brasileira vem se adaptando as novas tecnologias, um exemplo, ¢ a
publicacdo da Resolugdo Normativa N° 16 da Comissdo Técnica Nacional de
Biosseguranga (CTNBio). A RN 16 propde que a aplicacdo de dsSRNAs ou siRNAs que
ndo modifiquem o genoma permanentemente sejam consideradas como ndo OGM
(Organismo Geneticamente Modificado), o que permite que esses produtos ndo
precisem passar por longos processos de regulamentacdo, como no caso dos OGMs.
Essa flexibilidade na legislagdo abre espago para que empresas e instituigoes de
pesquisa avancem no desenvolvimento de novos produtos.

A obtencdo de produtos comerciais com alto valor agregado necessita de estudos
de base para estabelecer os conceitos e desenvolver novas tecnologias. Poucos sdo os
relatos na literatura de aplicacdo de dsRNAs em folhas, a maioria deles apresentam
siRNAs de 21 e 22 pb como mais eficientes para o silenciamento génico via RNA.I.
Outros trabalhos utilizam técnicas como abrasao, alta pressdo, ou mesmo nanoparticulas
para realizar a entrega de tais moléculas (DALAKOURAS et al., 2016; HENDRIX et
al., 2021a; NUMATA et al., 2014). Por isso nesse trabalho foi escolhido o gene PDS de
capim-amargoso para responder algumas questoes em aberto. Afinal, dSRNAs longos
tém a capacidade de causar silenciamento génico quando aplicados sobre folhas de
capim-amargoso? Qual a forma mais eficiente de aplicagdo de dsRNA tdpico para o

silenciamento génico via RNA1 em capim-amargoso?
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Desenvolver estratégias de produgdo e entrega de dSRNAs para o silenciamento

de genes via RNAi em capim-amargoso.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Avaliar a eficiéncia dos vetores plasmidiais L4440 e pCloneEZ-NRS-Blunt-
Amp modificado (New-Vector) para a producdo de dsSRNA em Escherichia coli HT115
(DE3).

. Otimizar as condi¢des de extracao de dsRNA.

. Utilizar indutor alternativo para producao de dsRNA.

. Sequenciar o gene Phytoene desaturase (PDS) de capim-amargoso.

. Silenciar o gene Phytoene desaturase (PDS) em capim-amargoso.

. Otimizar a entrega de dSRNA sem protegao via folhas, raizes e pré-emergéncia.

17



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 CAPIM-AMARGOSO

Digitaria insularis (L.) Mez ex Ekman, conhecido popularmente como capim-
amargoso, ¢ natural da América tropical e subtropical e se tornou uma planta daninha
importante devido a competicdo com culturas anuais e perenes no Brasil (DE
CARVALHO et al., 2011). O capim-amargoso pertence a familia Poaceae, ¢ uma planta
monocotiledonea perene que possui folhas de bainha longa e pilosa (Figura 1), além de
paniculas muito vistosas e elevado nimero de sementes com alta taxa de germinacdo
(KISSMANN, 1997). A reprodu¢do do capim amargoso se dd pela propagagdo de
sementes e rizomas. A alta capacidade de produgao e dispersao de sementes confere um
alto valor adaptativo. D. insularis ¢ uma planta diploide (2N=36), possui a via

fotossintética C4 (KISSMANN, 1997; TAKANO et al., 2018).

Figura 1. Estruturas vegetativas de capim amargoso. a) 10 dias apos a germinagdo. b) 45 dias
apos a germinagdo. Fonte: a autora.

As plantas de capim-amargoso apresentam crescimento lento até 45 dias apds a
emergéncia (Figura 1b), periodo onde o controle da planta ¢ mais facil. Apos este

periodo, ha um répido crescimento das raizes e formagao dos rizomas a partir de onde o
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controle apresenta os maiores problemas (MACHADO et al., 2006). Os rizomas sao
estruturas ricas em amido que constituem uma barreira para a translocacdo dos
herbicidas, além disso, sdo considerados uma fonte de reserva energética que permite
uma rebrota vigorosa da planta (MACHADO et al., 2008). A rusticidade do capim-
amargoso confere a esta monocotiledonea uma alta adaptabilidade, agressividade,
persisténcia e eficiéncia em competi¢do por agua, luz e nutrientes o que a torna uma
planta daninha de interesse em areas de cultivo de soja e milho no Brasil (DE
CARVALHO et al.,, 2011; FERREIRA; BARBOSA; CORDEIRO, 2019).

Embora existam algumas formas alternativas de controle de capim-amargoso,
com o desenvolvimento da tecnologia Roundup Ready (RR) a aplicagdo de glifosato
para o controle de plantas daninhas t€ém sido a principal molécula utilizada em areas de
cultivo de soja. O glifosato inibe a enzima 5-enolpiruvatochiquimato-3-fosfatase sintase
(EPSPS) da via metabdlica do acido xiquimico, impedindo o metabolismo de produtos
importantes como aminoacidos fenilalanina, tirosina, triptofano que sao utilizados na
sintese de proteinas (DE CARVALHO et al., 2012). A pressdo de selegdo sobre as
plantas daninhas pelo uso intensivo de glifosato nos cultivos resultou na selegdo de
espécies resistentes como buva, azevém, caruru-palmeri, capim pé-de-galinha e também
o capim-amargoso (DE CARVALHO et al., 2012; LOPEZ OVEJERO et al., 2017). O
primeiro caso de capim amargoso resistente ao glifosato no Brasil foi notificado em
2008 e desde entdo foram notificados casos em diversas regides de plantio (TAKANO
et al., 2018). J4 em 2020 um caso de resisténcia multipla, em dois sitios de acao:
Inibidores da EPSPS e ACCase (Acetyl CoA Carboxylase) foi notificado (HEAP,
2022). Assim, ainda existe a necessidade de novos estudos para elucidar os mecanismos
de resisténcia em capim-amargoso, embora, os mecanismos encontrados até o0 momento
estdo relacionados a baixa absorcao, translocac¢do e degradacao do glifosato (TAKANO
et al., 2018). Na pratica, a selegdo de biotipos resistentes acarreta em um aumento
significativo nos custos de produgdo para o controle de plantas daninhas com aplicagdo
de outras classes de herbicidas, além de diminuir a produtividade das culturas de
interesse.

No caso da soja, a produtividade pode ser até 44% menor em areas com
infestacdo de capim-amargoso comparado a areas sem infestacdo (GAZZIERO, 2012).
Densidades de seis a oito plantas por m? de capim-amargoso resultou em perdas entre
600 e 1300 kg/ha! (GAZZIERO et al., 2019). Além disso, os custos de producdo em

soja podem aumentar em até 290% com a ocorréncia de capim-amargoso resistente ao
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glifosato, sendo necessario realizar a aplicagdo de outros herbicidas (ADEGAS et al.,
2017). Além de um aumento nos custos de producdo, ha uma carga maior de
agroquimicos sendo aplicados nas lavouras.

Aplicado como um bioherbicida na forma de spray, o RNAi tem um grande
potencial para o controle de plantas daninhas, pois as sequéncias podem ser desenhadas
como alvos seletivos para espécies especificas ou um grupo de espécies proximas
filogeneticamente, eliminando o surgimento de populagdes resistentes como acontece
com os herbicidas tradicionais (WESTWOOD et al., 2018). A utilizagdo da tecnologia
de dsRNA pode revolucionar a industria dos herbicidas, gerando produtos com menor

impacto ambiental e altamente eficientes no controle de plantas daninhas.

3.2 MECANISMO RNAI

O silenciamento génico via RNAi ¢ um mecanismo de defesa essencial contra
virus e transposons em organismos eucariotos dentro dos reinos Fungi, Plantae e
Animalia (CHRISTIE; CROFT; CARROLL, 2011; MITTER et al., 2017). O
silenciamento por RNAI ¢ realizado por pequenos RNAs que podem ser originarios de
um fonte exdgena como o dsRNA (double-strand RNA) ou siRNAs (small-interfering
RNA), ou enddgena através da transcri¢do dos genes MIR em microRNAs (miRNAs)
(CHRISTIE; CROFT; CARROLL, 2011; MITTER et al., 2017).

O primeiro relato de silenciamento génico via RNA foi descrito por Napoli e
colaboradores (1990) em um estudo com petinias visando aumentar a expressdo da
enzima chalcona sintase (CHS) pela inser¢do de uma cdpia adicional do gene endogeno,
esperando a intensificacdo na coloragdo violeta das flores. Contudo, o fendtipo
visualizado foi de flores brancas ou variegadas nas plantas que receberam a copia
adicional do gene CHS, enquanto flores das plantas controle apresentaram fenotipo
violeta. Esse fendmeno foi descrito como co-supressdo ou silenciamento génico pos-
transcricional (PTGS). Ainda em 1992, outros pesquisadores descobriram que esse
fendmeno de silenciamento génico pods-transcricional também ocorria em fungos e o
denominaram quelling (repressdao) (ROMANO; MACINO, 1992). O mecanismo de
silenciamento por RNAI foi elucidado por Fire e Melo (1998) em experimentos com o
nematoide Caenorhabditis elegans, comprovando que o silenciamento de genes
endogenos ocorreria por um mecanismo desencadeado pela entrada de dsRNA na

célula, lhes rendendo o prémio Nobel de Medicina no ano de 2006.
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A molécula de dsRNA ao entrar no citosol da célula ¢ clivada pela enzima
DICER, uma ribonuclease IIl (em plantas DICER-Like), em pequenos RNAs de
interferéncia denominados como siRNAs . Os siRNAs sdo compostos de uma fita dupla,
uma denominada guia e uma fita passageira com tamanho entre 21 a 24 nucleotideos
(AXTELL, 2013). A fita guia ¢ incorporada ao complexo enzimatico de silenciamento
génico denominado RISC (do inglés RNA-induced silencing complex), cujo principal
componente ¢ a proteina argonauta (AGO). Sua atividade catalitica, além de atuar na
clivagem do mRNA, tém a capacidade de inibir a tradu¢do e mediar a metilacdo de
DNA (BAULCOMBE, 2004; YANG; LI, 2018).

No citoplasma, o complexo RISC utiliza a fita guia de siRNA para encontrar a
sequéncia complementar em moléculas de mRNA, uma vez que ocorre o pareamento de
bases e a proteina AGO realiza a clivagem do mRNA, impedindo que o mesmo seja
traduzido em proteina (BAULCOMBE, 2004).

Em Arabidopsis existem trés DCLs (DICER-Like) paralogas envolvidas no
mecanismo de RNAi mediado por dsRNA exodgeno, cada uma desempenhando um
papel no mecanismo de RNAi: DCL2, DCL3, e DCL4, como demonstrado na Figura 2
(SANAN-MISHRA et al., 2021; YANG; LI, 2018). A enzima DCL4 estd envolvida
diretamente no silenciamento génico pos-transcricional pela degradagdo de mRNAs.
DCL4 gera siRNAs de 21 pb a partir de um dsRNA longo, que sdo responsaveis por
iniciar a primeira linha de defesa antiviral da planta. Os siRNAs de 21 pb gerados por
DCLA4 sao carregados pela enzima AGO1 desencadeando o processo de silenciamento
génico pos-transcricional (DALAKOURAS; PAPADOPOULOU, 2020).

Além da degradagdo o complexo RISC pode se ligar ao mRNA e levar a inibicao
da tradugao do mRNA, pelo nivel de complementariedade entre o siRNA e a sequéncia
alvo (BURAND; HUNTER, 2013; YANG:; LI, 2018). Quando a complementariedade ¢
completa o resultado gera a degradagdo do mRNA, ja quando a complementariedade ¢é
incompleta o resultado ¢ da inibi¢do da tradugdo pela ligagdo do complexo a regido 3’.
A ligagao do complexo RISC a regido 3’ pode levar a desadenilagdo do mRNA,
bloqueando o inicio da traduc¢ao ou fazendo com que o ribossomo se dissocie do mRNA

(BURAND; HUNTER, 2013).
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Figura 2. Mecanismos de silenciamento génico por RNAi em plantas.

a) DCL4 cliva dsRNAs exogenos em siRNAs de 21pb que sdo recrutados pela enzima
Argonauta 1 (AGO1), principal enzima do complexo RISC. A fita passageira do siRNA de 21pb
¢ degradado enquanto que a fita guia ¢ mantida no complexo. O complexo RISC, por
complementariedade, degrada mRNAs. b) DCL2 cliva dsRNAs em siRNAs de 22pb, que sdo
recrutado pela AGO1 (RISC) que recrutam RdARP 6 para a extremindade 3’ dos transcritos alvo
para a geragdo de siRNAs secundarios. ¢) DCL3 cliva dsSRNA em siRNAs de 24pb que sdo
recrutados por Argonauta 4 (AGO4) e desencadeiam a metilacdo do DNA por hibridizacdo com
transcritos de Pol V ou Pol II. Fonte: DALAKOURAS et al., 2019 com adaptagdes da autora.

A amplificacdo do sinal ¢ um processo que ocorre exclusivamente em fungos e
plantas através da producdo de siRNAs secundarios (CHEN et al., 2010). Nesse caso a
DCL2 gera siRNAs de 22pb que sdao recrutados pela RNA polimerase 6 (RARP6)
transcrevendo-os em dsRNA. A dupla fita de RNA ¢ entdo clivada por DCL4 ou DCL2
gerando os siRNAs secunddrios de 21 ou 22 pb, respectivamente, em um mecanismo
denominado  “silenciamento  transitivo” (DALAKOURAS et al, 2019;
DALAKOURAS; PAPADOPOULOU, 2020; WU et al., 2020).

Além do silenciamento pos-transcricional e da amplificagdo do sinal, as

proteinas AGO4 podem utilizar os siRNAs para reconhecerem regides homodlogas no
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DNA genomico e recrutar metiltransferases de DNA a fim de metilar os residuos de
citosina de ambas as cadeias de DNA, em um processo denominado de metilagdo do
DNA direcionado por RNA (RdDM) (BORGES; MARTIENSSEN, 2015;
DALAKOURAS et al., 2019). A DCL3 processa siRNAs de 24 pb de transcritos de loci
heterocromaticos pela RNA polimerase IV (Pol-V) e depois os convertem em dsRNA
por RDR2. Os siRNAs sdo entao carregados pela AGO4 e atuam na metilacao do DNA.
Em processos onde ocorre a metilagdo de DNA mediada por RNA, embora as plantas
tratadas com dsRNA sejam consideradas, por um lado, livres de OGM, podem ser
consideradas modificadas epigeneticamente (DALAKOURAS; PAPADOPOULOU,
2020).

3.3 SILENCIAMENTO GENICO VIA RNAI EM PLANTAS

O silenciamento génico mediado por RNAi ocorre em diversos organismos
como fungos, virus, animais e plantas (DAS; SHERIF, 2020). O mecanismo ja ¢
amplamente conhecido e apresenta uma gama de trabalhos publicados, contudo em
plantas os dados disponiveis na literatura sdo limitados e ainda existem diversos pontos
a serem elucidados.

