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1

(57) Resumo: METODO E COMPOSICOES PARA
CONTROLE GENETICO DE INSETOS-PRAGA EM
PLANTAS DE ALGODAO ATRAVES DO
SILENCIAMENTO DE GENES DE QUITINA SINTASES.
A presente inveng&o estd relacionada ao controle de
infestacdo de praga através da inibicdo ou redugdo da
expressdo de genes da familia da quintina sistase. A
invengdo prové ainda métodos e composigdes para 0
controle de pragas, através da alimentagdo de uma ou
mais moléculas de RNA de fita dupla provida pela
presente invengdo. A invengdo descreve ainda um
método de obtencdo de plantas transgénicas que
expressem moléculas de RNA de fita dupla. A presente
invengdo é preferencialmente utilizada para plantas de
algodoeiro.
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Relatério de Patente de Invenciio: “METODO E COMPOSICOES PARA CONTROLE
GENETICO DE INSETOS-PRAGA EM PLANTAS DE ALGODAO ATRAVES DO
SILENCIAMENTO DE GENES DE QUITINA SINTASES”.

CAMPO DA INVENCAO

A presente invengdo refere-se ao campo de controle de insetos-praga que atacam
lavouras agricolas, especialmente algodoeiros, através do silenciamento de genes de quitina

sintases mediado por RNA dupla fita (dsRNA) expresso em plantas de algod&o.

FUNDAMENTOS DA INVENCAO

A agricultura é um dos principais pilares da economia de paises em desenvolvimento.
No Brasil, as principais culturas produzidas sfo: soja, algoddo, milho, feijdo, café, cana-de-
agucar, entre outras. No entanto, a maioria destas culturas tem a sua produgéo prejudicada pela
incidéncia de insetos-praga e doengas. As perdas na produgfo agricola causadas por insetos-
praga chegam a niveis elevados de mais de 37% e sabe-se que cerca de 200 doengas de plantas
sdo causadas por fitopatdogenos (HAQ, S. K., et al., Protein proteinase inhibitor genes in
combat against insects, pests, and pathogens: natural and engineered phytoprotection. Archives
of biochemistry and biophysics, v. 431, n. 1. p. 145-159. 2004), A necessidade de controlar os
insetos-praga e patégenos na agricultura tem impulsionado o desenvolvimento de diferentes
pesticidas que diminuem as perdas e contribuem com o agronegdcio, porém, sdo altamente
toxicos, ndo somente a espécie alvo, como também aos outros animais e até aos humanos.

O algodoeiro ¢, dentre todas as plantas domésticas e cultivaveis, uma das mais atacadas
por doengas e insetos-praga, além de apresentar alta sensibilidade & ocorréncia imposta por
plantas daninhas (Beltréo, E. M., Souza, J. G. O agronegécio do algoddo no Brasil. Embrapa:
Brasilia, v.01, 1999). Dentre os principais insetos-praga, destaca-se o bicudo-do-algodoeiro,
Anthonomus grandis (Boheman, C. H. Description of new species. In Schoenherr, Genera et
species Curculionidum cum synonymia hujus Familiae, vol. 7, pt. 2. Paris: Roret. 461p.,
1843), considerado uma das pragas mais sérias da cultura do algoddo, encontrando-se dispersa
no México, Cuba, Haiti, Venezuela, Colombia, Paraguai e Brasil. Este inseto utiliza os botdes

florais e frutos do seu hospedeiro como fonte de alimento e local de desenvolvimento,
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causando prejuizos diretos a comercializagdo da fibra de algoddo. Os niveis de infestagéio
crescem rapidamente e os prejuizos podem atingir até 100% da produgdo, caso as medidas de
controle ndo sejam adequadas. Este inseto representa um grande potencial de dano, sendo
considerado praga-chave no planejamento e controle de insetos nocivos a cultura,
principalmente devido & dificuldade de controle pelos inseticidas quimicos.

O algodoeiro e suas pragas coexistem por um longo periodo evolutivo. Planta e inseto
formam um sistema morfologico e bioquimico interdependente e competitivo, resultando na
maioria das vezes, na utilizagfo de parte da planta pelo inseto. Essa parte utilizada representa o
dano causado pelo inseto a planta, e depende do tamanho da populagdo da praga, e da
habilidade da planta em resistir ao ataque e de se recuperar do dano sofrido (Beltrfo, E. M.,
Souza, J. G. O agronegdcio do algoddo no Brasil. Embrapa: Brasilia, v.01, 1999).

A interagfo planta versus inseto pode ser visualizada de pelo menos duas maneiras: do
ponto de vista do inseto, com a planta variando de adequada a completamente inadequada
como hospedeira e, por outro lado, do ponto de vista da planta onde, quanto menor o numero
de espécies e abundancia de insetos associados a ela, e quanto menor o efeito que esses insetos
exercem sobre elas, maior a sua resisténcia sobre esses insetos (Santos, W. J. Identificacéo,
biologia, amostragem e controle das pragas do algodoeiro. In: Embrapa Agropecuaria Oeste;
Embrapa Algoddo. Algoddo: tecnologia de produgo., p. 296p. 20()'2.).~

Entre um extremo e outro de resisténcia das plantas aos insetos-praga, existe um
completo e extensivo arsenal de mecanismos de ataque e contra-ataque a agfo dos insetos, que
véo desde um simples impedimento morfoldgico a complexos componentes fitoquimicos, que
interferem diretamente no processo metabolico envolvido na utilizagdo da planta como
hospedeira do inseto. Em termos praticos, a resisténcia do algodoeiro aos insetos;praga
representa a habilidade de certas cultivares produzirem algoddo de melhor qualidade em maior
quantidade que outros cultivares, sob ataque da mesma populagdo de insetos—praga (Freire, E.
C. Cultivares e produgdo de semente na melhoria da qualidade do algoddo no nordeste e
centro-oeste do Brasil. Boletim informativo Embrapa/ CNPA. 1997).