O primeiro relato de silenciamento génico via RNAI, por aplicacdo de dsRNA
exdgeno em plantas foi descrito por Sammons et al., (2014). Plantas de Nicotiana
benthamiana tratadas com dsRNA e siRNAs, utilizando o adjuvante Silwet L-77 por
pulverizagao, desencadearam o silenciamento do gene enddgeno Phytoene desaturase
(PDS) (SAMMONS et al., 2014). Apods essa publicacdo, muitos outros trabalhos foram
realizados e obtiveram resultados importantes, utilizando a aplicagdo de dsRNA para
silenciamento de genes em plantas. Diferentes estratégias estdo sendo utilizadas para

avaliar e validar a tecnologia em plantas (Tabela 1).
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Tabela 1. Aplicacdo de dsRNA e siRNAs exdgenos para silenciamento génico em plantas (continua)

Aplicagdo em folhas

Molécula Silenciamento
Método de aplicacio Espécie Tamanho Concentracio Dose Genes Referéncia
Tipo Local Sistémico
(pb)
Alta presséo (5-6 bar) N. benthamiana siRNA 22 1uM 200ul / planta Green fluorescent protein (GFP) Sim Sim Uslu et al., 2021
Tpg/ul Green fluorescent protein (GFP) Sim Sim
0.2 pg/pul Magnesium cheletase I (CHL-I) Sim Nao
< . 20-25
Abrasao (lixa) N. benthamiana 0.5 L/l wplanta ) el . .
SIRNA 22 21 .5 ng/p Magnesium cheletase H (CHL-H) Sim Nao Hendrix et al., 2021 a
0.5 pg/pl Genomes uncoupled 4 (GUN4) Sim Nao
Abrasdo (lixa) e . . ~
pressio Amaranthus cruentus 3 mg/ml 8ul/folha Magnesium cheletase H (CHL-H) Sim Nao
Alta pressdo (5-6 bar) N. benthamiana siRNAs 21,22,24 10uM 1000uM/folha Green fluorescent protein (GFP) Sim Sim Dalakouras et al., 2016
~ . 10,20,200 ¢ . - ~
Alta pressao (5-6 bar) N. benthamiana dsRNA 139322 240 ng/ul 200 pl/planta  Green fluorescent protein (GFP) Nao Nao Uslu et al., 2020
Pincel, spray, .
infiltragio, inoculagio,  Arabidopsis thaliana ~ dsRNA 599 35ug/ 100 TNeomyein p}(ﬁls,‘}}}?)tra““erase T gim NA Kiselev et al., 2021
pipetagem
~ As . . 50w
Inoculag@o mecanica Dendrobium hybrid ~ dsSRNA 430 2 pg/ul R2R3-MYB Sim NA Lauetal.. 2015
extrato/botdo ?
Pincel com cerdas Arabidonsis thali 0.1:0.35: 1 Green fluorescent protein (GFP) Sim NA
acias rabidopsis thatiana — gsRNA 720 e 599 el 100ul/planta Neomycinphosphotransferase II ) Dubrovina et al., 2019
g/ul. Sim NA
(NPTII)
g;rj:estruturas de N. benthamiana siRNA 21 100 nM 100ul/folha Green fluorescent protein (GFP) Sim Nao Zhang et al., 2019
Peptideo carreador Arabidopsis thaliana ~ siRNA 21 20pmol 100ul/folha Chalcone synthase (CHS) Sim Nao Numata etl al., 2014
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Tabela 1. Aplicacdo de dsRNA e siRNAs exogenos para silenciamento génico em plantas. (conclusio)

Molécula Silenciamento
Método de aplicacdo Espécie . Tamanho Concentraciao Dose Genes . Referéncia
Tipo Local  Sistémico
(b)
Green fluorescent protein (GFP) Sim Sim
N. benthamiana 12ng/ul Magnesium chelatase H (CHLH) Sim NA
Carbon dots siRNA 22 45ng/cm2 Magnesium chelatase I CHLI) Sim NA Schwartz et al., 2020
Solamfm 2,4, 8 ng/ul-1 Green fluorescent protein (GFP) Sim NA
lycopersicum
Carbon dots N. benthamiana siRNA 22 NA 60ul Green fluorescent protein (GFP) Sim Sim Hendrix et al., 2021 b
Tai2 - pep tideo de Triticale siRNA 21 250 pmol 100 pl/planta Phytoene desaturase (PDS) Sim Nao Pepper et al., 2017
penetragdo celular
Aplicacio em raizes
D_endrimeros y Arabidopsis thaliana  dsRNA 450 ¢ 550 NA Sug Shoot Meristemless(STM) Sim Sim Jiang et al., 2014
Pipetagem nas raizes Werewolf (WER) Sim Sim
Soaking de raizes Arroz e Arabidopsis  {sRNA 554 e 562 1,0 mg/mL 1mL MoblA Sim Sim Lietal., 2014
jovens ou sementes thaliana WRKY?23 Sim Sim
Soaking de raizes Arabidopsis thaliana ~ dsRNA 504 100ng/ul 100ug/placa GUS Sim Sim Mitter et al., 2017

NA: Dado ndo avaliado ou ndo consta no artigo a informagao.
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As plantas podem absorver o dsRNA pela raiz e desencadear o mecanismo de
interferéncia de RNA, este método de encharcamento ¢ denominado de soaking. Em
Arabidopsis thaliana o encharcamento de raizes por cinco dias consecutivos com dsRNA
encapsulado em nanoparticulas fluorescente cationicas, levou a reducdo da expressdo de
genes do desenvolvimento Shoot meristemless (STM) e Werewolf (WER). A redugdo da
expressao do gene STM promoveu a redugdo do tamanho dos meristemas apicais enquanto
que o silenciamento do gene WER levou ao aumento de raizes laterais (JIANG et al., 2014). A
mesma estratégia foi empregada para silenciamento do gene MOBIA, envolvido na
coordenacdo do padrdo de tecidos e crescimento de 6rgdos. Plantas de Arabidopsis tiveram
suas raizes encharcadas com dsRNA e resultou em uma significativa redu¢do do comprimento
e numero de raizes (LI et al., 2015). Em arroz, o encharcamento foi realizado em raizes jovens
com dsRNA para silenciamento do gene Actina, envolvida na formacdo do citoesqueleto,
ocasionando em significativa repressdo do crescimento das raizes (LI et al., 2015). Ainda, o
gene Beta-glucuronidase (GUS) também foi silenciado por soaking em plantas jovens de
Arabidopsis, com aplicagdo de dsRNA encapsulado com HDL ou mesmo sem
encapsulamento (MITTER et al., 2017).

Em folhas, o uso de dsRNAs longos para aplicagdo necessita de novos estudos, ja que
diferentes grupos divergem quanto a capacidade de dsRNAs longos desencadearem
silenciamento génico (DALAKOURAS et al., 2016; DUBROVINA et al., 2019; USLU et al.,
2020). No entanto, a associacdo de estratégias t€ém permitido evidenciar o silenciamento
mesmo com a aplicagdo de dsRNA.

A aplicacdo de extratos bacterianos contendo moléculas de dsRNAs sobre as folhas
da orquidea Dendrobium hybrid silenciou o gene Myeloblastosis R2R3 (R2R3-MYB),
responsavel pela pigmentacao e morfogénese das flores (LAU et al., 2015). De forma similar,
a aplicacdo de dsRNA em folhas de A. thaliana expressando os genes que codificam as
proteinas marcadoras Green Fluorescente Protein (GFP) e Neomycin Phosphotransferase 11
(NPTII) levou ao silenciamento local dos genes (DUBROVINA et al., 2019).

As condigdes fisiologicas foram destacadas como cruciais para levar ao silenciamento
génico via aplicagdo do dsRNA sem protecdo, em folhas de Arabdopsis que expressavam o
gene NPTII. A baixa umidade do solo, estagio fenoldgico da planta, horario de aplicagdo e
método de aplicacdo foram fatores relevantes para o silenciamento génico via aplicagdo topica
de dsRNA (KISELEV et al., 2021). Em Nicotiana benthamiana, o método de aplicagdo e

tamanho da molécula também foram destacados como relevantes na experimentacao, quando
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ndo obtiveram silenciamento utilizando dsRNAs longos aplicados com alta pressao, método
esse definido como eficaz na inducdo do silenciamento génico via RNAI utilizando siRNAs
de 22 pb (USLU et al., 2020).

Uma alternativa para provas de conceitos, s3o o uso de abrasivos como silica ou lixa,
alta pressao e biobalistica que causam ferimentos nas folhas, facilitando a permeacdo da
molécula de dsRNA ou siRNA, podendo levar a um sucesso maior nos resultados de
silenciamento nos genes alvo.

Quando plantas geneticamente modificadas receberam a aplicagdo de moléculas
topicas de siRNAs (21 e 22 pb), o silenciamento de transgenes como o GFP e NPTII foi
efetivo, contudo o silenciamento de genes endogenos ainda parece ser um desafio a ser
ultrapassado. A alta pressdo (5-6 bar) contribuiu nos estudos de aplicacdo de siRNAs de 22 pb
para o silenciamento do gene GFP em N. benthamiana (DALAKOURAS et al., 2016; USLU
et al., 2021). Contudo a reprodu¢do dos dados apresentados Sammons et al., (2014) por meio
da aplicacdo por pulverizagdo ndo apresentou reprodutibilidade (DALAKOURAS et al.,
2016). Pelo método de abrasdo, o uso de siRNAs de 21 e 22 pb associado ao método de
abrasdo com lixa usada por Hendrix et al., (2021a) levou ao silenciamento local e sistémico
do gene GFP, contudo os genes endogenos Magnesium chelatase subunidades I e H (CHL-I e
CHL-H) e o gene Genomes uncoupled (GUN4) apresentaram silenciamento apenas local.

Embora, o uso de abrasivos contribuam para os estudos do silenciamento dos genes,
peptideos de penetracdo ou mesmo nanoparticulas sdo moléculas promissoras e desempenham
um importante papel no processo de aplicagdo foliar, ja que atuam protegendo a molécula de
dsRNA/siRNA e auxiliando na entrega e translocagdo destas moléculas . Além disso, ja tém
sido utilizadas na aplicacdo de outras moléculas de interesse agronomico (BAO; WAN;
BALUSKA, 2017; KARNY et al., 2018).

Em folhas, a infiltracio de siRNAs (21pb) complexado com um peptideo
positivamente carregado e combinado a um copolimero de histidina e lisina levou ao
silenciamento local do gene que codifica a proteina marcadora Yellow Fluorescent (YFP) em
plantas de Arabidopsis transgénicas, e do gene enddgeno CHS em plantas ndo-transgénicas
(NUMATA et al., 2014). O peptideo de penetragdo celular Tat2 encapsulando siRNAs de
21pb levou ao silenciamento do gene PDS em Triticale (PEPPER et al, 2017). As
nanoparticulas do tipo Carbon dots foram eficazes no silenciamento do gene GFP, além de
outros dois genes endogenos, Magnesium chelatase H e Magnesium chelatase I ambos

atuantes na via de biossintese da clorofila (HENDRIX et al., 2021b; SCHWARTZ et al.,
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2020). Nanoestruturas de DNA também se mostraram eficazes no silenciamento do gene GFP
em N. benthaminana (ZHANG et al., 2019).

Hé uma escassez de dados para silenciamento de genes alvos enddgenos via aplicagao
topica de dsRNA. No entanto, em plantas transgénicas que recebem o tratamento topico de
dsRNA, o silenciamento local e sistémico do transgene ¢ reprodutivel. As principais
informacdes a respeito deste fator, estio contidas em patentes, como os destacados pela
empresa Bayer. Ela indica que nem todos os genes endogenos sdao suscetiveis ao
silenciamento génico induzido por RNAI aplicado topicamente (BENNETT et al., 2020), ¢ a
reducdo de mRNAs foi observada em apenas 40% dos genes alvos testados. Além disso,
apontam que em genes intrinsecos altamente expressos, o silenciamento pode ser mais factivel
(BENNETT et al., 2020). Entre as hipoteses para a dificuldade do silenciamento de genes
intrinsecos da espécie ¢ a presenca de introns, o que geralmente ndo ocorre em plantas onde
foi obtido o transgene (CHRISTIE; CROFT; CARROLL, 2011; DALAKOURAS et al.,
2020). Genes portadores de menor nimero de introns seriam mais suscetiveis a atuacdo de
RdRP6, enzima que da inicio a producao de siRNAs secundarios e consequentemente a
transitividade e ao silenciamento sistémico (CHRISTIE; CROFT; CARROLL, 2011;
SANAN-MISHRA et al., 2021). A estrutura secundaria do mRNA ou sua interagdo com
proteinas, também podem ser fatores que afetam o silenciamento génico mediado por RNAI,
nesses casos limitando a acessibilidade do complexo RISC ao mRNA (BENNETT et al.,
2020; LIU; WANG; AXTELL, 2014).

Nesse contexto, mesmo com tantos desafios relacionado ao uso desta tecnologia em
plantas, o desenvolvimento de pesquisas envolvendo o mecanismo de RNAI, se faz necessario
e vantajoso para o desenvolvimento de novos produtos para protecdao de cultivos, sobretudo,
no controle de plantas daninhas. Contudo, para que essa tecnologia se torne amplamente
utilizada e comercializada, algumas barreiras ainda precisam sanadas, fazendo com que as

estratégias de aplicacdo possam ser utilizadas para diferentes espécies e avaliadas em campo.

3.4 USO DA TECNOLOGIA DE RNAI EM PLANTAS NA AGRICULTURA

3.4.1 Absorcao e Translocagdao de dsRNAs e siRNAs

A entrega do dsRNA ou de siRNAs via aplicagdo topica em folhas ¢ um dos maiores

desafios para a aplicagdo da tecnologia em larga escala. A penetragdo das moléculas € pré-
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requisito para a eficiéncia da técnica e tal como na aplicacdo de herbicidas convencionais,
depende de varios fatores, entre eles: caracteristicas da superficie das folhas das plantas como
cuticula, estdmatos e hidatddios; propriedades fisico quimicas do ingrediente ativo, peso
molecular, lipofilicidade, tipo e concentracdo do ativo, além de condi¢des ambientais
(WANG; LIU, 2007).

A cuticula, ou membrana cuticular, ¢ a primeira € mais importante barreira a ser
vencida antes que qualquer produto possa ser absorvido pelo citoplasma e integrado ao
metabolismo da planta (ALEXANDER; HUNSCHE, 2016). A funcao bioldgica da cuticula ¢
proteger a planta contra ataques de patégenos, multiplos estresses bidticos e abidticos, como
desidratacdo, excesso de radiagio UV, ataques de patogenos ou insetos. E composta por
elementos lipofilicos, apolares, como ceras e cutina e também por componentes hidrofilicos,
polares como polissacarideos, secretados pelas células epidérmicas, com espessura de 100 a
250 nm (FERNANDEZ et al., 2017; WANG; LIU, 2007). A heterogeneidade estrutural e
quimica da cuticula resulta em grandes diferengas nos fendmenos de contato e nos processos
de transporte, podendo a permeabilidade da cuticula variar conforme a espécie e o estigio
fenologico (FERNANDEZ et al., 2017). Embora estas barreiras estruturais fagam a protegio
fisica da planta, compostos lipofilicos e hidrofilicos tém capacidade de permear através da
cuticula por meio de diferentes vias: como a via polar ou ‘poros aquosos’ € a via apolar ou
‘matriz de cutina e cera’, tais poros possuem um limite de exclusdo de 4 a 5 nm (WANG;
LIU, 2007).

Outra barreira fisica para a permeacao dos dsSRNAs e/ou siRNAs para o nucleo celular
¢ a parede celular. A célula vegetal ¢ envolvida pela parede celular composta por diversos
polissacarideos. A parede celular ndo tem apenas a fun¢cdo de manter a estrutura da célula,
mas também atua como uma barreira contra injurias e patégenos, prevenindo que diferentes
tipos de particulas entrem na célula (BAO; WAN; BALUSKA, 2017). Embora, possua poros,
seu diametro ¢ dependente de fatores ambientais, espécie de planta e tipo celular.
Macromoléculas como proteinas globulares e polissacarideos conseguem ultrapassar a
barreira da parede celular (BENNETT et al., 2020). Adjacente a parede celular, a membrana
plasmatica ¢ mais um fator determinante para a permeacdo da molécula. A membrana
plasmatica foi retratada com um limite de exclusdo de RNAs de aproximadamente 32 a 55,5
kDa em células vegetais de BY-2. Além disso, foram necessarios agentes de transfec¢do para

que as células pudessem absorver o RNA exdgeno. Neste caso foi utilizado fIg22, um
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fragmento de flagelina de 22 aminoacidos, reconhecido por estimular a endocitose induzida
por ligantes em plantas (BENNETT et al., 2020).

Os mecanismos de captagdo de dsRNA exdgeno em plantas ainda requer uma
investigacdo mais detalhada. Entre os mecanismos ja reconhecidos na interagdo planta-
patdgeno, que poderiam ser estendidos para essa comunica¢do, destacam-se como possiveis
vias de entrada de dsRNAs: a) canais transportadores ligados & membrana; b) internalizagdo
mediada por vesiculas (BHAT; RYU, 2016).

A membrana plasmatica possui diversos canais compostos por proteinas
transmembrana que podem se ligar e transportar fragmentos de DNA e RNA exdgenos para o
citoplasma das células vegetais (BHAT; RYU, 2016). Em insetos ¢ mais claro o mecanismo
de captagdo das moléculas de dsRNA. A proteina systemic RNA inferference-defective-1
(SID-1) e a endocitose sdo os principais meios transportadores, contudo em plantas esses
mecanismos ainda ndo sao bem esclarecidos (ADEYINKA et al., 2020).

A presenca de nucleases na superficie das folhas também pode ser um fator impeditivo
na absor¢ao das moléculas de dsRNAs. As nucleases podem também atuar como uma barreira
impedindo a absor¢do de RNAs integros. Responsdveis por degradar o dsRNA exdgeno as
nucleases embora sejam amplamente estudadas em insetos, em plantas sabe-se pouco a
respeito de sua interferéncia na degradacao de dsRNAs/siRNAs em folhas. Apds a aplicacao
de siRNAs na superficie foliar de N. benthamiana ndo foram mais detectados siRNAs
integros apos 6h de aplicagdo, enquanto que, ao aplicar siRNAs em folhas tratadas com um
inibidor de nucleases foram encontrados, demonstrando que as nucleases t€ém um papel
importante na degradagdo de siRNAs aplicados sobre as folhas (BENNETT et al., 2020).

Entre as portas de entrada apropriadas para a absor¢ao de moléculas de dsRNA estdo
os estdmatos e os hidatddios. Os estomatos sdo umas das vias de possivel entrada de produtos
de aplicagdo foliar, a via estomatica ¢ altamente capacitiva devido ao seu grande limite de
exclusao de tamanho acima de 10 nm. A entrada de ingredientes ativos por estdmatos ocorre
com o uso de surfactantes, que quebram a tensdo superficial da 4gua (WANG; LIU, 2007).

Os hidatodios sdo outra via possivel de absor¢do de substancias. Hidatoédios sdo
responsaveis pela gutacdo, processo fisiologico onde fluidos sdo liberados ativamente nas
partes aéreas das plantas (folhas, sépalas, pétalas) (SINGH, 2013). Diretamente conectados
com o sistema vascular da planta, sdo locais bastante propicios para infecgdes por bactérias e
fungos, mas também possivel local de translocacdo de produtos de aplicacdo foliar para a

sistema vascular das plantas (JAUNEAU et al., 2020)
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As propriedades do ingrediente ativo também podem interferir na aplicacdao foliar.
Quando se trata de agroquimicos e outros produtos de aplicacao foliar a penetragao ocorre por
difusdo, o gradiente de concentragao do produto atua como uma forca e direciona a entrada.
Caracteristicas moleculares e propriedades lipofilicas sdo cruciais na absor¢do de moléculas
pelas folhas (WANG:; LIU, 2007).

No caso da aplicagdo de RNAs exdgenos o tamanho da molécula também ¢&
importante, ja que dsRNAs longos sao de tamanho superior aos siRNAs (21 - 24 pb). Nos
trabalhos publicados até o momento a aplicagdao foliar de dsRNA longo, acima de 100 pb
levou ao silenciamento génico sistémico quando aplicado em folhas apenas de transgenes, ja a
aplicagdo em raizes proporcionou o silenciamento local e sistémico (JIANG et al., 2014; LI et
al., 2015; MITTER et al., 2017). As moléculas de siRNAs de 21 e 22 pb levaram ao
silenciamento local e sistémico em aplicagdo foliar (HENDRIX et al., 2021a; SCHWARTZ et
al., 2020; USLU et al., 2021). Evidenciando que o tamanho da molécula de dsRNA aplicado
tém influéncia na absor¢do e translocagdo em plantas. Segundo os dados ja publicados
siRNAs de 22 pb apresentam altas taxas de silenciamento local e sistémico de genes
endogenos, isso devido a esse tamanho de siRNA desencadear a produgdo de siRNAs
secundarios que podem aumentar o silenciamento do gene alvo (CHEN et al., 2010;
DALAKOURAS et al., 2016; HENDRIX et al., 2021a; WU et al., 2020).

As condigdes ambientais, na aplicagdo de produtos foliares, sdo também um fator
decisivo na absorcdo e translocacdo. A umidade do ar propicia uma maior absor¢do de ions
pela cuticula (WANG; LIU, 2007). A umidade relativa do ar acima de 70% em alguns estudos
demonstrou aumentar a penetragdao de glifosato e CaCl,. Sugere-se que a umidade aumenta a
capacidade de penetragdo pelo aumento do tamanho ou nimero de poros polares
(FERNANDEZ; EICHERT, 2009).

O processo de absor¢do foliar ¢ complexo ja que envolve diversos fatores descritos
acima (WANG; LIU, 2007), este pode ser um dos fatores que implicam em diferengas de

reprodutibilidade nos resultados de aplicagdo de RNAs de uso topico em plantas.

3.4.2 Sistemas Estabilizantes e Carreadores de dsRNAs

O desenvolvimento de formulagdes que auxiliem na entrada de dsRNAs ou siRNAs
em plantas ¢ um ponto importante no avanco da tecnologia. Além disso, a estabilidade da

molécula no ambiente pode garantir uma permanéncia por tempo suficiente para melhorar a
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absor¢ao (YAN; REN; SHEN, 2021). Para ultrapassar as barreiras impostas pela superficie
foliar impedindo a passagem de siRNAs ou dsRNAs diversos métodos foram utilizados, como
abrasdo com particulas de silica ou lixa, alta pressdo, alagamento abaxial de estomatos,
nanoparticulas ou adjuvantes (DALAKOURAS et al.,, 2016; DUBROVINA et al., 2019;
HENDRIX et al., 2021b, 2021a; LAKSHMANAN et al., 2015).

Embora os métodos de alta pressao e abrasao sejam eficientes, sio métodos muito
distantes daqueles empregados pela tecnologia de aplicacdo no campo. Os adjuvantes e
surfactantes agricolas e as nanoparticulas ou a associagdo destes produtos, sdo as alternativas
mais promissoras na entrega eficiente e protecao das moléculas de dSRNA e siRNAs.

Os adjuvantes sdo substincias adicionadas nas formulagdes de herbicidas ou
adicionados no preparo da calda para aumentar a eficiéncia do produto e/ou modificar
determinadas propriedades da solugcdo como pH, visando facilitar a aplicacdo ou minimizar
possiveis problemas (AZEVEDO L; CASTELANI P, 2013). Os adjuvantes aceleram e
promovem o processo de penetragdo foliar, aumentam o tempo de molhamento das folhas,
retencdo, penetragdo e, as vezes, umectacao. Ja s3o comumente incluidos em formulagdes de
spray e sdo fundamentais para melhorar a entrega de moléculas de dsRNA. Ja os surfactantes
podem atuar aumentando a area de contato, dissolvendo ou rompendo as barreiras cuticulares,
solubilizando as moléculas, retendo a umidade na folha, e promovendo a infiltragdo
estomatica (FERNANDEZ; EICHERT, 2009). Os surfactantes também podem afetar a
difusdo transcuticular de substancias via solubilizacdo ou hidratagdo cuticular e que afetam a
permeabilidade da membrana plasmatica (FERNANDEZ; EICHERT, 2009).

O campo da nanotecnologia cresceu muito nas ultimas décadas e propiciou o que
chamamos de tecnologias de bancada para tecnologia aplicada. As particulas nanométricas,
surgiram como ferramentas promissoras para entrega de medicamentos, diagnosticos,
cosméticos e varias outras dareas biologicas e ndo biologicas (NAJAHI-MISSAOUI;
ARNOLD; CUMMINGS, 2021). Na agricultura, a pesquisa estd mais focada no
desenvolvimento nano-agroquimicos, tanto nanopesticidas como nanofertilizantes visando
uma liberacdo de maior controle e entrega seletiva (KHANNA et al., 2021). Além disso, a
aplicacdo em nanoescala permite integrar transportadores e compostos € consequentemente,
reduzir o volume de calda sem prejudicar a produtividade contribuir para aumentar a
producdo sustentdvel de alimentos (PARISI; VIGANI; RODRIGUEZ-CEREZO, 2015;
RAJPUT et al., 2020).
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O nanoencapsulamento de moléculas de dsRNA em nanoestrututuras de DNA,
peptideos transportadores, carbon dots e HDLs podem melhorar a absorcao via foliar e ainda
proteger as moléculas contra as condi¢des adversas do ambiente (BAO; WAN; BALUSKA,
2017; MITTER et al., 2017; PEPPER et al., 2017; SCHWARTZ et al., 2020; ZHANG et al.,
2019). Além de melhorar a absor¢do de dsRNAs ou siRNAs o encapsulamento dessas
moléculas protege da acdo de fatores ambientais como radiacdo UV, temperatura, agao de
enzimas microbianas, entre outros, influenciam na disponibilizagdo do dsRNA para as c€lulas
(DUBELMAN et al., 2014; LI et al., 2015; TENLLADO et al., 2003).

Peptideos transportadores sdo outra opc¢do para o direcionamento das moléculas. O
encapsulamento de moléculas com peptideo transportador carregado positivamente
combinado a um copolimero de histidina e lisina também aumentaram a eficiéncia na entrega
(LAKSHMANAN et al., 2015; NUMATA et al., 2014). Ainda, infiltragdo de dsRNA sintético
com um peptideo transportador aumentou a eficiéncia de entrega levando a um rapido
silenciamento pos transcricional (menos de 12h) (NUMATA et al., 2014).

Peptideos de penetragdo celular sdo uma classe de pequenos peptideos que conseguem
penetrar e translocar as membranas celulares alcangando o citosol das células. Diversos
peptideos ja foram identificados com a habilidade de penetragdo celular, variando as
sequéncias de aminoacidos, tamanhos e polaridade (TAIL; GAO, 2017). Os CPPs adentram as
células por diversas vias, como perfuragdo da membrana celular ou mesmo por captagdo
endocitica.

Os HDLs ou BioClay™, sdo nanoparticulas de tamanho ajustdvel que tem sido
apontadas como eficientes na entrega de biomoléculas em células vegetais. As nanoparticulas
de HDL promovem protecdo da atividade do RNA e penetragdo através da parede celular
vegetal com danos minimos (BAO; WAN; BALUSKA, 2017; MITTER et al., 2017).
Moléculas de dsRNA encapsuladas com LDH conferiram ao tabaco imunidade contra os virus
Pepper Mild Mottle Virus (PMMoV) e Cucumber Mosaic Virus (CMV) por 20 dias, enquanto
que o dsRNA aplicado sem encapsulamento proporcionou imunidade de apenas 5 dias
(MITTER et al., 2017).

O uso de carbon dots, uma alternativa “verde”, ao uso de quantum dots, que utilizam
metais em sua estrutura, foi utilizado para carrear siRNAs (SCHWARTZ et al., 2020). Uma
das vantagens da utilizagdo de carbon dots ¢ o seu tamanho, da ordem de 5 nm apos o
encapsulamento com siRNAs, além de ser utilizado com sucesso na entrega de siRNAs em

células animais (WANG et al., 2013).
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Embora as nanocapsulas sejam promissoras, considerando a alta demanda de aplicagao
destas moléculas nos diversos produtos, a aplicagdo de nanoestruturas no campo pode
representar potenciais riscos agroambientais. Portanto, se faz necessario compreender as
respostas das plantas as nanoparticulas, mas também, adotar monitoramento ambiental para
compreensdo e desenvolvimento de estratégias sustentdveis e inovadoras de gestdo de risco
para utilizd-lo de forma racionalizada e integrada (KHANNA et al., 2021; RAJPUT et al.,
2020).

3.4.3 Produgdo de dsRNA ou siRNAs para Aplicacdo em Larga Escala

O interesse comercial de grandes empresas pelo desenvolvimento de produtos
baseados em RNAIi estimulou o desenvolvimento de ferramentas biotecnoldgicas para criar
tecnologias de producdo de dsRNA para utilizagdo na agricultura. Estima-se que nas
aplicagdes em campo serdo necessarias doses de 2 a 10g de dsRNAs por hectare a depender
do organismo alvo, método de aplicagcdo, protecio com nanoparticulas, sensibilidade do
organismo, entre outros fatores (DAS; SHERIF, 2020; ZOTTI et al., 2018). Para atender essa
demanda no desenvolvimento de novos produtos o fornecimento de dsRNAs em quantidade,
qualidade e baixo custo ¢ fundamental.

A producdo de dsRNAs pode ser realizada in vitro ou in vivo, ambos métodos
utilizam em seus sistemas a T7 RNA polimerase para a transcri¢ao das sequéncias destinadas
a producdao de dsRNA (VOLOUDAKIS et al., 2015). A producdo in vitro ¢ realizada
utilizando kits comerciais, contudo tais sistemas sdo caros € t€m um baixo rendimento (DAS;
SHERIF, 2020). A producdo in vitro ¢ mais recomendada para testes de conceito ou testes
pequenos no estdgio inicial de pesquisa. Para testes em campo e fabricagdo de produtos
baseados em RNAIi outros métodos de producao de dsRNA, como a produgdo in vivo, via
fermentagao liquida, atendem melhor a esses objetivos.

A produgdo in vivo tem menor custo e capacidade de escalonamento para producao de
toneladas de dsRNAs, nesse caso sdo utilizadas bactérias (Escherichia coli, Pseudomonas
syringae ou Corynebacterium glutamicum) ou levedura (Saccharomyces cerevisiae) entre
outros microorganismos para atuarem na producdo dos dsRNAs (DAS; SHERIF, 2020;
GUAN et al., 2021; VOLOUDAKIS et al., 2015). Ainda, ¢ necessario a constru¢do de um
vetor de expressdao que possibilite a inser¢do da regido desejada para a produgdo, como o

vetor L4440 (PAPIC et al., 2018), além do uso de indutor de expressio, como IPTG,
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amplamente relatado na literatura (AHN et al., 2019; VOLOUDAKIS et al., 2015). O
processo de producdo de dsRNAs poder ser melhorado levando a alta produtividade e
aplicagdo na industria.

O papel de empresas no desenvolvimento de tecnologias para a produgdo em larga
escala ¢ fundamental. Atualmente, figuram no cenario internacional algumas empresas que
fornecem dsRNAs para estudos de laboratorio, mas também com potencial para aplicacdo em
campo. Na escala de producdo em baixas quantidades, a empresa RNAGreenTech possui uma
plataforma de transcricdo in vitro que permite a producdo de dsRNAs em pequenas

quantidades (https://rnagreentech.com/). A empresa Nano Sur

(http://www.nanosur.com/mdsrna/) t€ém capacidade de produgdo de dsRNAs quimicamente
modificados para impedir a degradacdo apds a aplicacdo. Na producao escalonavel, a empresa
RNAgri desenvolveu um método de produgdo de dsRNA via fermentacao liquida com baixo
custo, bem como a empresa Genolution (AgroRNA). A Green Light Bioscienses desenvolveu
um método bastante eficiente na producdo de dsRNAs livre de células (MAXWELL et al.,
2018).

M¢étodos econdmicos para a produgdo em massa de dsRNA além da ampla
concorréncia no mercado futuramente contribuirdo para uma redugdo de custos (ZOTTI et al.,
2018). E possivel verificar uma queda dos custos de produgdo ao longos dos anos tanto que
em 2008 o custo aproximado para a producdo de 1 grama de dsRNA era de US$12.000
Atualmente, com a otimizacdo de processos € desenvolvimento de novas plataformas os
custos foram reduzidos expressivamente, atualmente a empresa RNAgri que tém a capacidade
de produzir dsRNAs a US$1/g utilizando fermentagdo liquida, ja a empresa Greenlight
Biosciences, utilizando um método livre de células reduziu ainda mais os custos chegando a
US$0.5/g (MAXWELL et al., 2018; TANING et al., 2020).

A reducdo dos custos de produ¢do de dsRNA e de produg¢do de nanocépsulas de
protecdo possibilita que produtos baseados em RNAi possam ser desenvolvidos para o
controle de insetos, nematoides, virus e plantas daninhas e assim revolucionar o mercado de

defensivos ecologicamente sustentaveis.
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3.4.4. Riscos e Desafios de Produtos Baseados em RNAI

3.4.4.1 Saude humana

Uma das preocupacdes no desenvolvimento de herbicidas baseados em RNAI sdao os
riscos que tais moléculas oferecem a humanos. Entre os possiveis alvos de contaminagao por
dsRNAs estao os consumidores e trabalhadores agricolas. A populagdo mais exposta a esses
produtos sdo os consumidores devido ao risco de ingestdo de produtos com residuos de
moléculas de dsRNAs (SCHUTTER et al., 2022). Embora seja algo novo a aplicacdo de
dsRNAs exdgenos para controle de pragas, diariamente humanos consomem essas moléculas
em diversos produtos derivados de plantas, animais, insetos e fungos (SCHUTTER et al.,
2022). Apesar disso, os dsSRNAs utilizados nos produtos baseados em RNAi1 devem passar por
um ampla abordagem de retirada de sequéncias que possam ter alvos em humanos, mas por
mais que as sequéncias escolhidas sejam altamente complementares as sequéncias de mRNAs
humanos, a absor¢do pela via digestiva ¢ muito baixa (RODRIGUES; PETRICK, 2020). O
aparato digestorio humano dispde de diversas barreiras que impedem a absorcdo dessas
moléculas, como nucleases e barreiras celulares que impedem a entrada livre dessas
moléculas (CHEN et al., 2018; RODRIGUES; PETRICK, 2020).