Atualmente, tem surgido uma necessidade para o desenvolvimento de métodos mais
seletivos, sem agéo sobre o meio ambiente, ndo persistentes e biodegradaveis e que se adaptem

bem a programas de controle de insetos-praga.
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Devido aos perigos associados ao controle quimicos de insetos, diversas abordagens
moleculares para o controle de pragas em plantas foram desenvolvidas. A mais de trinta anos a
utilizagdo do Bacillus thuringiensis, vem se mostrando uma alternativa segura, e cada vez mais
suas entomotoxinas sdo transferidas para variedades comerciais. Campos plantados com as
variedades transgénicas apresentam uma redugfo drastica na utilizagdo de inseticidas em todo
o mundo, o que adicionalmente causa uma diminui¢do de casos de envenenamento e também
um aumento no niimero de insetos benéficos nas plantagdes.

Atualmente, o RNA interferente, apresenta-se como uma ferramenta com grande
potencial para o combate de insetos pragas, tendo em vista sua especificidade, e alta eficiéncia
na supressdo do mRNA alvo.

O mecanismo de RNA interferente (RNAi) € um fen6meno que ocorre naturalmente nas
células e em diversos organismos eucaridticos. Tal processo, descrito primeiramente em
plantas, foi denominado como silenciamento génico pds-transcricional, ou PTGS (NAPOLI,
C., et al., Introduction of a Chimeric Chalcone Synthase Gene into Petunia Results in
Reversible Co-Suppression of Homologous Genes in Trans. Plant Cell, v. 2, n. 4. p. 279-289.
1990). No entanto, a primeira descrigdo de silenciamento génico em animais, assim como sua
melhor compreensdo, foi obtida em Caenorhabditis elegans, nematdide de vida livre e
organismo modelo (FIRE, A., et al., Potent and specific genetic.interference by double-
stranded RNA in Caenorhabditis elegans. Nature, v. 391, n. 6669. p. 806-811. 1998).
Atualmente sabe-se que esse processo participa de forma integral na regulagdo da expressédo
génica em vdrias plantas e outros eucariotos (LILLEY, C. J., et al., Recent progress in the
development of RNA interference for plant parasitic nematodes. Molecular Plant Pathology, v.
8,n.5.p. 701-711.2007).

Seu mecanismo de acéo baseia-se principalmente na introdugio de um RNA dupla fita
em um organismo alvo, por microinje¢do ou ingestdo (FIRE, A, et al., Potent and specific
genetic interference by double-stranded RNA in Caenorhabditis elegans. Nature, v. 391, n.
6669. p. 806-811. 1998). Esse RNA dupla fita inicia um processo de silenciamento génico p6s-
transcricional, através da degradagdo de mRNAs homoélogos, causando uma diminui¢do na

sintese da proteina correspondente (MEISTER, G.; TUSCHL, T., Mechanisms of gene
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silencing by double-stranded RNA. Nature, v. 431, n. 7006. p. 343-349. 2004), dificultando a
sobrevivéncia ou até mesmo levando o parasito a morte.

Desde a sua descrigfo inicial a técnica transformou-se em uma ferramenta valiosa para a
gendmica funcional de insetos, em particular no estudo de fungdo génica em Drosophila
melanogaster (MESQUITTA, L.; PATERSON, B. M., Targeted disruption of gene function in
Drosophila by RNA interference (RNA-i): a role for nautilus in embryonic somatic muscle
formation. Proc Natl Acad Sci U S A, v. 96, n. 4. p. 1451-1456. 1999; KENNERDELL, J. R,;
CARTHEW, R. W., Heritable gene silencing in Drosophila using double-stranded RNA. Nat
Biotechnol, v. 18, n. 8. p. 896-898. 2000). Trabalhos recentes mostraram a viabilidade de
plantas que produziam dsRNA na resisténcia contra insetos pragas. Essas plantas transgénicas
produziram dsRNA especificos contra genes essenciais no trato digestivo dos insetos causando
mortalidade em 24h depois do contato com o RNAi (BAUM, J. A., et al,, Control of
coleopteran insect pests through RNA interference. Nat Biotechnol, v. 25, n. 11. p. 1322-1326.
2007; MAO, Y. B., et al, Silencing a cotton bollworm P450 monooxygenase gene by
plantmediated RNAi impairs larval tolerance of gossypol. Nat Biotechnol, v. 25, n. 11. p.
1307-1313.2007).

A aplicagdo de RNAI in planta tem um grande potencial como uma abordagem para o
manejo de insetos. A especificidade do RNAi para fins insetipidas ¢ uma consideragfo
importante para o uso desta tecnologia em aplicagdes praticas, ja que os efeitos sobre insetos
nfo-alvo podem ser minimizados. Dentre outras vantagens, esta técnica permite o uso de
apenas fragmentos de sequéncias, tendo em vista que a tradugdo de uma proteina ndo ¢
necessaria, o que minimiza as preocupagdes com biosseguranga e alergenicidade, e representa
uma forma de controle provavelmente mais eficaz do que as atuais.