Os trabalhadores agricolas também podem ser afetados tanto pelas vias dérmica
quanto por inalacdo. A absor¢do dérmica de dsRNAs parece ser limitada, j4 que muitas
barreiras sdo impostas nesse tipo de exposi¢do. Mesmo em medicamentos as vias oral e
intravenosa sdao mais utilizadas devido a dificuldades de absor¢do pela pele (CHEN et al.,
2018). Com relagao a exposi¢do de 6rgdos do sistema respiratorio via inalacdo de dsRNAs, a
anatomia complexa das vias aéreas e mecanismos de depuracdo pulmonar representam
desafios para a absor¢do de dsRNAs pelas vias aéreas (THANKI et al., 2018). Nos casos
abordados o uso de equipamentos de prote¢do individual continuardo sendo importantes para
protecdo dos aplicadores e outras pessoas que necessitem ter contato direto com essas
formulacoes.

Apesar dos poucos efeitos relatados em humanos sabe-se que a entrada de dsSRNAs em
animais pode desencadear uma resposta imune independente de sequéncia (FLETCHER et al.,
2020). Especula-se que a resposta imune independente da sequéncia de dsRNA poderia se

parecer com sintomas gripais leves (MENDELSOHN et al., 2020).
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A formulagdo desses produtos pode aumentar os riscos desses dsRNAs aplicados via
topica. A utilizagdo de nanoparticulas que podem proteger tais moléculas da degradacao e
ainda melhorar a absor¢do, podem contribuir para a absor¢ao via dérmica, inalacdo ou mesmo
ingestdo desses produtos, apesar disso cada formulacdo deverd ser analisada caso a caso

(SCHUTTER et al., 2022) a fim de investigar os casos que gerem riscos a saide humana.

3.4.4.1 Efeitos fora do alvo

A aplicagdo de dsRNA topico podera afetar diversos organismos, como as plantas do
cultivo (soja, milho, algodao, etc), abelhas polinizadoras, além de outras espécies de daninhas.
Por esse motivo, analises de bioinformatica para o desenho dessas moléculas ¢ fundamental
para prever e evitar efeitos fora do alvo, além do desenho do dsRNA ser direcionado para a
melhor posicdo do gene. Contudo, um dos grandes problemas dessa abordagem ¢é o baixo
nimero de organismos sequénciados, onde ndo seria possivel prever in silico todos os
possiveis efeitos em nao alvo. A bioinformatica ¢ capaz de indicar quais sequéncias poderiam
atuar em diversos organismos ndo alvos, contudo a comunidade cientifica acredita que a
bioinformatica tem um valor limitado na prevencdo de efeitos fora do alvo devido a
variabilidade da exposi¢do de organismos, barreiras a exposicdo sistémica e diferencas na
maquinaria entre organismos, desse modo ela ndo deve ser usada como a Unica ferramenta
para prever efeitos em organismos nao alvo (MENDELSOHN et al., 2020).

Outra abordagem, além da bioinformatica, sdo os testes utilizando diversos
organismos tanto animais quanto plantas. Para verificar os efeitos ndo alvo ainda devem
estabelecidos protocolos de sensibilidade a dsSRNA por espécies indicadoras. Ainda ¢ indicado
de organismos tanto insetos, microorganismos entre outras espécies com fungdes biologicas
benéficas tenham amostras testadas quanto a exposicdo por dsSRNAs (ROMEIS; WIDMER,
2020).

A exposicao de organismos nao depende apenas do alvo, mas também do método de
aplicacdo, nuimero de aplicagdes, estabilidade e persisténcia do dsRNA no ambiente
(SCHUTTER et al., 2022). A estabilidade das moléculas de dsRNA ndo encapsulado no
ambiente ¢ baixa, fatores como radiacdo UV, temperatura, nucleases podem degradar
rapidamente essas moléculas. Entretanto, dsSRNAs encapsulados com nanoparticulas podem
ser mais estaveis no ambiente além de ter sua absorcao melhorada, fatores esses que podem

influenciar nos efeitos em organismos nao alvo.
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3.5 GENE PHYTOENE DESATURASE (PDS)

O gene Phytoene desaturase (PDS) codifica uma das enzimas mais importantes da via
de biossintese de carotenoides (QIN et al., 2007). Os carotenoides atuam como pigmentos
acessorios na fotossintese e formam unidades estruturais basicas das antenas fotossintéticas.
Atuam como agentes de fotoprotecdo, extinguindo o oxigénio singlete que pode danificar a
clorofila. E ainda sdo precurssores de vitamin A e acido abscisico (ABA) (QIN et al., 2007).

A via biossintética dos carotenoides inicia no citoplasma (Figura 2), onde o
Geranilgeranil pirofosfato (GGPP) ¢ enviado para trés possiveis rotas: 1) formagdo de [-
caroteno, que eventualmente leva a sintese de ABA; 2) formagdo de giberelinas (GAs); e 3)
formacao da clorofila.

A dessaturagdo do fitoeno ¢ o passo mais importante da biossintese do caroteno. A
inibi¢do da phytoene desaturase (PDS) resulta no acimulo de fitoeno e paralisacdo da rota de
producdo de carotenoides. A producdo insuficiente de carotenoides para garantir a
fotoprotecao da clorofila leva a um branqueamento do organismo. Este ¢ o mecanismo de
acdo de alguns herbicidas comerciais como o Norflurazon, Fluridone e Diflufenican
(BREITENBACH; ZHU; SANDMANN, 2001).

A facilidade em detectar sintomas faz do gene PDS um alvo amplamente utilizado em
testes de conceito de varios estudos de silenciamento génico via RNAi, VIGS ou CRISPR

(CONG et al., 2010; MAHER et al., 2020; QIN et al., 2007).
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4. PRODUCAO DE dsRNA EM BACTERIA E. coli HT115 (DE3)

Resumo: RNA interferente (RNAi) ¢ um mecanismo de defesa contra ataques virais presente
em eucariotos. Desencadeado por fitas duplas de RNA (dsRNA), que mediam o mecanismo,
pode ser utilizado para o controle de patdgenos, pragas ou plantas daninhas. O objetivo desse
trabalho foi otimizar condigdes para producdo de dsRNAs de boa qualidade e pureza. Foram
testados dois vetores: L4440 e New-vector. O vetor New-vector foi eficiente na producdo de
dsRNAs. Por apresentar dois terminadores T7 nao houve a formagdo de bandas acima do
tamanho esperado. Ja o vetor L4440, onde a T7 polimerase segue a transcricdo na regido a
jusante da formagao do dsRNA alvo, ocorre a formagao de diversas bandas nao especificas. O
rendimento de dsRNAs foi maior utilizando Trizol na extragdo (3,9 pug/mL). Contudo, na
extracdo etanodlica apesar do menor rendimento (2,5 pg/mL), os dsRNAs extraidos
apresentaram melhor qualidade. O indutor alternativo aliado ao sistema HT115/L4440
produziu 5,6pg/mL, 42% a mais do que com a indugdo por IPTG (3,9 pg/mL). Apesar disso, a
quantificagdo dos dsRNAs pode estar superestimada devido ao método de quantificagdo,
espectrofotometria, que faz a leitura de outras moléculas além do dsRNA de tamanho
esperado. Desse modo, considerando a qualidade dos dsRNAs gerados as condi¢gdes mais
adequadas sdo o sistema HT115/New-vector sob indugdo do indutor alternativo, seguido da
primeira extracdo por etanol. As otimizacOes realizadas nesse trabalho contribuirdo para a
producao de dsRNAs de boa qualidade, contudo outras estratégias na extragdo dos dsRNAs

podem aumentar o rendimento.

Palavras-chave: RNA interferente; fita dupla de RNA; IPTG; extracdo de dsSRNA

4.1. INTRODUCAO

RNAIi ¢ um sistema de defesa presente em células eucariontes descoberto por Fire e
colaboradores (1998). Esse mecanismo ¢ desencadeado pela entrada de moléculas de dSRNA
no citoplasma da célula. Uma vez dentro do citoplasma das células os dsRNAs sdo clivados
por uma Ribonuclease III ou Dicer, em pequenos siRNAs de 21 a 24 pb. Esses siRNAs sdo
incorporados a um complexo enzimatico, RNA induced silencing complexes (RISC), que
utiliza uma das fitas do siRNA como guia para clivar os mRNAs complementares

degradando-os (BAULCOMBE, 2004; DALAKOURAS et al., 2019).
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Na agricultura, o uso de dsRNAs pode ser empregado no controle de insetos,
nematoides, virus e plantas daninhas. Contudo, um dos gargalos no desenvolvimento de
pesticidas baseados em RNAI ¢ a produgdo com qualidade dessas moléculas. A produgao da
molécula do dsRNA pode ser realizada utilizando transcri¢do in vitro por meio de Kkits
comerciais ou in vivo utilizando bactérias ou leveduras em fermentagdes liquidas (DAS;
SHERIF, 2020; VOLOUDAKIS et al., 2015). A producdo de dsRNA utilizando Kkits
comerciais tem custo elevado e baixo rendimento enquanto que a producao in vivo permite
uma producdo em larga escala e de baixo custo.

Diversos sistemas podem ser utilizados para a producdo in vivo de dsRNAs como
Saccharomyces cerevisiae, , Corynebacterium glutamicum, E. coli entre outros (AHN et al.,
2019; GUAN et al., 2021; HASHIRO et al., 2021). A cepa de E. coli HT115 (DE3) possui
uma ribonuclease III suprimida, permitindo que haja o acimulo de moléculas de dsRNA no
citoplasma da célula (LISA TIMMONS; ANDREW FIRE, 1998). J4 o plasmideo de
expressao L4440, primeiramente utilizado para experimentos com Caenorhabditis elegans,
aliado a HT115 se tornou um dos sistemas de expressao mais utilizados para a produgao de
dsRNAs em laboratério (HASHIRO; YASUEDA, 2022; TIMMONS; COURT; FIRE, 2001).

No processo de producao de dsRNA a indugdo da expressao pela adigao de indutor ¢
fundamental para a producdo das moléculas de dsRNA. A cepa de E. coli HT115 (DE3)
possui o gene da T7 RNA polimerase sob o controle do promotor lacUVS5 induzivel
(VOLOUDAKIS et al., 2015). A transcricdo do promotor lac ¢ regulado pelo repressor lac
(DONOVAN; ROBINSON; GLICK, 1996). Na auséncia de indutor, IPTG por exemplo, o
repressor permanece ligado a regido operadora e inibe a ligacdo da RNA polimerase a regiao
do promotor lacUVS5, de modo que a transcricdo da T7 RNA polimerase ndo ocorre. Contudo,
quando o indutor entra na cé¢lula este se liga a proteina repressora, que sofre uma mudanga
conformacional e tém sua afinidade pelo operador reduzida, desse modo a expressao da T7
RNA polimerase ¢ induzida. A T7 RNA polimerase entdo se liga ao promotor T7, presente no
vetor de expressdao, € passa a transcrever as sequéncias a jusante, em RNA. O resultado sdo
duas fitas de RNA complementares sintetizadas, que por sua vez formam o dsRNA alvo
(GUAN et al., 2021; VOLOUDAKIS et al., 2015).

Uma das grandes vantagens de utilizar o IPTG na inducdo de promotores Lac ¢ devido
a este nao ser metabolizado pela célula, além disso se difundir pela membrana plasmatica
independentemente de permeases. Isso garante que o nivel de indugdo seja constante apds a

adicdo de IPTG ao meio de crescimento (DONOVAN; ROBINSON; GLICK, 1996).
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Contudo, a presenca de IPTG no meio pode levar a um estresse metabdlico, além de ser um
reagente toxico e caro, ¢ outros indutores que sejam também eficientes, de menor custo e
atoxicos sdo necessarios para melhorar o processo (DELGADO-MARTIN; VELASCO,
2021).

No processo de producdo de dsRNA em bactérias o dsSRNA produzido ¢ mantido
dentro da célula bacteriana, assim sdao necessarios processos de extragdo para obter essas
moléculas puras. Os processos de extracdo de dsSRNAs envolvem diversas etapas, a primeira
delas ¢ a lise, para liberacdo do conteudo citoplasmatico. A lise das células pode ser realizada
por ultra-som, enzimas, alta temperatura, além de detergentes, tais abordagens podem ser
utilizadas sozinhas ou em conjunto para aumentar a lise bacteriana (AHN et al., 2019;
ONGVARRASOPONE; ROSHORM; PANYIM, 2007; POSIRI; ONGVARRASOPONE;
PANYIM, 2013). Apos a lise, os acidos nucleicos presentes no citosol sdo liberados, gerando
um extrato cru. Entdo, podem ser utilizados métodos apropriados para a extragdo de RNAs,
como Trizol (ONGVARRASOPONE; ROSHORM; PANYIM, 2007),
Fenol:Cloroféormio:Isoamilico (25:24:1) (AHN et al., 2019) ou etandlica (GARCIA et al.,
2015; POSIRI; ONGVARRASOPONE; PANYIM, 2013), podem ser utilizados a fim de obter
dsRNAs com alto grau de pureza.

Pureza, qualidade e quantidade de dsRNA sdo fatores que podem impactar
futuramente no desenvolvimento de produtos baseados em RNAIi, por esse motivo, nesse
trabalho o objetivo principal foi avaliar protocolos de extragdo que garantam pureza e
qualidade, além de testar um novo indutor de baixo custo responsavel pelo aumento da

produtividade.
4.2 MATERIAL E METODOS
4.2.1 Clonagem das Sequéncias PDS

Os testes de producdo de dsRNA foram realizados utilizando dois vetores: L4440 e
New-Vector. O vetor de expressdo L4440 (plasmideo #1654, Addgene, Watertown, MA,
USA) contém dois promotores T7 em orientagdes invertidas flanqueando uma regido de

Multiplos Sitios de Clonagem (MSC) (LISA TIMMONS; ANDREW FIRE, 1998). Além

dele, um novo vetor, denominado New-vector, onde foi inserido dois promotores T7
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flanqueando a regido MSC e ainda acrescentado dois terminadores T7 apos cada um dos
promotores T7, a sintese foi realizada pela empresa Epoch Life Science.

Um fragmento especifico de dsRNA de 309 pb do gene PDS de capim-amargoso foi
escolhido para ser clonado nos vetores (ver item 5.2.3). Para realizar as ligagdes nos vetores
foram desenhados primers (Tabela 1). Aos primers destinados a amplificagdo das sequéncias
PDS e clonagem no vetor L4440 foram adicionadas as sequéncias de reconhecimento pelas
enzimas BgL II e Xhol, e para o vetor New-vector as sequéncias para reconhecimento pelas
enzimas Age I e Sal I. Foi realizada a amplificagdo por PCR em volume final de 50ul,
contendo 1,5 mM de MgSQ4, 400 uM de cada ANTP, 0,2 uM de cada primer, e 1,5U de Taq
RNA polimerase em tampao 60 mM Tris-SO4 (pH 8,9) e 180 mM (NH4)2SO4, como femplate
foi utilizado cDNA de capim-amargoso. A rea¢do ocorreu com a seguinte ciclagem: 5 min a
95 °C seguido de 35 ciclos de 30 s a 94 °C, 30 s a 58 °C, 30 s a 68 °C, finalizando com um
ciclo de 7 min a 68 °C. Aliquotas de Sul dos produtos de PCR foram analisados em gel de

agarose 1%.

Tabela 1: Primers utilizados nas clonagens da sequéncia de PDS nos vetores L4440 e
New_ Vector

Vetor Sequéncia 5'-3' TA (°C) Anzg{:)c on
F ACCGGTGTTCAATGTTGGAGTTGGTC 58
New_vector 309pb
N R CAGCTGGCTTCCCAGATAATACTGCA 58
F CTCGAGGTTCAATGTTGGAGTTGGTC 58
L4440 309pb
R TCTAGAGCTTCCCAGATAATACTGCA 58

TA: temperatura de anelamento; Sublinhado: sitio das enzimas de restrigao.

Apos a verificacdo de amplificagdo de banda Unica no gel de agarose os produtos de
amplificagdo foram purificados utilizando o kit Wizzard® SV Gel and PCR Clean-Up System
(Promega), segundo as instru¢des do fabricante. Para a clonagem os produtos de PCR e os
vetores foram digeridos com as enzimas BgL II e Xhol para ligagdo em L4440 e as enzimas
Agel e Sal I para ligacdo no New-Vector.

Apds a digestdo alvos e vetores foram ligados a partir de uma reagdo contendo 1:5
(vetor:inserto) utilizando a enzima T4 DNA ligase. A ligacao foi realizada segundo as
recomendacdes do fabricante e mantida a 4°C por 16 horas. Em seguida, todo o volume da
reacdo de ligacdo foi utilizado para a transformagdo de células de E. coli DH5a, via choque

térmico. Ap0s transformadas as células bacterianas foram inoculadas em placas com meio LB
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solido contendo ampicilina (100 pug/mL) e incubadas a 37 °C por 16 h. Coldnias
recombinantes foram identificadas através de reacdo de PCR com os primers especificos
supra citados. Posteriormente, as colonias selecionadas foram inoculadas em meio de cultura
LB liquido contendo ampicilina (100 pg/mL), incubado a 37°C sob agitacdo de 180 rpm por
16 h, em seguida foi realizado miniprep para obtencdo do DNA plasmidial utilizando o kit
QIAprep Spin Miniprep (Quiagen) seguindo as recomendagdes do fabricante. O DNA
plasmidial obtido foi sequénciado para confirmagao da insercao da sequéncia do gene PDS e
posteriormente utilizado na clonagem em E. coli HT115 (DE3) para produg¢ao do dsRNA. As
colonias recombinantes foram armazenadas a —80 °C em meio LB com ampicilina (100

ng/mL) e 25% de glicerol.

4.2.2 Transformacao em Bactérias E. coli HT115 (DE3) via Choque Térmico

A cepade E. coli HT115 (DE3) foi utilizada para a produgao de dsRNA, uma vez que,
sua atividade de RNase III esta suprimida, desse modo permitindo o acumulo de dsRNA
dentro da célula sem que ocorra degradagdo. A bactéria E. coli HT115 também possui o gene
que codifica a enzima T7 RNA polimerase que esta sob o controle de um promotor induzivel
por IPTG (Isopropil B-D-1-tiogalactopiranosida).

Células termocompetentes de E. coli HT115 (DE3) foram preparadas de acordo com o
protocolo descrito por Green e Sambrook, 2018. Para cada vetor de producdo de dsRNA
(L4440 e New-Vector) foi preparado uma mistura contendo 100 uL de suspensao de células
competentes de E. coli HT115 e 3pl de DNA plasmidial que foram incubados no gelo por 30
min. Em seguida, os tubos foram transferidos para banho-maria a 42 °C e incubados por 1min
e 30s. Passado esse tempo, os tubos, foram rapidamente colocados em banho de gelo por 2
min e entdo adicionado 800 pl de meio LB. Os tubos foram entdo incubados por 1h30min a
37 °C sob agitagao de 180 rpm. A suspensado foi plaqueada em meio LB sélido contendo os
antibioticos tetraciclina (12,5 pg/mL) e ampicilina (100 pg/mL). As coldnias recombinantes
foram confirmadas por PCR com primers especifico para o gene PDS nas mesmas condi¢des

descritas no item 4.2.1.
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4.2.3 Producao de dsRNA

A partir de coldnias isoladas da bactéria E. coli HT115 transformada com os vetores
estudados (L4440 e New-Vector), foram produzidos pré-inéculos em 5 mL de meio LB
liquido com os antibioticos tetraciclina (12,5 pg/mL) e ampicilina (100 ug/mL ) e incubagdo
por 16 h a 37°C sob agitacdo de 180 rpm.

Diferentes ensaios foram conduzidos para avaliagdao da produc¢ao de dsRNA, todos em
meio LB contendo 100 pg/mL de ampicilina incubados a 37 °C com agitagao de 180 rpm.
Foram inoculados 4 mL de cada pré-inoculo em 200 mL de meio LB para os ensaios de
métodos de extragdo de dsRNA, e ImL em 80 mL de meio LB para os ensaios de indutores de
expressdao. Ao atingir a ODeoo nm de 0,4 iniciou-se a inducdo da expressdo por adicdo dos
indutores: IPTG 0,4 mM (padrdo) ou indutor alternativo 14mM. Apods o inicio da inducdo os
frascos foram mantidos por 4 h nas mesmas condic¢des supracitadas. Em seguida, a suspengao
bacteriana foi coletada por centrifugagao a 4000 xg por 5 min, o sobrenadante foi descartado e

o0 pellet de bactérias foi mantido em freezer — 20° C até o momento da extracao.

4.2.4 Extra¢ao de dsRNA

O protocolo de extracdo de dsSRNA ¢ composto por 3 etapas: 1) Primeira extragao; ii)
Tratamento com DNse e RNAseA e iii) Purificagdo (ou segunda extragdo). Para os ensaios
com indutor alternativo e IPTG o protocolo adotado foi: Primeira extragdo com Trizol,

Tratamento com turbo DNAse e RNAse e Purificacdo com fenol:cloroférmio:isoamilico.

4.2.4.1 Protocolo de Extragdo de dsRNA por Trizol

Os pellet de bactérias foram dissolvidos em 800 pl de SDS 0,1% em tampao PBS 1X e
os tubos transferidos para banho maria a 100 °C por 2 min. Em seguida, foram adicionados
800 pl de Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), e incubados a temperatura ambiente por 5
min. Em seguida foi adicionado 200 pL de cloroféormio e incubado novamente a temperatura
ambiente por 2 min, seguido de centrifugacdo a 12.000 xg por 10 min. O sobrenadante foi
retirado e transferido para um novo tubo e adicionado 0,7 volume de isopropanol, incubado a

temperatura ambiente por 10 min e centrifugado novamente a 12.000 xg por 10 min. Apds
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esses procedimentos seguiram-se duas lavagens com etanol 75%, e o pellet foi entdo seco

completamente e ressuspendido em 180 pl dgua livre de nucleases.

4.2.4.2 Protocolo de Extracdo Alcodlica de dsRNA

O outro protocolo utilizado para primeira extracdo consiste na extragdo alcoodlica
descrito por Porisi e colaboradores (2013) com adaptagdes da autora. O pellet de bactérias foi
ressuspenso em solu¢do de etanol 70% com PBS 1X e incubado a 4 °C por 5 min, e entdo
centrifugado a 10.000 xg por 10 min a 4 °C. O novo pellet foi ressuspenso em 1 mL de NaCl
150 mM e incubado a 4 °C por lh e entdo repetida a centrifugacdo. O sobrenadante foi
recolhido e adicionado 1 volume de isopropanol e incubado a temperatura ambiente por 10
min, apos foi centrifugado a 12.000 xg por 10 min. Entdo, o pellet contendo os acidos

nucleicos foi lavado em etanol 70%, seco e ressuspenso 180 uL de dgua livre de nucleases.

4.2.5 Tratamento com DNase e RNase

Apos extracdo dos dsRNAs, as amostras foram submetidas ao tratamento com
TURBO™ DNase (Ambion) e RNase A (Invitrogen) para remoc¢do de DNA e RNA de fita
simples, como descrito por Ahn et al., (2019). Os dsRNAs oriundos das extracdes com o0s
métodos Trizol ou Etanol foram diluidos em 180 pl de 4gua e tratadas com 2 pL de turbo
DNAse e 20 uL de RNAse A e incubadas por 1 h a 37 °C. Apos o tratamento foi realizada a

etapa de purificagdo.

4.2.6 Purificagdo de dsRNA ou Segunda Extracao

Apos o tratamento com DNase e RNase seguiu-se a purificagdo das amostras segundo
protocolo de Ahn et al., (2019). Em cada uma das amostras foi adicionado 200 puL de
fenol:cloroformio:isoamilico (25:24:1), e apos agitacdo vigorosa seguiu-se a centrifugacao a
12.000 xg por 15 min. A fase superior foi transferida para outro tubo e entdo adicionado 100
uL de NH4OAc (7,5M) e 100 pL de isopropanol, seguido por nova centrifugagdo a 12.000 xg
por 45 min a 4°C. Apds seguiu-se duas lavagens com etanol 70% e centrifugacdo a 12.000 xg

por 10 min. O pellet foi seco e ressuspenso em agua livre de nucleases.
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As amostras foram quantificadas em Nanodrop e sua qualidade foi verificada por

eletroforese em gel de agarose 1%.

4.2.7 Anélise Estatistica

Os dados obtidos da comparacdo entre protocolos de extragdo foram analisados pelo
Teste T de Student com o < 0.05, utilizando o software Microsoft Excel. Os dados dos
experimentos de indutor e vetor foram avaliados por meio de andlise de variancia (ANOVA),
seguida do Teste de Tukey com a < 0.05, além disso a interagdao entre vetor e indutor foi

testada. Os graficos foram plotados utilizando Microsoft Excel.

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A produgdo de dsRNAs com qualidade adequada ¢ um dos primeiros passos para a
consolidacdo da tecnologia de RNAIi para producdo de pesticidas (AHN et al., 2019). No caso
de fermentagao liquida o vetor de expressao, a extragdo e purificagdo e também o indutor de
expressdo, se otimizados para maior eficiéncia e qualidade podem tornar mais acessivel a
técnica para utilizagcdo na agricultura.

Os vetores utilizados nesse trabalho, L4440 e New-Vector, podem ser utilizados para a
producdo de sequéncias dsRNA em E. coli HT115. Os dois vetores foram construidos com
sucesso, € nesse trabalho ambos, receberam a insercdo da sequéncia de 309 pb do gene
Phytoene desaturase (PDS) de capim-amargoso. O produto da restri¢do do vetor L4440 com
as endonucleases Bg/ II e Xhol, e do vetor New-Vector com as endonucleases Agel e Sal I,
resultaram na adi¢do de 32 e 116 pb a sequéncia de dsRNA gerada. Essa geracdo de
moléculas de dsRNAs com tamanho superior ao alvo ¢ esperada devido a regido de Sitio de
Multiplas Clonagens (195 pb em L4440 e 197 pb em New-Vector), a adicdo de bases a
sequéncia de dsRNA pode representar um risco a formacao de efeitos fora do alvo, por isso, €
recomendado que as enzimas escolhidas para clonagem no vetor sejam proximas ao promotor
T7.

A cepa E. coli HT115 transformada com ambos vetores, obteve um crescimento
satisfatorio, e respondeu com boa produgdo de moléculas de dSRNA apoés a indugdo de IPTG
a 0,4 mM e do indutor alternativo a 14mM. Esse resultado indica que o vetor New-Vector, foi

eficientemente ativado e proporcionou a producdo de moléculas de dsRNA, demonstrando
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que o desenho foi satisfatorio para a producao de dsRNAs. O vetor New-Vector foi desenhado
com a adicdo de dois terminadores apos o promotor T7 para induzir a parada da transcrigao
pela T7 polimerase. O mesmo nao ocorre no vetor L4440, que ndo possui terminadores apos o
promotor, como demonstrado na figura 1. E necessario salientar ainda que devido a auséncia
do terminador, o vetor L4440, produz tamanhos de dsRNAs maiores que o tamanho de
fragmento esperado de 341 pb (Figura 2a). Embora o vetor New-Vector tenha sido desenhado
com dois terminadores seu desempenho ndo foi superior, quantitativamente, comparado ao

L4440 (Figura 4a).
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Figura 1. Vetores de expressdo e producdo de dsRNA em E. coli HT115. a) Esquema do vetor L4440
apresentando a regido de multiplas clonagens e promotores T7 bidirecionados. b) Esquema do vetor
New-Vector que apresenta, além da regido de multiplas clonagens e promotores T7, terminadores em
duas dire¢des.c) Produgdo de dsRNA em células de E. coli HT115. *MCS= Multiple Cloning Site
(Sitio de Multiplas Clonagens).

Outro ponto que ainda necessita ser elucidado ¢ a formacdo de bandas de tamanho
abaixo do esperado. Fato esse que poderia estar relacionado a uma parada precoce na
transcricdo. A interrupgdo precoce da transcrigdo tanto pode ser justificada pela presenga de
fatores que induzem a interrupg¢do precoce da transcri¢do, em procariotos os fatores Rho
(HENKIN, 1996). Os fatores Rho reconhecem regides especificas na fita que estd sendo
transcrita e paralisam a transcri¢ao. Outra forma que pode estar atrelada a parada precoce da
transcricdo pela formacao de hairpins em regides ricas em G-C, que sao reconhecidos pela T7
polimerase, interrompendo precocemente a transcricdo e em ambos os casos gerando

moléculas de dSRNA menores do que do tamanho esperado (HENKIN, 1996). A transcrigdo
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incompleta ou interrompida também foi relatada por DELGADO-MARTIN e VELASCO
(2021) utilizando tanto vetores tanto com o promotor T7 quando um promotor constitutivo
proD, em E. coli HT115. Desse modo, ainda sdo necessarias algumas otimizagdes no sistema
HT115-vetor e na analise das sequéncias alvo, para alcancar alta produtividade e bandas
unicas de dsRNA.

A extracdo e purificacdo de dsRNAs sdo crusciais para a aplicagao da técnica de RNA1
nos organismos alvo. Embora extratos gerados apods fermentacdo liquida de bactérias
produtoras de dsRNA seja utilizado e tenha eficécia no silenciamento génico via RNA1 contra
virus e também em plantas (LAU et al., 2015; TENLLADO et al., 2003), dsRNAs puros sio
mais indicados nas formulagdes de produtos comerciais.

Nesse trabalho, a extracao de dsRNAs puros foi dividida em trés estapas: 1) Primeira
Extragdo; 2) Tratamento com DNase e RNase; 3) Purificagdo ou Segunda Extragdo. Na
Primeira Extra¢ao foram testados dois protocolos de extracdo descritos na literatura: Extracao
com Trizol (ONGVARRASOPONE; ROSHORM; PANYIM, 2007) e Extracdo etandlica
(GARCiA et al., 2015; POSIRI; ONGVARRASOPONE; PANYIM, 2013) com adaptacdes da
autora. Apds as diferentes extracdes o protocolo foi seguido de Tratamento com DNase e
RNase e Purificagdo com Fenol:Clorofomio:Isoamilico (25:24:1). Na figura 2, pode-se
observar o padrao de bandas formadas nos dois métodos de extracdo avaliados (Trizol e
Etanol), onde RNAs fita simples ou mesmo DNA diferentes do dsRNA de interesse (340 pb)
apresentaram bandas com brilho menos intenso, ou seja, com menos acidos nucleicos na

extragao com Etanol.

Figura 2. Gel de agarose ap6s extracdo de dsRNA a partir da fermentacdo liquida em sistema HT115-
L4440 a) Extragdo de dsRNA com o reagente Trizol. b) Extracdo de dsRNA com Etanol. a,b) Os
pocos 1-3 sdo amostras apds a primeira extracao. Os pocos de 4-6 sdo de amostras apds o tratamento
com DNAse e RNAse e Purificagdo ou Segunda Extracao.

A Primeira Extracdo Etanodlica, seguida de tratamento com DNase e RNase e
purificagdo, através do gel de agarose revelou que menos dsRNAs de tamanhos diferentes ao

dsRNA alvo ( 341 pb) sdo extraidos comparado a extragdo por Trizol. Embora, apos a
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quantificagdo os valores encontrados foram superiores com a Primeira Extragdo por Trizol,
como demonstrado na figura 3, o método empregado para quantificacio foi a
espectrofotometria, que possui a caracteristica de quantificar todos as moléculas presentes no
comprimento de onda selecionado (260 nm). Assim, considerando que no método de extragdo
por Trizol € possivel observar a presenca de mais bandas além do dsRNA alvo de 341 pb, esse
valor absoluto pode ndo corresponder a quantificagdo absoluta do dsRNA alvo. Nesse caso, a
extracdo com Trizol esta extraindo acidos nucleicos além dos dsRNAs de tamanho esperado,

o que prejudica a qualidade do dsRNA extraido e purificado.
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Figura 3. Rendimento de dsRNA apds extragdo com os métodos de extragao utilizando Trizol
e Etanol. * indica diferenca significativa pelo Teste T de Student, o < 0.05

A primeira extragdo com Etanol, a partir da anélise do gel de agarose, possibilitou a
extracdo de dsRNAs de melhor qualidade e especificidade. Nessa extracdo o primeiro passo €
a desestabilizagdo da membrana e parede celular. O etanol € uma molécula anfipatica capaz
de interagir com a bicamada lipidica das membranas celulares, nessa interacdo ocorre a
interrupgdo das interacdes hidrofobicas entre as proteinas presentes na mebrana e além da
interligagdo do peptideoglicano, essas alteragcdes levam a um aumento da fluidez da
membrana (POSIRI; ONGVARRASOPONE; PANYIM, 2013). Desse modo, o dsRNA
presente no citoplasma da célula deve migrar para fora das das células bacterianas pelos poros
gerados a partir do contato com etanol, e com auxilio do tampao e NaCl ocorre a solubilizagado

das moléculas de dsRNA.
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AHN et al., (2019) obteve uma producao de 19,5 ug/mL utilizando extracdo com
Fenol e lise das células com ultrassom. Outros sistemas incrementaram a producao de
dsRNA, como o pET28-BL21 (DE3) RNase III (4,23 pg/mL), que produziu trés vezes mais
que usando L4440-HT115 (DE3) (1,30 pg/mL), utilizando extragdo com Etanol (POSIRI;
ONGVARRASOPONE; PANYIM, 2013), tratamento com DNAse e RNAse, ¢ uma
purificagdo com MEGAclear™ Kit (Thermo Fisher Scientific), apesar disso, esse valor ¢
proximos aos encontrados nesse trabalho, para extragdo com Fenol (MA et al., 2020). Desse
modo, a Primeira Extracdo utilizando Etanol pode diminuir os custos de produgdo de dsRNA.
No processo ainda podem ser otimimizadas as etapas de Tratamento com DNAse e RNAse ¢
Purificagdo do dsRNA que pode levar a um decréscimo de custos na producdo de dsRNA em
laboratorio

Outro fator importante na otimizagdo da producdo de dsRNAs ¢ a escolha do indutor
de expressao. A escolha do indutor mais adequado para o sistema de expressao deve levar em
consideragdo alguns fatores, como, aptiddo para a indugao, toxicidade, custo do indutor, entre
outros (LOPES et al., 2019). Deve ser ainda levado em consideragdo a quantidade de indutor
a ser utilizada, ja que IPTG, pode ser utilizado em baixas concentracdes, e outros indutores
biodegradaveis devem ser utilizados em altas concentragdes, nesse caso deve-se avaliar a
relagdo de custo-beneficio. Nesse estudo foi utilizado um indutor de baixo custo, atoxico e
biodegradavel que tém potencial para substituir o uso de IPTG em um processo industrial de
producdo de dsRNA.