A quitina, um polissacarideo linear formado por residuos de N-acetil-D-glicosamina
unidos por ligages B (1-4), ¢ amplamente difundida entre os insetos, os quais utilizam este
versatil biopolimero em varias estruturas anatdmicas. As duas principais estruturas
extracelulares onde ocorre a deposigdo de quitina sdo a cuticula que reveste a epiderme e a
membrana peritréfica que recobre o intestino médio. (MUTHUKRISHNAN, S., et al., Chitin
Metabolism in Insects. In Insect Molecular Biology and Biochemistry, 1 ed.; Gilbert, L. 1., Ed.
Elsevier: London, pp 193-225. 2012).
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A membrana peritréfica é uma estrutura funcional que recobre o intestino médio dos
insetos. As principais fungdes atribuidas a esta membrana s@o a de protegdo mecénica contra
injuria as células do intestino médio (WIGGLESWORTH, V., The principles of insect
physiology. 7 ed.; Chapman and Hall: London,Vol. p 827. 1972), uma barreira fisica contra
microorganismos (PETERS, W., Peritrophic membranes. Springer-Verlag New York,Vol.
1992), uma barreira seletiva para enzimas digestivas e produtos de digestdo (DAY, M. F;
WATERHOUSE, D. F., Functions of the alimentary system. John Wiley:New York,Vol. p
299-310. 1953) e atuagBo no mecanismo de reciclagem de enzimas digestivas, fendmeno
conhecido como circulagfo ectoendoperitrofica (TERRA, W. R., Physiology and Biochemistry
of Insect Digestion - an Evolutionary Perspective. Brazilian Journal of Medical and Biological
Research, v. 21, n. 4. p. 675-734. 1988; TERRA, W. R.; FERREIRA, C., Insect Digestive
Enzymes - Properties, Compartmentalization and Function. Comparative Biochemistry and
Physiology BBiochemistry & Molecular Biology, v. 109, n. 1. p. 1-62. 1994; TERRA, W. R,,
The origin and functions of the insect peritrophic membrane and peritrophic gel. Archives of
Insect Biochemistry and Physiology, v. 47, n. 2. p. 47-61, 2001).

A cuticula de insetos ou exoesqueleto ¢ uma estrutura multifuncional, que serve de
suporte fisico, como também lhe d& a sua forma, possibilita a locomogdo, confere a
impermeabilizagdo do corpo, e uma gama de especializagGes mgcénicas localizadas, como
elevado grau de adesfo, resisténcia ao desgaste e controle de difusdo. Nesta estrutura, suas
propriedades mecénicas sfo atribuidas ao seu principal constituinte, a quitina (VINCENT, J.
F., et al., Design and mechanical propetrties of insect cuticle. Arthropod Struct Dev, v. 33, n. 3.
p. 187-199. 2004).

A sintese e a deposigdo de quitina na cuticula e na membrana peritrofica compreendem
uma série sequéncial de complexas transformagdes bioquimicas, biofisicas, intracelulares e
extracelulares, algumas das quais ainda pouco entendidas (MOUSSIAN, B., et al., Assembly
of the Drosophila larval exoskeleton requires controlled secretion and shaping of the apical
plasma membrane. Matrix Biol, v. 26, n. 5. p. 337-347. 2007). Por estar ausente em plantas e
vertebrados, a via biossintética da quitina é um dos principais alvos para o desenvolvimento de
inseticidas, desde 1970 (VERLOOP, A, et al., Benzoylphenyl Ureas - A New Group of
Larvicides Interfering with Chitin Deposition. In Pesticide Chemistry in the 20th Century,
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AMERICAN CHEMICAL SOCIETY: Vol. 37, pp 237-270. 1977). Dentre as enzimas
envolvidas na sintese de quitina em insetos, enfoque especial tem sido dado a ultima etapa da
via que ¢ mediada pela enzima quitina sintase (EC 2.4.1.16), a qual catalisa a polimerizagdo da
quitina a partir de mondmeros ativados de UDP-N-acetilglicosamina (MERZENDORFER, H.,
The cellular basis of chitin synthesis in fungi and insects: common principles and differences.
Eur J Cell Biol, v. 90, n. 9. p. 759-769. 2011).

A interrupgdo ou a diminui¢@io da sintese de enzimas que participem da biossintese de
constituintes da cuticula e da membrana peritréfica dos insetos por meio da tecnologia do
RNAI apresenta-se como uma forma especifica de controle de insetos pragas.

A quitina sintase A (ou tipo 1) em insetos € a principal enzima envolvida na biossintese
de quitina da cuticula e da traqueia, no entanto, a quitina sintase B (ou tipo 2) em insetos € a
principal enzima envolvida na biossintese de quitina da membrana peritrofica, ambas quitinas
sintases de insetos tem sido estudadas como alvos ideais para o desenvolvimento de estratégias
de controle de insetos-praga.

Na presente invengdo ¢ mostrado o efeito inseticida de moléculas de dsRNA sobre o
bicudo do algodoeiro, Anthonomus grandis, a principal praga da cotonicultura do Brasil. O
efeito inseticida ¢ atribuido a inibi¢8io dos niveis de transcritos das enzimas quitina sintase 1 e
2, que ocasionou danos ao desenvolvimento de ovos e adultps. de A. grandis quando

submetidos ao tratamento de dsRNA contra estas enzimas.

SUMARIO DA INVENCAQ

A presente invengdo estd relacionada com um método para reduzir ou inibir a
expressdo de genes envolvidos na biossintese de quitina em células eucariéticas,
particularmente em células animais, resultando na morte, inibi¢8o, atrofia ou interrupgfo de
alimentac@o de uma praga alvo.

Em uma concretizagdo a invengdo descreve moléculas de 4cido nucleicos
substancialmente similares as sequéncias selecionadas do grupo consistindo de SEQ ID N° 1,
SEQ ID N° 2, SEQ ID N° 3, SEQ ID N° 4, SEQ ID N° 5 e SEQ ID N° 6 ou fragmentos ou
complementos destas. A invengdo descreve moléculas de dsRNA, a partir das sequéncias

selecionadas do grupo consistindo de SEQ ID N° 1, SEQ ID N° 2, SEQ ID N° 3, SEQ ID N° 4,
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SEQ ID N° 5 e SEQ ID N° 6, ou fragmentos ou complementos destas ou fragmento ou
complemento desta, estabilizada ou a expressdo de um ou mais mictoRNAs (miRNA) ou
siRNAs para inibigdo da expresséo de um gene-alvo, em coledptero-praga, expressado destas
sequéncias e fragmentos das mesmas.

A invengdo descreve ainda composigdes contendo moléculas de 4cido nucleico
substancialmente similar as sequéncias selecionadas do grupo consistindo de SEQ ID N° 1,
SEQ ID N° 2, SEQ ID N° 3, SEQ ID N° 4, SEQ ID N° 5 e SEQ ID N° 6, ou fragmentos ou
complementos destas, para o controle de insetos-praga, particularmente o bicudo-do-
algodoeiro (Anthonomus grandis).