O rendimento de dsRNA utilizando o indutor alternativo aumentou em 42% a
producao de dsRNA comparado ao IPTG, utilizando o vetor L4440. O vetor L4440 produziu
em média 5,6pg/mL de dsSRNA sob inducado do induto alternativo (I.A.), ja com a indugao por
IPTG a producdo de dsRNA foi em média 3,8 pg/mL de dsRNA (Figura 4). A producao de
dsRNA foi menor utilizando o vetor New-vector, com o indutor alternativo, a producao de
dsRNA foi em torno de 3,5 pg/mL, enquanto que sob a indugdo de IPTG, o rendimento foi de
3,3 ug/mL (Figura 4). A andlise de interacdo revelou que existe uma interacao positiva entre o
vetor L4440 e o indutor alternativo, influenciando na produgao elevada de dsRNAs. Com a
inducdo por IPTG nao houve diferenga entre os vetores L4440 e New-vector, deixando claro
que o uso do vetor L4440 aliado ao indutor alternativo gera um incremento significativo na
produtividade de dsRNAs em E. coli HT115. Contudo, os mecanismos envolvidos nesse

incremento no rendimento ainda ndo foram elucidados, possivelmente a quantificagdo de
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bandas inespecificas como apresentado na Figura 4b pode estar superestimando a

quantifica¢do dos dsRNAs extraidos do tratamento HT115-L4440 mais indutor alternativo.
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Figura 4. Indutores de expressdo para producdo de dsRNA em E. coli HT115 (DE3). a)
Rendimento da produg¢do de dsRNA utilizando IPTG e um indutor alternativo. b) Gel de
agarose mostrando o padrdo de bandas apos a purificagdo dos dsRNAs. * indica diferenca
significativa pelo Teste Tukey, o < 0.05

Virios tipos de indutores podem substituir o uso de IPTG na industria e garantir um
producdo eficiente de moléculas recombinantes. Em substitui¢do ao uso de IPTG na produgao
heterdloga de proteinas o uso de leite desnatado e soro de queijo sdo uma alternativa de baixo
custo, sem toxicidade e eficiente na indug¢ao de promotores Lac indutiveis (HERRMANN et
al., 2020; KHANI; BAGHERI, 2020). Leite e seus derivados possuem alto teor de lactose e
responsdvel pela inducdo da expressdo heterologa de proteinas, além de auxiliar no

crescimento bacteriano como fonte de carbono (KHANI; BAGHERI, 2020). A galactose
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também levou a um incremento em 0,5g/L. na produgdo de proteidas recombinantes sob o
controle de um tipo selvagem de promotor Lac (DE LEON et al., 2003). O indutor arabinose,
também se mostrou eficiente na inducdo da expressao do promotor T7 na produgdo de
proteinas recombinantes em E. coli (XU et al., 2006). E necessario salientar que o indutor
alternativo apresentado nesse estudo tém potencial de substituir a utilizagdo de IPTG para a
producao de dsRNAs.

Otimizagdes na produgdo, como a utilizacdo de fermentadores de bancada, que
possibilitam o controle de aeracao, temperatura e pH de modo mais rigoro do que na produgao

em erlenmayer, leva a um aumento significativo na producdo de dsRNA. A producao de
dsRNA usando batelada e batelada-alimentada foi comparada usando fermentador de 10 L, e
meio LB, o rendimento em batelada-alimentada foi em média 95.0 ug/ml, enquanto que a na
batelada em torno de 3,4 pg/ml (THAMMASORN et al., 2015). Apds otimizagdes com 0
meio de cultivo Terrific broth (TB), a batelada alimentada levou a um incremento na
produtividade de dsRNA, chegando a 182 pg/ml (PAPIC et al., 2018). Além do mais, PAPIC
et al., (2018) analisou a cinética de produ¢do de dsRNA com o crescimento bacteriano,
justificando uma maior producao ao fornecer nutrientes ao longo do processo de fermentagao.

Além do sistema HT115-L4440 outros sistemas sao altamente eficientes na produgao
de dsRNAs pela via fermentativa. Destaca-se, nesse sentido, o sistema Corynebacteirum
glutamicum e vetor pPK4H1, com dois promotores e terminadores T7 convergentes, obteve o
rendimento de 1g/L (HASHIRO et al., 2021). Novos sistemas de expressdo podem aumentar a
produtividade de dsRNAs. Microorganismos com maior capacidade de dar suporte a producao
de moléculas de dsRNA, aliado a vetores de expressdo elevado numero de copias, aliado a
metodos eficientes de extracdo e purificacdo desses acidos nucleico podem auxiliar na
producao em escala industrial.

A literatura aponta para diversos fatores que podem atuar no rendimento de
dsRNA/mL de meio: 1) O sistema de expressao Microorganismo-vetor; 2) O método de
producao e suas otimizagdes como o indutor; 3) O método de extragdo e purificagdo. Nesse
trabalho considerando a qualidade dos dsRNAs produzidos os melhor sistema de expressao
foi 0 HT115/New-vector, devido a producdo de um menor numero de bandas inespecificas. O
indutor alternativo se mostrou tdo eficiente quanto IPTG, por isso, pode substitui-lo na
producao de dsRNAs. Finalmente o método que garante bom rendimento e qualidade de

dsRNAs, destaca-se a primeira extragdo com Etanol. Nesse trabalho essas sdo as condi¢des
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mais favoraveis para a producdo de dsRNAs de boa qualidade para estudos de silenciamento

génico via RNAI.

4.4 CONCLUSOES

O vetor New-Vector desenvolvido nesse trabalho obteve sucesso através da adicao de
dois terminadores T7 para que ndo houvesse a formacao de bandas de dsRNA acima do
tamanho e esperado. Além disso, a producao de bandas menores do que o esperado, devido a
terminacao precoce da transcri¢dao, ainda necessita de solugdes para a producao de dsRNA
com tamanho tnico de banda.

A primeira extra¢do com etanol foi eficiente, apesar de apresentar menor rendimento
(2,5 pg/mL), ¢ uma alternativa de baixo custo que pode vir a ser utilizada em processos de
extracdo de dsRNA de boa qualidade e pureza. Além disso, o indutor alternativo, atdxico e
biodegradavel pode ser utilizado em substitui¢do ao IPTG, com rendimento de 3,5 pg/mL de
dsRNAs com o vetor New-vector. Outros parametros podem ser otimizados ainda para
aumentar o rendimento da producdo de dsRNAs como sistemas de microorganismos e
vetores, outros métodos de extracdo e condi¢des de cultivo, visando a aplicagdo dessas

moléculas na agricultura.
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5. SILENCIAMENTO GENICO POR APLICACAO TOPICA DE dsRNA EM CAPIM-
AMARGOSO

Resumo: Capim-amargoso € uma planta daninha de regides tropicais e subtropicais de grande
relevancia no Brasil. O surgimento de bidtipos resistentes ¢ um grande desafio para a
producao de alimentos devido as perdas em produtividade e aumento dos custos. Novas
tecnologias como as baseadas em RNAi podem, no futuro, compor o portifélio de solugdes
para controle de plantas daninhas. Nesse sentido, foram testado métodos de entrega de
dsRNAs para o silenciamento do gene PDS via RNAi em capim-amargoso. A fim de
estabelecer uma metodologia eficiente de entrega, foram avaliadas a aplicagdo de dsRNA do
gene PDS em folhas, raizes e pré-emergéncia. Em folhas o silenciamento do gene PDS foi
detectado em 3, 5 e 10 dias apds o silenciamento, com uma redu¢do do nimero de transcritos
em torno de 35%. Em pré-emergéncia houve redu¢do no niimero de transcritos do gene PDS
em 5 e 10 dias apds a aplicacdo de dsPDS, 37% e apenas 11% respectivamente. Ja na
aplicagdo via raizes houve uma reducdo em 20% do nimero de transcritos apés 10 dias da
aplicagdo. A massa seca também apresentou reducdo em 24% no grupo tratado com dsPDS,
apds a aplicacdo em pré-emergéncia. Apesar do silenciamento génico detectado, ndo foi
possivel a visualizacdo dos sintomas caracteristicos de branqueamento. O silenciamento do
gene PDS nesse estudo abre novas perspectivas para o uso de RNAi para desenvolvimento de

novos produtos para controle de plantas daninhas.

Palavras-chave: Digitaria insularis; phytoene desaturase; RNA de interferéncia; entrega de

dsRNA.

5.1 INTRODUCAO

No Brasil o capim-amargoso (Digitaria insularis) ¢ uma das plantas daninhas mais
importantes nos cultivos de soja, milho e algoddo. E altamente adaptavel, competindo por
recursos como agua, luz e nutrientes, o que pode levar a reducao de produtividade (GAZOLA
et al., 2016). De dificil controle apds a formagao dos rizomas, o principal herbicida aplicado ¢
o glifosato (GAZZIERO et al., 2019). Entretanto, o aparecimento de populagdes resistentes
tem levado ao aumento do custo de producdo, devido a necessidade de aplicacdo de outros

herbicidas ou mesmo de capina manual. Dessa forma, novas abordagens baseadas em
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biotecnologia, como o RNAI, estdo na fronteira do desenvolvimento de novos produtos para o
controle de plantas daninhas.

O RNAIi ¢ um mecanismo de defesa contra virus e retrotransposons de organismos
eucariotos que promove o silenciamento génico pods-transcricional (CHRISTIE; CROFT;
CARROLL, 2011; FLETCHER et al., 2020). Este processo de silenciamento génico também
pode ser desencadeado por uma molécula exdégena de RNA dupla fita (dsSRNA) que, uma vez
dentro da célula ¢ reconhecida e clivada pela enzima DICER em pequenos RNAs de
interferéncia (siRNAs) de 21 a 24 pb. Os siRNAs sdo entdo incorporados ao complexo
enzimatico RISC (do inglés RNA-induced silencing complex), cujo principal componente ¢é
uma proteina argonauta (AGO) que utiliza a fita guia de siRNA para encontrar e clivar a
molécula de RNA mensageiro (mMRNA) complementar & sequéncia da fita guia, uma vez
clivado, o mRNA alvo ¢ entdo degradado pela acdo das exorribonucleases que degradam o
mRNA no sentido 5’ — 3’ e/ou da acdo dos exossomos que degradam o mRNA no sentido 3’ -
5’ (ZHANG:; GUO, 2017), levando assim a uma reducao no nimero de moléculas do mRNA
alvo (BAULCOMBE, 2004; BERNSTEIN et al., 2001).

O gene Phytoene desaturase (PDS) catalisa a conversdo de fitoeno em zeta caroteno,
um ponto chave na via biossintética dos carotendides (QIN et al., 2007). Os carotenoides
desempenham diversas fungdes importantes em diversos processos fiosioldgicos em plantas
como, agentes de fotoprote¢do da clorofila, sintese de vitamina A e 4cido abscisico (ABA)
(QIN et al., 2007). O gene PDS quando silenciado gera o branqueamento das folhas, ou
bleaching em folhas e frutos (BANAKAR et al.,, 2020; LEE; HAMMOND-KOSACK;
KANYUKA, 2012; LIU et al., 2016; MAHER et al., 2020).

Poucos sdo os relatos na literatura de aplicacdo de dsSRNAs em folhas, a maioria deles
apresentam siRNAs de 21 e 22pb como mais eficientes para o silenciamento génico via
RNAi. Outros trabalhos utilizam técnicas como abrasdo, alta pressdo, ou mesmo
nanoparticulas para realizar a entrega de tais moléculas (DALAKOURAS et al., 2016;
HENDRIX et al., 2021a; NUMATA et al., 2014). Contudo, ha uma lacuna na literatura
quanto a utilizacdo de moléculas de dsRNA para silenciamento de genes endogenos em
plantas (USLU et al., 2020). Por isso, o emprego do gene PDS de capim-amargoso, que
quando silenciado, apresenta um fendtipo facilmente observavel ¢ estratégico para elucidar
questdes relacionadas com o mecanismo e a entrega do sistema de silenciamento génico

baseado em RNAI.
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5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1 Material Biolégico

As plantas de capim-amargoso foram cultivadas em casa de vegetacdo em vasos de
300 mL e/ou 1L de capacidade, contendo solo:substrato na propor¢do 3:1, com irrigagdo por

aspersao duas vezes ao dia por 15 minutos e temperatura de 30 °C + 10 °C.

5.2.2 Extracao de RNA e Sintese de cDNA

A extracdo de RNA foi realizada segundo o protocolo de Oliveira et al., (2015). As
folhas foram coletadas e imediatamente imersas em nitrogénio liquido e mantidos em freezer -
80 °C para a preservacao do RNA até o momento da extracdo. A concentragdo e a pureza do
RNA foi avaliada em espectrofotometro Nanodrop (Thermo Scientific), e sua integridade em
gel de agarose 1%.

O DNA genomico foi removido das amostras por meio do tratamento com DNase |
Amplification Grade (Invitrogen, Thermo Scientific) segundo as instru¢des do fabricante. O
cDNA foi sintetizado a partir de mRNA (RNA mensageiro), as amostras foram tratadas para a
retirada de DNA genomico utilizando o kit SuperScript III First-Strand Synthesis System for
RT-PCR (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) segundo as instru¢des do fabricante.

5.2.3 Sequenciamento do Gene PDS de Capim-amargoso

Devido a auséncia de dados gendmicos de capim-amargoso na literatura e em bancos
de dados, foram desenhados primers para realizar o sequenciamento do gene PDS de capim-
amargoso. Para tanto, foram resgatadas as sequéncias conservadas do gene PDS das espécies
Panicum halli v2.0, Panicum virgatum v1.1, Setaria itdlica v2.2, Setaria viridis v1.1 e
Sorghum bicolor v3.1.1, membros da familia Poaceae, que estdo disponiveis no banco de
dados Phytozome (https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html). As sequéncias CDS foram
alinhadas utilizando o software online MUSCLE (www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/). Apos o
alinhamento foi gerada uma sequéncia consenso utilizando o software online GENEFISHER

2 (bibiserv.cebitec.uni-bielefeld.de/genefisher2). A sequéncia consenso foi entdo utilizada
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para o desenho dos primers com o software PRIMER3PLUS (www.bioinformatics.nl/cgi-
bin/primer3plus/primer3plus.cgi), tabela 1.

Os primers foram utilizados para obtengao de amplicons utilizando cDNA de capim-
amargoso como template, extraido como descrito no item 5.2.2. A amplificagdo foi realizada
por PCR em volume final de 50ul, contendo 1,5 mM de MgCl,, 400 uM de cada ANTP, 0,2
uM de cada primer, e 1,5U de Tag RNA polimerase em em tampao (NH4)>SO4. A reacao
ocorreu com a seguinte ciclagem: 5 min a 95 °C seguido de 35 ciclos de 30 s a 94 °C, 30 s de
acordo com a temperatura de anelamento de cada primer descrito na Tabela 1, 40 s a 72 °C,
finalizando com um ciclo de 7 min a 72 °C. Os produtos da amplificagdo foram analisados por
eletroforese em gel de agarose 1% e purificados com o kit Wizard SV Gel and PCR CleanUP
(Promega) seguindo as recomendacdes do fabricante. Apds esses procedimentos, os produtos
purificados da rea¢do de PCR foram sequenciados utilizando o kit BigDye™ Terminator v3.1
Cycle Sequencing (Aplied Biosystems) conforme as especificagdes do fabricante, utilizando o

equipamento ABI3500 (Aplied Biosystems).