A invengdo prové também um método para supressdio de expressdo génica em um
coledptero-praga, como o bicudo-do-algodoeiro ou espécie correlata, que compreende a etapa
de fornecimento na dieta da praga de uma quantidade supressora do gene, contando com pelo
menos uma molécula de dsRNA, transcrita de uma sequéncia de nucleotideos
substancialmente similar as sequéncias selecionadas do grupo consistindo de SEQ ID N° 1,
SEQ ID N° 2, SEQ ID N° 3, SEQ ID N° 4, SEQ ID N° 5 e SEQ ID N° 6, ou fragmentos ou
complementos destas, que tenha pelo menos um fragmento complementar de uma sequéncia
do mRNA no interior das células da praga.

Sédo também aspectos da invengdo, genes quiméricos, constyugﬁesgémicas contendo as
moléculas de acido nucleico da presente invengdo, vetores de transformagfo e expressdo,
células e organismos transgénicos, métodos para a expressdo da molécula da presente invengdo
em organismos transgénicos, bem como o uso das mesmas no controle de pragas. A invengdo
compreende, também, um método para obtengdo de uma planta transgénica utilizando as
construgdes génicas da presente invengdo e um método de produgfo de comida ou alimento,
compreendendo a obtengéo de uma planta transformada com polinucleotideos contendo uma
sequéncia de nucleotideos substancialmente similar as sequéncias selecionadas do grupo
consistindo de SEQ ID N° 1, SEQ ID N° 2, SEQ ID N° 3, SEQ ID N° 4, SEQ ID N° 5 ¢ SEQ
ID N° 6, ou fragmentos ou complementos destas, e o preparo de comida ou alimento a partir da

referida planta ou parte da mesma.
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BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

Figura 1 — Estratégia de clonagem do cDNA de AntgCHSI1. A sequéncia completa do cDNA
de AntgCHS1 foi determinada pela sobreposic¢io de 3 fragmentos de PCR.

Figura 2 — Estratégia de clonagem do cDNA de AntgCHS2. A sequéncia completa do cDNA
de AntgCHS?2 foi determinada pela sobreposic¢do de 4 fragmentos de produtos de PCR.

Figura 3 — Andlise da expressdo relativa de transcritos do gene AntgCHSI em ovos de A.
grandis por qPCR. p-actina e GAPDH foram utilizados como genes de referéncia. A
expressédo relativa (UA) foi calculada com base no valor de expresséio para o tratamento de
dsRNA AntgCHSI1, a qual foi atribuido um valor arbitrario de 1. Diferentes letras sobre as
barras indicam diferenca significante da expressdo entre os tratamentos baseado em duas
replicas bioldgicas (P<0,03, teste-T). Nos tratamentos cada inseto foi microinjetado com 200
ng de dsRNA GUS (controle) e 200 ng de dsSRNA AntgCHSI.

Figura 4 - Efeito do dsRNA de AntgCHS1 sobre a oviposi¢do de ovos de 4. grandis. A.
Efeito do dsRNA de AntgCHS1 sobre a viabilidade de ovos de 4. grandis; B. Ovos inviaveis
provenientes de fémeas microinjetadas com dsRNA de AntgCHS1. Nos tratamentos cada
inseto foi microinjetado com 200 ng de dsRNA GUS (controle) e 200 ng de dsRNA
AntgCHS1. .

Figura 5 - Efeito do dsRNA de AntgCHSI sobre larvas neonafasl provenvientes de insetos
adultos microinjetados de 4. grandis. A. Larvas provenientes de adultos microinjetados com
dsRNA de AntgCHS1; B detalhe de larva controle provenientes de adultos microinjetados com
dsRNA GUS (controle), C e D detalhe de larvas de 1° instar com mal formagdes na capsula
cefalica.

Figura 6 - Efeito do dsRNA AntgCHSI sobre o desenvolvimento de A. grandis. A
microinje¢do do dsRNA AntgCHSI1 foi ralizada em larvas de 3° instar. Apds microinjecéo as
larvas foram transferidas para dieta artificial para completarem o seu desenvolvimento. Apds
10 dias a morfologia dos insetos foi avaliada.

Figura 7 - Andlise da expressdo relativa de transcritos de AntgCHS2 apds microinjegéo de
diferentes segmentos de dsRNA- genes de referéncia GAPDH e beta-actina. 1. Controle

consistiu da administragdo de H20; 2. dsSRNA GUS - consistiu da administragdo de um
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dsRNA com a sequéncia de 350 pb do gene gus; 3. dsRNA AntgCHS2.1 (SEQ ID N° 4); 4.
dsRNA AntgCHS2.2 (SEQ ID N° 5); 5. dsRNA AntgCHS2.3 (SEQ ID N° 6).

Figura 8 - Andlise da expressdo relativa de transcritos por PCR em tempo real de AntgCHS2
depois da microinjecdo de diferentes concentragdes de dsSRNA AntgCHS2.3 (SEQ ID N° 6) em
insetos adultos de A. grandis apds 48hs.

Figura 9 - Analise da expressdo relativa de transcritos por PCR em tempo real de AntgCHS2
depois da microinjecdo de diferentes concentragdes de dsSRNA AntgCHS2.3 (SEQ ID N° 6) em
larvas de 4. grandis apds 72hs.

Figura 10 - Anélise da persisténcia do silenciamento de AntgCHS2 apds o desenvolvimento
larval de A. grandis por PCR em tempo real. A microinje¢do de dsSRNA AntgCHS2.3 (SEQ ID
N° 6) foi realizada em larvas e o silenciamento foi analisado em insetos adultos de 4. grandis
apds 72hs da emergéncia.

Figura 11 - Efeito da microinjecfo de dsRNA AntgCHS2.3 (SEQ ID N° 6) sobre a oviposigédo
de fémeas 4. grandis. No tratamento controle foi realizada a administragdo de dsSRNA GUS;
A. andlise da quantidade de ovos/fémea/dia; B. Andlise da oviposi¢do do nimero de ovos
totais. Nos tratamentos cada inseto foi microinjetado com 200 ng de'dsRNA GUS (controle) e
200 ng de dsRNA AntgCHS2.3.