Tabela 1. Primers para sequenciamento do gene PDS de capim-amargoso e RT-qPCR.

TA  Amplicon

Func¢io Gene Sequéncia 5'-3 ¢C) (pb)
F GGATTTTCCAAGACCTCC 52.0 i
R CTGGGAAATCAAACCGG 52.0
F CCTGATGAGCTATCCATG 52.0 o
Sequenciamento fhytoene R CTGCTGAAAAGAAGGTGG 52.0
desaturase (PDS) F GGAAGGATGAAGATGGAG 55.0
R GCATGGATAGCTCATCAG 550 438
F CCTTCTTTTCAGCAGGAG 57.0
R TCCTGCACTATAGACTGG 57.0
Phytoene F TGGCGAGCTTGGTATTGAGG 60.0 on
RT.qper  “dmrase (FDY R AACCGGCTGAATTCTCCTGG  60.0
B-Tubulin F ACTGGGCCAAGGGACACTA 60.0 o
B-Tubulin R TGGAGGCAGTCGCAGTTCT 62.0

F- Foward; R- Reverse; TA — Temperatura de Anelamento

5.2.4 Obtencao das Moléculas de dsRNA dos Genes PDS ¢ GFP

Os fragmentos gerados pelo sequenciamento do gene PDS foram analisados por meio
do software siRNA Wizard Software (https://www.invivogen.com/sirnawizard/design.php)

que identifica quais as regides com maior probabilidade de gerar pequenos RNAs
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interferentes (siRNAs) pelo corte da enzima DICER e definida a melhor regido para obtengao
do dsRNA.
Os dsRNAs dos genes PDS e GFP (Tabela 2) foram sintetizados pela empresa RNA

Greentech.

Tabela 2. Sequéncias de dsRNA utilizadas nos experimentos de aplicacdo em raiz, folhas e pré-
emergéncia.

Identificacao Sequéncia Tamanho
(rb)

GTTCAATGTTGGAGTTGGTCTTTGCTCCTGCAGAGG
AATGGATTGGACGAAGTGAAACTGAAATCATTGAT
GCAACTATGGAAGAGCTAGCCAAGTTATTTCCTGAT

dsPDS GAAATTGCTGCCGATCAGAGTAAAGCAAAGATCCTT 309
AAGTATCATGTTGTCAAGACACCGAGATCGGTTTAC
AAAACTGTTCCAAACTGTGAACCTTGCCGCCCTCTC
CAAAGGTCACCGATCGAAGGGTTCTATTTGGCTGGC
GATTACACAAAGCAGAAATACTTGGCTTCCATGGAA
GGTGCAGTATTATCTGGGAAGC
GTACCCAGATCACATGAAGCAGCATGACTTCTTCAA
GAGCGCCATGCCCGAAGGCTACGTGCAAGAAAGGA
CTATCTTCTTCAAGGATGACGGGAACTACAAGACAC

dsGFP GTGCCGAAGTCAAGTTCGAAGGTGATACCCTGTGAA 300
CCGCATCGAGCTGAAAGGTATCGATTTCAAGGAAG
ATGGAAACATCCTCGGACACAAGCTGGAGTACAAC
TACAACTCCCACAACGTATACATCATGGCCGACAAG
CAGAAGAACGGCATCAAGGTGAACTTCAAGATCAG
GCACAACATCGAAGA

5.2.5 Bioensaios de Entrega de dsSRNAs em Capim-Amargoso

Visando identificar a melhor forma de absor¢do do dsRNA, foram avaliados a

aplicagdo de dsRNA em raizes, folhas e pré-emergéncia.

5.2.5.1 Bioensaio de Aplicagdo em Raizes

O experimento para silenciamento do gene PDS em capim-amargoso com aplicagdo
em raizes foi realizado em plantas 10 dias apds a germinacdo. As plantulas foram gentilmente
retiradas do solo e suas raizes foram lavadas, e as plantas mantidas em 4gua até o momento da
realizacdo do experimento. Como veiculo de entrega foi utilizado tampao fosfato 10 mM pH
6,8, descrito por Sammons et al., 2014. Moléculas de dsGFP foram utilizadas como controle.

As plantas foram transferidas para microplacas de fundo chato contendo ImL de
solucao fosfato com os dsRNAs dos genes PDS (100 ng/ul), GFP (100 ng/ul) e somente o

tampao fosfato. As raizes das plantas de capim-amargoso foram mantidas imersas por 24h nas
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solucdes, em seguida as plantas foram transferidas para vasos e levadas para casa de
vegetacao. Foram realizadas coletas nos tempos de 1, 2, 3, 5 ¢ 10 dias apds a aplicagdo. As
amostras foram coletadas ¢ imediatamente imersas em nitrogénio liquido e mantidas em
freezer -80°C para a preservacao do RNA até o momento da extragdo de RNA.

O delineamento experimental adotado foi o Delineamento Inteiramente Casualisado

(DIC) com trés repeti¢cdes por tratamento sendo cada repeticdo composta por 3 plantas.

5.2.5.2 Bioensaio de Aplicagdo em Folhas

O experimento para silenciamento do gene PDS em capim-amargoso com aplicagdo
em folhas foi realizado em plantas 15 dias ap6s a germinacgdo. O veiculo de aplicacdo foi
composto de tampado fosfato 10mM pH 6,8, descrito por Sammons, 2014 ¢ 0,3% de 6leo
mineral.

A aplicagdo foi realizada no periodo da manha (8h30min-9h30min) utilizando
aerdgrafo com pressdo de 15 PSI ou 1 bar. Foram aplicadas aproximadamente 500 pL de
solugdo contendo os dsRNAs dos genes PDS (100 ng/ul), GFP (100 ng/ul) e somente o
veiculo de tampao fosfato e 6leo mineral. Apds a aplicagdo as plantas foram mantidas sem
irrigacdo por 24h. Foram coletadas amostras nos tempos de 1, 2, 3, 5 e 10 dias apds a
aplicagdo.

O delineamento experimental adotado foi o Delineamento Inteiramente Casualisado

(DIC) com trés repeticdes por tratamento sendo cada repeticdo composta por 3 plantas.

5.2.5.3 Bioensaio de Aplica¢do Pré-emergente

Para avaliagdo do efeito da aplicagdo de dsSRNA em pré-emergéncia, 20 sementes de
capim-amargoso foram semeadas em vasos de 1L com de solo:substrato 3:1. O veiculo de
aplicacdo foi composto de tampao fosfato 10mM pH6,8, descrito por Sammons, 2014. Apds
48h de semeadura, foram borrifados 3 mL de solucao contendo os genes PDS (100 ng/ul),
GFP (100 ng/ul) e somente o tampao fosfato 10 mM pH 6,8. Apds a aplicagdo os vasos foram
irrigados por capilaridade, adicionando 4gua ao prato, evitando assim a lixiviacdo do produto.

Foram feitas avaliagdes de geminacdo 1, 2, 3, 5 e 10 dias apds a aplicacdo. Amostras
foram coletadas para a avaliagdo de expressdao génica 3, 5 e 10 dias apds a aplicagdao. O

delineamento experimental adotado foi o Delineamento Inteiramente Casualisado (DIC) com
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13 vasos, com 20 sementes por vaso. Para as avaliagdes de expressao génica foram coletadas
amostras em triplicada composta por uma planta de cada vaso.

Para a determinacao de massa seca apds 15 dias da aplicagao foram coletadas todas as
plantas restantes em cada vaso e secas em estufa com circulagdo de ar a 60 °C por 48h. Apds

as amostras foram pesadas, em balanca analitica.

5.2.6 Analise Da Expressao Génica por RT-qPCR

As reagdes foram conduzidas em equipamento 7900HT Fast Real-Time PCR System
(Applied Biosystems) utilizando o kit Platinum® SYBR Green® qPCR SuperMix-UDG with
ROX (Invitrogen) conforme as instru¢cdes do fabricante. A condi¢do de amplificagdo foi
composta por um ciclo inicial de desnaturacdo de 95°C por 10 min, seguido por 40 ciclos de
desnaturag¢do a 95°C por 15s e anelamento e extensdo a 60°C por 1 min. Ao final foi obtida a
curva de dissociagdo pela subida gradual da temperatura até¢ 95 °C por 15 min, seguido de
60°C por 1 min.

A eficiéncia da reacdo de amplifica¢do para o gene PDS foi determinada por meio de
diluicoes seriadas de cDNAs (1:5, 1:25, 1:125, 1:625, 1:1250), e o indice de inclinagao da reta
foi calculado aplicando a formula: E=[10751°P¢]-1. A especificidade dos produtos amplificados
foi avaliada pela anélise das curvas de dissociacgao.

A expressio relativa do gene PDS foi calculada pelo método 2-24t (LIVAK e
SCHMITTGEN, 2001). O gene de referéncia utilizado para normalizacdo foi B-tubulina obido
a partir da sequéncia de Digitaria exilis, ¢ considerado como calibrador das amostras o

controle somente com o veiculo de aplicagao.

5.2.7 Analises estatisticas

Os dados coletados nos experimentos foram submetidos & andlise de variancias
(ANOVA), e quando significativa, os dados foram submetidos a analise das médias pelo teste
de Tukey, com a < 0.05. A andlise dos residuos dos dados de aplicagdo em raizes ndo
obedeceram aos pressupostos do modelo da andlise de varidncia, por isso foram analisados

pelo teste ndo-paramétrico de Kruskall-Wallis, seguido do teste de Dunn.
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5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O controle de plantas daninhas por herbicidas enfrenta problemas com o
desenvolvimento de bidtipos resistentes. Entre os métodos disruptivos e promissores que
podem contribuir para o atual portfolio de herbicidas encontra-se o de RNA interferente
(RNAI). Essa técnica biotecnologica ainda apresenta diversos gargalos, mas figura como uma
das estratégias mais promissoras para o controle de plantas daninhas para os préximos 50
anos (WESTWOOD et al., 2018).

Apesar da grande relevancia do capim-amargoso (Digitaria insularis) para os cultivos
de soja e milho no Brasil (GAZZIERO et al., 2019), ndo existem dados de transcriptoma ou
de genoma disponiveis em plataformas de dados, por essa razdo foi necessario realizar o
sequenciamento parcial do gene PDS de capim-amargoso (Anexo 1). O sequenciamento
revelou um perfil de alta conservacao com as espécies Panicum halli, Setaria viridis, Zea
Mays, Sorghum bicolor, que sao espécies proximas filogeneticamente de Digitaria insularis.
Apesar do alto nivel de conservacdo das sequéncias, o sequenciamento parcial do gene PDS
foi satisfatorio para o desenho do dsPDS utilizado nos experimentos de aplicagdo em capim-
amargoso.

Além da sele¢do adequada da sequéncia para promover o silenciamento do gene alvo,
outro ponto relevante para a tecnologia de RNAi € a forma de entrega do dsRNA de maneira a
garantir a eficacia e adequacdo econdmica para uso rotineiro em sistemas de cultivo. Apesar
da aplicagdo do dsRNA utilizando métodos como abrasdo com silica e alta pressdo (5-6 bar)
serem apontados como eficientes na entrega de siRNAs (DALAKOURAS et al., 2016;
HENDRIX et al., 2021a), esses procedimentos inviabilizam a aplicacdo em campo. Com o
objetivo de estabelecer uma metodologia eficiente de entrega, sem utilizacao de ferimentos,
abrasdo ou mesmo alta pressdo, foram testadas trés formas de aplicag¢do: 1) folhas; 2) raizes;
3) pré-emergéncia.

A aplicacdo em folhas apresenta diversos desafios, embora a literatura indique que
apenas moléculas de siRNAs (21 e 22pb) encapsuladas com nanoparticulas teriam a
capacidade de causar silenciamento génico via RNAI por aplicacdo em folhas (HENDRIX et
al., 2021a; USLU et al., 2020), nossos resultados apontam o contrario. A aplicagdo de dsRNA
longo usando baixa pressdao (15 PSI) e 6leo mineral como adjuvante levou ao silenciamento
do gene phytoene desaturase (PDS) em capim-amargoso. Os dados de expressdo génica

(Figura 1) mostram que houve silenciamento do gene PDS em 3, 5 e 10 dias, com uma
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reducdo no numero de transcritos em 35% quando aplicado via folhas. Contudo,
fenotipicamente, as plantas ndo apresentaram os sintomas de branqueamento das folhas até o

10° dia avaliado (Figura 2).
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Figura 1. Expressdo relativa do gene PDS apo6s aplicacdo foliar de dsSRNA em capim-amargoso.
Todos os dados sao médias =+ desvio padrdo. * indica diferenca significativa pelo Teste de Tukey, a <
0.05. DAA: Dias ap6s a aplicagao
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Expresao relativa gene PDS

As folhas sdo a principal porta de entrada para moléculas de herbicidas quimicos
(FERNANDEZ et al., 2017), o desenvolvimento de novos herbicidas, baseados em RNAI,
para alcangar sucesso também devem ser absorvidos por essa via. Entretanto, sdo poucos os
relatos de silenciamento de genes endogenos em plantas na literatura. O primeiro relato de
silenciamento génico desencadeado por RNAI foi divulgado por SAMMONS et al., ( 2014).
Sammons et al. (2014) descreve o silenciamento do gene PDS e EPSPS utilizando dsRNAs,
siRNAs, ssRNAs e ssDNA, por aplicagdo topica. Contudo, DALAKOURAS et al., (2016) nao
conseguiu reproduzir os resultados gerados por Sammons et al., (2014), mas obteve
silenciamento do gene GFP utilizando alta pressao e biobalistica com aplicacao de siRNAs de
21 e 22 pb. Ainda de acordo com LAU et al., (2015) a inoculacdo mecanica de extrato
bacteriano contendo dsRNAs do gene R2R3-MYB foi eficiente para alcangar o silenciamento
do gene. Além desses resultados que alcangaram o silenciamento de genes endogenos, outros

trabalhos também relataram o silenciamento dos transgenes GFP e NPTl (DUBROVINA et
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al., 2019; KISELEV et al., 2021). Ao contrario desses trabalhos USLU et al.,( 2020) nao
obteve o silenciamento do gene GFP apo6s aplicagdo de dsRNA utilizando alta pressao. As
lacunas observadas entre os trabalhos sao provalmente explicaveis pelos métodos empregados
pelos autores USLU et al.,( 2020) e DALAKOURAS et al., (2016) que ndo citam em seus
trabalhos a utilizagdo de adjuvantes, como por SAMMONS et al., ( 2014) que utiliza o

surfactante Silwett-L77 e este trabalho que utiliza 6leo mineral.

Antes da aplicacdo

Figura 2. Fendtipo aos 5 e 10 dias apos a aplicacdo de dsSRNA em folhas de capim-amargoso. a)
Plantas antes da aplicacdo. b,c,d) Plantas 5 dias apos a aplicagdo. d, e, f) Plantas 10 dias apds a
aplicacao.

Os adjuvantes podem atuar nas barreiras como cuticula e parede celular, quebrando-as,
aumentar a espalhabilidade e molhabilidade, e desse modo melhorar a absor¢do de produtos
(BENNETT et al., 2020; FERNANDEZ; EICHERT, 2009). O 6leo mineral, utilizado na
aplicacdo em folhas, ttm como fun¢do dissolver os lipideos que compdem a cuticula,
causando rachaduras que auxiliam na absor¢do dos produtos e pode ter influenciado

positivamente na entrada dos dsRNAs nesse trabalho (VARGAS; ROMAN, 2006).
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A andlise de expressao do gene PDS nas plantas que passaram pelo tratamento de
imersdo das raizes na solucdo de dsRNAs, apresentou reducdo do niimero de transcritos apds
10 dias do tratamento com dsPDS (Figura 3). Contudo, o fenotipo esperado apds o
silenciamento do gene PDS, branqueamento, nao foi observado at¢ o 10° dia. Em
experimentos anteriores (dados ndo mostrados) o branqueamento das folhas surgiu entre 15 e

20 dias apds a imersdo de raizes em dsPDS.
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Figura 3. Expressao relativa do gene PDS apos aplicagdo de dsRNA via imersdo de raizes de capim-
amargoso. Todos os dados sao médias + desvio padrdo. * indica diferenca significativa pelo Kruskall-
Wallis, seguido do teste de Dunn, a < 0.05. DAA: Dias apds a aplicagao

Nesse trabalho, o silenciamento via RNA1 pode ter sido desencadeado nas células das
raizes e o tempo avaliado ndo foi adequado para a detec¢do de sintomas, ja que os dados
apontam o inicio do silenciamento 10 dias apds a aplicacdo. Para que o silenciamento ocorra
nas folhas, onde o gene PDS ¢ altamente expresso, ¢ necessario que seja desencadeado o
silenciamento transitivo ou sistémico em paralelo com a translocagao de siRNAs para a parte
aérea. No silenciamento sistémico, siRNAs de 22pb desecadeam o mecanismo de
amplificagdo do sinal, e sdo gerados siRNAs de 21 ou 22pb pela a¢do das RARPs (SANAN-
MISHRA et al., 2021). Quando ¢ sistémico o silenciamento permanece por muito tempo,

mesmo apos a eliminagdo da fonte original de silenciamento (SANAN-MISHRA et al., 2021).
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E nesse caso siRNAs de 21 e 22 pb migram célula-a-célula ou via floema para todo o
organismo (CHEN et al., 2010).