Figura 12 - Efeito da microinjegdo de dsRNA AnthHSZS (SEQ ID N° 6) sobre a
sobrevivencia de fémeas de 4. grandis. Nos tratamentos cada inseto foi microinjetado com

200 ng de dsRNA GUS (controle) e 200 ng de dsSRNA AntgCHS2.3.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

A presente invengfio descreve métodos e composigdes para o controle de pragas,
especialmente pragas de algoddo. Por exemplo, a presente invengdo fornece tecnologias de
DNA recombinante para reprimir ou inibir pods-transcricionalmente a expressdo de uma
sequéncia alvo na célula de uma praga. Esse efeito é obtido através da alimentagfo, para uma
ou mais pragas, de cadeia dupla de RNA ou de fragmentos de RNA (miRNA ou siRNA)
transcritos a partir de toda ou uma parte de uma sequéncia alvo que codifica, controlando
assim a infestagfo. Por conseguinte, a presente invengdo refere-se a sequéncias especificas de

inibig8o da expressio de sequéncias de codificagdo, utilizando RNA de cadeia dupla (dsRNA),
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incluindo pequeno RNA interferente (siRNA), para atingir os niveis pretendidos de controle de
pragas.

A presente invengdo proporciona um método de inibi¢8o da expressdo de um gene alvo
em coledpteros. Em certas formas de realizagdo, o método compreende a modulagdo ou
inibicdo da expressdo de um ou mais genes-alvo de coledpteros que faz com que ocorra
inibi¢do do desenvolvimento, reprodugdo e/ou infecciosidade e, eventualmente, resulte na
morte do inseto. Mais especificamente a presente invengdo esta relacionada a inibigdo dos
genes da familia da quitina sintase em coledpteros, resultando na interrupgdo do
desenvolvimento e mé formagdo de insetos larvas e adultos, podendo resultar na morte do
inseto. O método compreende a introdugdo de RNA dupla fita (dsRNA) de forma parcial,
estabilizado, incluindo as suas formas modificadas, tais como sequéncias de pequeno RNA
interferente (siRNA), dentro das células ou em meio extracelular, tal como o intestino médio,
dentro de coledpteros em que o dsRNA entra nas células e inibe a expresséo de pelo menos um
ou mais genes alvo, e onde a inibigdo exerce um efeito deletério sobre a praga. Os métodos e
as composigdes associadas podem ser utilizados para limitar ou eliminar a infestagdo de
coledpteros ou em qualquer hospedeiro de pragas, praga simbionte, ou ambiente no qual a
praga esta presente através de uma ou mais composi¢des que compreendem a molécula de
dsRNA aqui descrita na dieta das pragas. ' .

A presente invengdo proporciona ainda exemplos de composi¢des de acido nucleico que
s8o homdlogas a pelo menos uma porg¢éo das sequéncias selecionadas do grupo consistindo de
SEQID N° 1, SEQID N° 2, SEQID N°3 e SEQ ID N° 4, SEQID N° 5 ¢ SEQ ID N° 6, ou
fragmentos ou complementos destas. Um exemplo especifico de tais acidos nucleicos
proporcionados pela invengfo estd descrito nas SEQ ID NO 2 e SEQ ID NO 6 ou seus
complementos.

Em ainda outro aspecto, a inveng@io proporciona um método para a supressdo da
expressdo do gene de uma praga coledpteros, tais como bicudo-do-algodoeiro ou de espécies
relacionadas, que compreende o passo de proporcionar na dieta da praga de uma quantidade
gene supressor de pelo menos um dsRNA molécula transcrita a partir de uma sequéncia
nucleotidica tal como aqui descrito, pelo menos, um segmento do qual é complementar a uma

sequéncia miRNA dentro das células da praga. O método pode ainda compreender a morte,
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nanismo, ou cessa¢éio da alimentagdo da praga. Uma molécula de dsRNA, incluindo a sua
forma modificada tal como uma molécula de siRNA, alimentada a uma praga de acordo com o
invento pode ser de pelo menos de cerca de 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88 89, 90, 91, 92,
93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, ou cerca de 100% de identidade com uma molécula de RNA
transcrita a partir das sequéncias selecionadas do grupo consistindo de SEQ ID N° 1, SEQ ID
N° 2, SEQ ID N° 3 e SEQ ID N° 4, SEQ ID N° 5 ¢ SEQ ID N° 6 ou fragmentos ou
complementos destas.

A presente invengdo proporciona ainda uma molécula de dsRNA estabilizada ou a
expressdo de um ou mais miRNAs para a inibig8o da expressdo de um gene alvo numa praga
coledptera expressa a partir desta sequéncia e os seus fragmentos. Um dsRNA estabilizada,
incluindo uma molécula de siRNA miRNA ou pode compreender pelo menos duas sequéncias
de codificagfio que sdo dispostos em um sentido e uma orienta¢do anti-sentido em relagéo a
pelo menos um promotor, em que a sequéncia de nucledtideos que compreende uma cadeia
com sentido e uma cadeia anti-sentido estd relacionada ou ligada por uma sequéncia
espagadora de, pelo menos, a partir de cerca de trés a cerca de dez mil nucleotideos, em que a
cadeia com sentido e a cadeia anti-sentido podem ser formadas de comprimentos diferentes, e
cada uma das duas partes codificam sequéncias de pelo menos 80% de identidade de
sequéncia, pelo menos, 90 %, pelo menos 95%, pelo menos 98%‘,’011 100% de identidade de
sequéncia, a qualquer sequéncia de um ou mais nucleétido (s} de acordo com as sequéncias
selecionadas do grupo consistindo de SEQ ID N° 1, SEQ ID N°2, SEQ ID N° 3 ¢ SEQ ID N°
4, SEQID N° 5 e SEQ ID N° 6 ou fragmentos ou complementos destas.

Além disso, a invengéo fornece ainda um fragmento ou concatdmero de uma sequéncia
de 4cido nucleico selecionada a partir das sequéncias selecionadas do grupo consistindo de
SEQ ID N° 1, SEQ ID N° 2, SEQ ID N°3 e SEQ ID N° 4, SEQID N° 5 ¢ SEQ ID N° 6 ou
fragmentos ou complementos destas. O fragmento pode ser definido como causando morte, ou
prejudicando o desenvolvimento de um organismo nocivo quando expresso como um dsRNA
e fornecido para a praga. O fragmento pode, por exemplo, compreender pelo menos cerca de
19, 21, 23, 25, 40, 60, 80, 100, 125 ou mais nucleotideos contiguos das sequéncias
selecionadas do grupo consistindo de SEQ ID N° 1, SEQ ID N° 2, SEQ ID N° 3 ¢ SEQ ID N°
4, SEQ ID N° 5 e SEQ ID N° 6, ou fragmentos ou complementos destas, ou um seu
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complemento. Um segmento de DNA benéfico para uso no presente invento € pelo menos 19 a
cerca de 23, ou cerca de 23 até cerca de 100 nucleotideos até cerca de 2000 nucledtideos de
comprimento ou mais. Particularmente util para a presente invengéo sdo sequéncias de DNA,
incluindo cerca de 19 a cerca de 400 nucleotideos homologos a uma sequéncia alvo de pragas.
A invengdo proporciona também um écido ribonucleico expresso a partir de qualquer de tais
sequéncias, incluindo um dsRNA. A sequéncia selecionada para utilizag@o na expressdo de um
agente de supressdo de gene pode ser construida a partir de uma Gnica sequéncia derivada de
uma ou mais pragas alvo e destinada a ser utilizada na expresséio de um RNA que funciona na
supressdo de um Unico gene ou familia de genes em uma ou mais pragas alvo, ou a sequéncia
de DNA pode ser construida como uma quimera de uma pluralidade de sequéncias de DNA.
Especificamente para a presente invengdo essa familia de genes esta relacionada a familia dos
genes da quitina sintase, especificamente & quitina sintase 1 e quitina sintase 2.

Em ainda outro aspecto, o invento proporciona construgdes de DNA recombinante que
compreende uma molécula de acido nucleico que codifica uma molécula de dsRNA aqui
descrita. O dsRNA pode ser formado por uma fita de transcrigdo da molécula de uma
sequéncia de nucleotideos que € pelo menos de cerca de 80% a cerca de 100% idéntica as
sequéncias selecionadas do grupo consistindo de SEQ ID N° 1, SEQ ID N°2, SEQID N°3 e
SEQ ID N° 4, SEQ ID N° 5 ¢ SEQ ID N° 6, ou fragmentosAouyc;o.mplementos destas. Tais
construgdes de DNA recombinante podem ser definidas como a produgio de moléculas de
dsRNA, capazes de inibir ou reduzit a expressdo do gene alvo enddgeno (s) numa célula praga
apds a ingestdo. A construgdo pode incluir uma sequéncia nucleotidica do invento
operativamente ligado a uma sequéncia de promotor que funciona na célula hospedeira. A
presente invengdo pode se utilizar de promotores tecido-especificos ou constitutivos.
Preferencialmente para a presente invengfo os promotores tecido-especificos podem ser, mas
ndo estdo limitados a, promotores especificos para botdes florais de plantas de algoddo.

Construgdes de acido nucleico de acordo com a invengfio podem compreender pelo
menos uma sequéncia de nucleétidos que ndo ocorre naturalmente e que pode ser transcrita em
um RNA de cadeia simples, capazes de formar uma molécula de dsRNA in vivo por meio de
hibridizag8io. Tais sequéncias de dsRNA podem ser fornecidas na dieta de uma praga de

coledpteros para alcangar a inibigdo desejada. Preferencialmente para a presente invengdo a




10

15

20

25

30

13/38

molécula de dsRNA ¢ formada por sequéncias de nucleotideos substancialmente similares as
sequéncias selecionadas do grupo consistindo de SEQ ID N° I, SEQ ID N°2, SEQID N°3 e
SEQID N°4, SEQ ID N° 5 ¢ SEQ ID N° 6 ou fragmentos ou complementos destas.

Uma construgdio de DNA recombinante pode conter sequéncias substancialmente
similares as sequéncias selecionadas do grupo consistindo de SEQ ID N° 1, SEQ ID N° 2, SEQ
ID N°3 e SEQ ID N° 4, SEQ ID N° 5 e SEQ ID N° 6 ou fragmentos ou complementos destas.
Os dsRNAs podem expressar a partir de construgdes introduzidas em varios eventos de
transformag8o diferentes, ou podem ser introduzidos numa Unica molécula de acido nucleico.
Os dsRNAs podem ser expressos utilizando um Gnico promotor ou promotores multiplos. Em
um aspecto, a invengfio proporciona uma célula hospedeira recombinante ter no seu genoma
pelo menos uma sequéncia de DNA recombinante que é transcrito para produzir pelo menos
uma molécula de dsRNA, que funciona quando ingeridos por uma praga de coledpteros para
inibir ou reduzir a expressdo de um gene alvo em uma praga. A molécula de dsRNA pode ser
codificada pelas sequéncias selecionadas do grupo consistindo de SEQ ID N° 1, SEQ ID N° 2,
SEQ ID N° 3 e SEQ ID N° 4, SEQ ID N° 5 e SEQ ID N° 6 ou fragmentos ou complementos
destas. A presente invengfo também proporciona uma célula vegetal transformada tendo no
seu genoma pelo menos uma sequéncia de DNA recombinante aqui descrita. As plantas
transgénicas que compreendem um tal célula de planta transformada so também fornecidas,
incluindo as plantas de progénie de qualquer geragdo, as sementes, e produtos vegetais, cada
uma compreendendo o DNA recombinante.