Em outros trabalhos como em LI et al.,, (2015) a imersao de raizes em solugdo
contendo dsRNA foi eficiente para silenciar os genes MoblA, WRKY23 e Actina, que levou a
uma alta reducdo dos transcritos de mRNA dos alvos. Entretanto, deve-se considerar que no
trabalho de Li et al., (2015) os genes sdo altamente expressos em raizes. Em outro estudo
envolvendo aplicacdo de dsSRNA em raizes, Jiang et al., (2014) também obteve silenciamento
de um dos genes relacionados ao crescimento radicular werewolf (WER), além do gene shoot
meristemless (STM) envolvido na formagdo de regides meristematicas. Contudo, nesse estudo
foram utilizadas nanoparticulas, dendrimeros, para encapsular os dsSRNAs.

Outro ponto importante ¢ a translocagdo de dsRNAs via raiz. Em soja (YAN et al.,
2020) a infiltracdo de dsRNA, para controle de pulgdes, por aplicacdo em raizes foi limitada,
sem a utilizagdo de carreadores. No estudo em questao ndo houve controle do inseto estudado.
DALAKOURAS et al., (2018) utilizando microscopia confocal revelou que moléculas de
dsRNA captadas por inje¢@o no tronco e peciolo ficaram restritas ao xilema e apoplasto, além
de ndo terem sido processadas por endonucleases DICER-Like. Esses trabalhos evidenciam o
papel crucial da formulagdo com nanoparticulas para a entrega eficiente de dsRNA através
das raizes.

A dose do dsRNA ¢ um fator a ser considerado por afetar o silenciamento génico via
RNAi. MITTER et al.,( 2017) obteve o silenciamento do gene GUS utilizando a concentra¢ao
de 100ng/ul e a dose de 100ug por placa com cinco plantas. Contudo, o silenciamento dos
genes endogenos de Arabidopsis WRKY23 e Actina e MobIA de arroz, foi utilizado 1 mg/mL
0 que corresponde a uma concentragdo de 10x maior do que a utilizada nesse trabalho e
também por MITTER et al., (2017). Os dados gerados nesse trabalho apontam para a
necessidade de outros estudos a fim de esclarecer o papel da absor¢ao de dsRNA pela raiz no
silenciamento do gene PDS em capim-amargoso.

Na aplicagdo de dsRNAs em pré-emergéncia foi analisada a germinag¢ao de capim-
amargoso ao longo dos dias ap6s a aplicagdo. Nao houveram diferengas na germinagao entre

os tratamentos ao longo dos dias apos a aplicacao de dsRNA (Tabela 3).
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Tabela 3. Germinag@o e massa seca de capim-amargoso apos aplicacdo de dsSRNA em pré-emergéncia
Germinagao (%)

1DAA 2DAA 3DAA SDAA 10DAA 15DAA
Controle 77,7+11,5 80,4=+10,9 83,8+87 842+90 85, 8+10,0 73,3+103
GFP 72,3+88 754+828 81,0+6,0 80,4+738 85,0+7,0 69,5+ 6,8
PDS 74,6+92 76,5+10,5 83,5+92 842+102 82,0+9,19 68,0+79

Todos os dados sdo médias + desvio padrdo. Nao houve diferenga significativa, a < 0.05. DAA: Dias apods a
aplicagdo

Apesar de nao ter sido observado efeito sobre a germinacao, os dados de expressao
génica relativa mostram uma reducdo de 37% da expressdo do gene PDS em plantas tratadas
com dsPDS, trés dias ap6s a aplicagdo (Figura 4). Ap6s 10 dias da aplicagdo das moléculas no
solo, ainda foi possivel detectar diferenca na expressao do gene PDS, mas com uma reducio

muito baixa no numero de transcritos (11%), possivelmente pelo mecanismo nao ter atingido

o nivel sistémico.
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Figura 4. Expressdo relativa do gene PDS apods aplicagdo pré-emergente de dsRNA em capim-
amargoso. Todos os dados sdo médias + desvio padrdo. * indicam diferenca significativa pelo Teste
Tukey, a < 0.05. DAA: Dias ap6s a aplicagdo

A reducdo em cerca de 37% na expressao do gene PDS ja foi suficiente para
desencadear processos nocivos ao desenvolvimento das plantas de capim-amargoso. A massa

seca do grupo tratado com dsPDS reduziu em 24%, comparado ao grupo controle nao

aplicado (Figura 5).
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Figura 5. Aplicagcdo de dsSRNA em pré-emergénca e massa seca de capim-amargoso. a) Vasos apos 3
dias de aplicagdo. b) Vasos apds 15 dias de aplicacdo. ¢) Massa seca apos 15 dias da aplicagdo. *
indicam diferenga significativa pelo Teste de Tukey, a < 0.05.

A aplicagdo de dsRNA em pré-emergéncia a absor¢do das moléculas pode se dar por
raizes ou folhas que entrarem em contato com as moléculas de dsSRNA presentes no solo,
embora a presenca de dsRNAs sem protegdo em solo se mantenha um tempo curto devido a
instabilidade da molécula. Fatores ambientais como radiacio UV, temperatura, acdo de
enzimas microbianas, entre outros, influenciam na integridade do dsRNA aplicado
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(DUBROVINA; KISELEV, 2019). As moléculas de dsRNA aplicadas em diversos tipos de
solo nao foram detectadas 48h apos a aplicagado (DUBELMAN et al., 2014). Em outro estudo
ainda, as moléculas de dsRNA ficaram estaveis até 15 dias com baixa taxa de degradagao
quando expostas a luz solar (LI et al., 2015).

Embora os dados mostram silenciamento gé€nico, apds a aplicagdo em folhas e pré-
emergéncia, nas observagdes nao foi detectado visualmente sintomas de silenciamento do
gene PDS, o caracteristico branqueamento. Os sintomas de branqueamento podem ndo ter
sido perceptiveis devido a baixa reducdo dos transcritos de PDS, sendo necessaria uma
reducdo mais significativa para visualizacdo do fenotipo visualmente. SCHWARTZ et al.,
(2020) obteve fendtipo com a reducdo de 80% dos transcritos, apds aplicacdo de siRNAs de
22 pb encapsulados com a nanoparticulas Carbon dots. Outro ponto a ser considerado ¢ o
rapido “turnover” das proteinas envolvidas nos processos dependentes de caroteno, como a
proteina D1 do fotossistema II (DEPKA; JAHNS; Y, 1998). Na preseng¢a do inibidor de PDS,
Norflurazon, ndo ocorre o “turnover” da proteina D1 devido a extingao total dos carotenoides,
j& no caso da reducdo de apenas 35% no numero de mRNAs pode ndo ter sido suficiente para
impedir a rapida reconstituicdo dessas proteinas. Esses dados corroboram com os dados de
PEPPER et al., (2017) que aplicou siRNAs de 21 pb encapsulados com o peptideo de
penetragdo Tat2, mesmo apds 20 dias apds a aplicagdo ndo detectou branqueamento das
folhas em Triticale, embora o silenciamento tenha sido de aproximadamente 80% dos
transcritos de PDS. Apesar disso, os dados apresentados apontam que houve silenciamento de
PDS apds aplicagdo de dsRNA, pelos dados de expressdo génica, desse modo outros
experimentos com mais de uma aplicacdo e/ou uso de nanoparticulas, além de analises mais
sensiveis para detecgdo do fendtipo devem ser realizados.

A redugcdo da massa seca nao ¢ apresentada na literatura como um sintoma
caracteristico do silenciamento do gene PDS, mas no contexto de estudos disruptivos, como
este com capim-amargoso, essa ¢ uma alternativa a classica deteccdo de branqueamento ou
variegagdo das folhas. A redug¢do da massa seca apds o silenciamento do gene PDS pode estar
ligada a deficiéncia energética. J& que o gene PDS quando silenciado causa deficiéncia
energética no organismo devido a reducdo do nivel de fotossintese (QIN et al., 2007). Outra
hipoétese € que o silenciamento de PDS pode reduzir a biossintese de giberelinas (GA). A
expressao do gene copalyl diphosphate synthase (CPS), que codifica a primeira enzima da via

da biossintese de GA, ¢ regulada negativamente em mutantes de PDS3 (QIN et al., 2007).

77



Os resultados de silenciaciamento génico via RNAi em capim-amargoso sao
promissores para o desenvolvimento da técnica como um potecial novo mecanismo de agao
de herbicidas. Assim, outros estudos a partir desses resultados podem ser realizados, como a
utilizagdo de nanoparticulas para protecdo e translocagdo das moléculas de dsRNA, o
desenvolvimento de tecnologia de aplicacdo com surfactantes e adjuvantes, e ainda a escolhas

de genes alvo que levem a danos irreversiveis e deletérios ao capim-amargoso.

5.4 CONCLUSOES

Nesse trabalho a aplicacao de dsSRNAs em folhas resultou na a redugdo da expressao
do gene PDS em 3, 5 e 10 dias apds a aplicacdo, em 35% . A aplicacdo em solo de dsRNAs
também levou a redugdo da expressdo do gene PDS em 5 dias ap6s a aplicagdo (37%), e 10
dias (11%) resultado que corrobora com a reducdo da massa seca em 24% no grupo tratado
com dsRNA do gene PDS. J4 a absorcao pelas raizes houve redugdo da expressao relativa do
gene PDS em 10 dias apds a aplicag@o. Outros experimentos devem ser realizados como a
aplicacdo de nanoparticulas e outros polimeros que oferecam prote¢ao a molécula de dsRNA

e ainda possam auxiliar na penetragdo em células vegetais.
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ANEXO 1. Alinhamento das sequéncias do gene PDS

CLUSTAL multiple
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sequence alignment by MUSCLE (3.8)

TTAAGTGTCTATGCAGACATGTCAGTAACCTGCAAGGAATACTATGATCCAAACCGTTCA

TTAAGTGTCTATGCAGACATGTCAGTAACCTGCAAGGAATACTATGATCCAAACCGTTCA
TTAAGTGTCTATGCAGACATGTCAGTAACCTGCAAGGAATACTATGATCCAAACCGTTCA
TTAAGTGTCTATGCAGACATGTCGGTAACCTGCAAGGAGTACTATGATCCAAACTGTTCA

TTAAGTGTTTATGCAGACATGTCGGTAACCTGCAAGGAGTACTATGATCCAAACTGTTCA

* kK Kk

ATGCTGGAGTTGGTCTTTGCTCCTGCAGATGAATGGATTGGTCGAAGTGACACTGAAATC
ATGTTGGAGTTGGTCTTTGCTCCTGCAGAGGAATGGATTGGACGAAGTGAAACTGAAATC
ATGCTGGAGTTGGTCTTTGCTCCTGCAGAGGAGTGGGTTGGTCGGAGTGACACTGAAATC
ATGCTGGAGTTGGTCTTTGCTCCTGCAGAGGAGTGGGTTGGTCGGAGTGACACTGAAATC
ATGCTGGAGCTGGTCTTTGCTCCTGCTGAGGAATGGATTGGTCGAAGTGACGCTGAAATC
ATGCTCGAGTTGGTCTTTGCTCCTGCTGAGGAATGGATTGGTCAAAGTGACGCTGAAATC

Kkhkk k kkk KkhkkkhkkhkhkkhkAkAkAkAkAAkAhkAkk KAk kk Kkkhkk Kkkhkkk Kk * kKKK KKKk KKK KK

ATTGATGCAACTATGGAAGAGCTAGCCAAGTTATTTCCTGATGAAATTGCTGCCGACCAG
ATTGATGCAACTATGGAAGAGCTAGCCAAGTTATTTCCTGATGAAATTGCTGCCGATCAG
ATCGATGCGACTATGGAAGAGCTAGCCAAGTTGTTTCCTGATGAAATCGCTGCCGATCAG
ATCGATGCGACTATGGAAGAGCTAGCCAAGTTGTTTCCTGATGAAATCGCTGCCGATCAG
ATTGATGCAACTATGGAAGAGCTAGCCAAGTTATTTCCTGATGAAATTGCTGCCGATCAG
ATTGATGCAACTATGGAAGAGCTAGCCAAGTTATTTCCTGATGAAATTGCTGCTGATCAG

Kkhk KAk KkhkKk KAkKAKAKAKAK A A A A K A Ak khkhkhkhkhk, *Ahkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkk*x *kk*k*x k% **k%

AGTAAAGCAAAGATTCTTAAGTATCATATTGTGAAGACACCGAGATCGGTTTACAAAACT
AGTAAAGCAAAGATCCTTAAGTATCATGTTGTCAAGACACCGAGATCGGTTTACAAAACT

AGTAAAGCAAAGATTCTTAAGTATCATGTCGTGAAGACACCGAGATCTGTTTACAAAACT
AGTAAAGCAAAGATTCTTAAGTATCATGTCGTGAAGACACCGAGATCTGTTTACAAAACT

AGTAAAGCAAAGATTCTTAAGTATCATGTGGTGAAGACACCGAGATCAGTTTACAAAACA

AGTAAAGCAAAGATTCTTAAGTATCATGTGGTGAAGACACCGAGATCGGTTTACAAAACG

khkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkk hhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkk * ,k ,khkkhkkhkkhkhkkhkkhkkhkhkhkkhkkhk *hkhkhhkkhkhkhhk*k

GTTCCAAACTGTGAACCTTGCCGACCTCTCCAAAGGTCACCGATTGAGGGTTTCTATCTG

GTTCCAAACTGTGAACCTTGCCGCCCTCTCCAAAGGTCACCGATCGAAGGGTTCTATTTG
GTCCCAAACTGTGAACCTTGCCGACCTCTCCAAAGGTCACCGATCGAAGGGTTCTATCTG

GTCCCAAACTGTGAACCTTGCCGACCTCTCCAAAGGTCACCGATCGAAGGGTTCTATCTG
GTCCCAAACTGTGAACCTTGCCGACCTCTCCAAAGGTCACCGATTGAAGGGTTCTATCTG

GTCCCAAACTGTGAACCTTGCCGACCTCTCCAAAGGTCACCGATTGAAGGGTTCTATCTG

kk kkkkkkkkhkkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkk *,khkkhkhkkhkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkhkhkhkkhkkhkkhk *k *k *hkhkhkhkkx *%

GCTGGTGATTACACAAAGCAGAAATACTTGGCTTCCATGGAAGGTGCAGTTTTATCCGGG

GCTGGCGATTACACAAAGCAGAAATACTTGGCTTCCATGGAAGGTGCAGTATTATCTGGG
GCTGGCGATTACACAAAGCAGAAATACTTGGCTTCCATGGAAGGTGCAGTATTATCTGGG
GCTGGCGATTACACAAAGCAGAAATACTTGGCTTCCATGGAAGGTGCAGTATTATCTGGG

GCTGGCGATTACACAAAGCAGAAATACTTGGCTTCCATGGAAGGTGCAGTTTTATCTGGG

GCTGGCGATTACACAAAGCAGAAATACTTGGCATCCATGGAAGGTGCAGTTTTATCCGGG

hhkhkkhkk Khhkhkkhkhkhkhhkhkhkhhkhkhhkhhhhkhkhhhhkhkhk *Ahhkhhkhkhhhkhkhhkhhhhdx *Ardd*x *kx

AAGCTTTGCGCCCAGTCTATAGTGCAGGATTATAGCAGGCTTGCTCTCAGGAGCCAGAAA

AAGCTTTGCGCCCAGTCTATAGTGCAGGATTATAGCAGGCTCTCCCTCAGGAGTCAGAAA
AAGCTTTGCGCCCAGTCTATAGTGCAGGATTATAGCAGGCTCTCCCTCAGGAGTCAGAAA
AAGCTTTGTGCCCAGTCTATAGTGCAGGATTATAGCAGGCTCTCCCTCAGGAGCCAGAAA

AAGCTTTGTGCCCAGTCTATAGTGCAGGATTATAGCAGGCTCTCCCTCAGGACTCAGAAA

* Kk x Kk
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