Os métodos e composi¢Ges da presente invengdo podem ser aplicados a qualquer planta
monocotiledonea e dicotileddnea, dependendo do controle de pragas de coledpteros desejado.
Assim, a presente invengfo descreve uma planta transformada com uma sequéncia de DNA
recombinante, como descrito as sequéncias selecionadas do grupo consistindo de SEQ ID N°
1, SEQ ID N° 2, SEQ ID N° 3 e SEQ ID N° 4, SEQ ID N° 5 ¢ SEQ ID N° 6 ou fragmentos, ou
concatdmeros ou complementos destas, que ¢ transcrito para produzir pelo menos uma
molécula de dsRNA, que funciona quando ingerido por uma praga de coledpteros para inibir
ou reduzir a expressdo de um gene alvo.

A invengdo proporciona também combinagdes de métodos e composi¢Bes para controlar

infestagdes de pragas de coledpteros. Um meio de fornecer um método dsRNA como aqui
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descrito para a protecg¢o de plantas contra a infestagdo de insetos é em conjunto com um ou
mais agentes insecticidas que exibem caracteristicas diferentes das exibidas pelos métodos e
composi¢des de dsRNA. Por exemplo, uma ou mais proteinas de Bt pode ser fornecida na
dieta das pragas de insetos, em combinagdo com um ou mais dsRNAs tal como aqui descrito.
A composi¢do formulada para aplicagdo topica ou derivada utilizando uma abordagem
transgénica, que combina os métodos e as composi¢des de dsSRNA com Bt pode ser utilizada
para criar sinergias que ndo eram conhecidos anteriormente na arte para controlar a infestagéo
de insetos. Uma sinergia ¢ a reduc@o no nivel de expressdo necesséria para o dsRNA (s) ou a
proteina de Bt (s). Quando combinadas, a menor dose eficaz de cada um dos agentes de
controle de pragas pode ser usada. Acredita-se que as proteinas de Bt insecticidas crie poros de
entrada através dos quais as moléculas de dsRNA sdo capazes de penetrar de forma mais
eficaz em espagos remotos a partir do intestino da praga de insetos, ou de forma mais eficiente
para as células na proximidade das lesdes criadas pela proteina Bt, requerendo assim menos
quantidade de Bt ou dsRNA para atingir o resultado desejado de ag@o inseticida ou a inibig8o
desejada ou supress@o de uma fungdo biolégica especifica na praga alvo.

A presente invengdo proporciona portanto uma composi¢fo que contenha dois ou mais
diferentes agentes pesticidas toxicos para a mesma praga ou espécies de insetos onde, pelo
menos, um dos quais compreende um dsRNA aqui descritos. Em_ certas concretizagdes, o
segundo agente pode ser um agente selecionado a partir do grupo que consiste de uma patatina,
uma proteina insecticida de Bacillus thuringiensis, uma proteina Xenorhabdus insecticida,
uma proteina Photorhabdus insecticida, uma proteina de Bacillus laterosporous insecticida,
uma proteina de Bacillus sphaericus insecticida, enzimas da familia de quitinase e uma
lignina. Uma proteina de Bacillus thuringiensis insecticida pode ser qualquer uma de uma
série de proteinas inseticidas, incluindo, mas néo limitado a Cryl, Cry8, Cry10, Cry35 TIC851,
CryET70, Cry225 TIC901, TIC1201, TIC407, TIC417, proteina inseticida CryET33 e binario
CryET34, proteina binaria inseticida CryET80 e CryET76, proteina inseticida binaria TICIOO
e TICIOI, binario inseticida da proteina PS 149Bl, proteina VIP inseticida, proteina TIC900 ou
afins, ou combinagdes das proteinas insecticidas ET29 ou ET37 com proteinas insecticidas

TIC810 ou TIC812 e quimeras inseticidas de qualquer uma das proteinas anteriores.
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Um 4cido ribonucleico, que ¢ fornecido na dieta, pode ser fornecido em uma dieta
artificial formulada para satisfazer as necessidades nutricionais especiais para determinada
praga. A dieta também pode ser uma célula recombinante transformada com uma sequéncia de
DNA construida para a expressdo do agente alvo, o RNA ou o agente de supressdo de gene.
Apéds a ingestdo de uma ou mais células transformadas pela praga, o resultado desejado é
fenotipicamente observado, indicando que o agente foi utilizado para inibir ou reduzir a
expressdo de uma sequéncia nucleotidica alvo que esta dentro das células da praga.

Um gene alvo pode codificar para a supressdo de uma proteina essencial. Para a presente
inveng#o o gene alvo € da familia da quitina sintase cuja fungo é a constitui¢do da formagéo
do cuticula, traquéia e quitina da membrana peritréfica. Portanto, a inibigdo ou redugfio da
expressdo de tal gene podera afetar fungSes essenciais para sobrevida do inseto a ser
selecionada do grupo de diferenciagdo e desenvolvimento da cuticula, formagdo do ovo,
maturagdo larval, transigdo de estdgio larval, pupacdo, digestdo e assimilagdo de nutrientes,
protegdo contra patogenos.

Um outro aspecto da presente invengdo ¢ fornecer um método para melhorar o
rendimento de uma planta submetida a infestagdo de pragas de insetos, compreendendo o
referido método os passos de: a) introdugdo de um polinucleotideo compreendendo uma
sequéncia substancialmente similar as sequéncias selecionadas do gtupo consistindo de SEQ
ID N° 1, SEQ ID N° 2, SEQ ID N° 3 e SEQ ID N° 4, SEQ ID N° 5 ¢ SEQ ID N° 6 ou
fragmentos ou complementos destas ou concatdmeros na referida planta, e b) cultivar a planta
de modo a permitir a expressido da referida caracteristica.

Ainda outro aspecto da invengdo proporciona produtos agrondmica e comercialmente
importantes e/ou composi¢des de matéria, incluindo, mas ndo limitado a, alimentos para
animais, produtos de base, produtos e subprodutos que se destinam a serem utilizados como
alimentos para consumo humano ou para utilizagdo nas composi¢des e produtos que se
destinam ao consumo humano, incluindo, mas nfo se limitando a farinha de algoddo, 6leo de
algoddo, bolos de algoddo, pluma de algoddo, fibra de algoddo, cereais, e assim por diante.
Tais composigdes podem ser definidas como contendo uma quantidade detectidvel de uma
sequéncia de nucleotideos aqui estabelecidos, e, assim, também sfo diagndstico para qualquer

acontecimento transgénico contendo tais sequéncias de nucleotideos. Estes produtos sdo uteis,
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pelo menos, porque eles sfo susceptiveis de ser obtidos a partir de culturas propagadas com
menos pesticidas organofosforados e como um resultado da sua incorporagdo dos nucleotideos
da presente invengdo para controlar a infestagdo de pragas de coledpteros em plantas. Tais
mercadorias e produtos de base podem ser produzidos a partir de sementes produzidas a partir
de uma planta transgénica, em que a planta expresse RNA a partir de um ou mais nucleotideos
contiguos da presente inveng@o ou nucleotideos de uma ou mais pragas de coledpteros e
respectivos complementos.

Um método de produgéio de um produto deste tipo compreende a obten¢do de uma planta
transformada com um polinucleotideo compreendendo uma sequéncia selecionada do grupo
consistindo de SEQ ID N° 1, SEQ ID N° 2, SEQ ID N°3 e SEQ ID N° 4, SEQ ID N° 5 e SEQ
ID N° 6 ou fragmentos ou complementos destas ou concatdmero das mesmas, e preparagéo de
um produto de base a partir da planta ou parte da mesma também ¢é fornecido na presente
inveng@io. Além disso, um método de produgdo de alimentagdo humana ou animal, que
compreende a obtenc¢8o de uma planta transformada com um polinucleotideo compreendendo
uma sequéncia selecionada do grupo consistindo de SEQ ID N° 1, SEQ ID N° 2, SEQ ID N° 3
e SEQ ID N° 4, SEQ ID N° 5 e SEQ ID N° 6 ou um fragmento ou concatimero ou
complemento da mesma, e preparar o alimento ou alimento para animais a partir da referida
planta ou parte deste € ainda um outro aspecto da invenggo. ' .

A invengdo também fornece um meio legivel por computador tendo nele registado uma
sequéncia selecionada do grupo consistindo de SEQ ID N° 1, SEQ ID N°2, SEQID N°3 ¢
SEQ ID N° 4, SEQ ID N° 5 e SEQ ID N° 6 ou fragmentos ou complementos destas ou
concatdmero das mesmas, para utilizagdo num certo nimero de aplicagdes de computador,
incluindo, mas néo se limitando a identidade de DNA e busca de similaridade, identidade e
pesquisa de similaridade de proteina, caracterizagdes de perfis de transcri¢do, comparagBes
entre genomas, e analises de hibridag8o artificiais.

No contexto dessa descrigdo, inimeros termos serfo utilizados e por isso serfo melhor
detalhados a seguir.

O termo “4cido nucleico” refere-se a uma grande molécula a qual pode ser fita simples
ou fita dupla, composta de mondmeros (nucleotideos) contendo um aglicar, um fosfato e uma

7

base purina ou pirimidina. Um “fragmento de acido nucleico” ¢ uma fragdo de uma dada
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molécula de 4cido nucleico. “Complementaridade” refere-se ao pareamento especifico de
bases purinas e pirimidinas que consistem de acidos nucleicos: pares de adenina com timina e
pares de guanina com citosina. Entdo, o “complemento” de um primeiro fragmento de 4cido
nucleico refere-se ao segundo fragmento de 4cido nucleico cuja sequéncia de nucleotideos ¢
complementar & primeira sequéncia de nucleotideos.

Em plantas mais desenvolvidas, 4cido desoxirribonucleico (DNA) é o material genético
enquanto acido ribonucleico (RNA) esta envolvido na transferéncia da informagéio do DNA
em proteinas. Um “genoma” é toda parte principal do material genético contida em cada célula
de um organismo. O termo “sequéncia de nucleotideo” refere-se as sequéncias de polimeros de
nucleotideos, formando uma fita de DNA ou RNA, as quais podem ser simples ou dupla-fita,
opcionalmente sintéticas, ndo naturais ou com bases de nucleotideos alteradas capazes de
incorporagdo dentro de polimeros de DNA ou RNA. O termo “oligdbmero” refere-se a
sequéncias curtas de nucleotideos, usualmente até 100 bases de comprimento. O termo
“homdlogo” a ligagio entre as sequéncias de nucleotideos de duas moléculas de 4cido nucleico
ou entre as sequéncias de aminodcidos de duas moléculas de proteinas. A estimativa de tal
homologia é provida através da hibridizagdo de DNA-DNA ou RNA-RNA sob condigGes de
estringéncia como definido no estado da técnica (como mencionado no documento
US20030074685, Hames and Higgins, Ed. (1985) Nucleic Acithybridization, IRL Press,
Oxford, U.K); ou pela comparagdo de similaridade de sequéncia entre duas moléculas de acido
nucleico ou proteina (como mencionado no documento US20030074685, Needleman et al., J.
Mol. Biol. (1970) 48:443-453).

“Gene” refere-se ao fragmento de nucleotideo que expressa uma proteina especifica,
incluindo sequéncias regulatorias precedentes (regido 5’ nio traduzida) e posteriores (regido 3’
ndo traduzida) a regido codificadora. “Gene nativo” refere-se a um gene isolado com sua
propria sequéncia reguladora encontrada na natureza. “Gene quimérico” refere-se ao gene que
compreende sequéncias codificadoras, regulatérias e heterogéneas ndo encontradas na
natureza. O gene quimérico da presente invengdo compreende moléculas isoladas de acido
nucleicos, na orientag@o sense ou antisense, ligadas operacionalmente a promotores ativos.
Construgdes génicas da presente invengdo podem conter 1 ou mais genes quiméricos e podem

ou ndo apresentar introns. “Gene enddgeno” refere-se ao gene nativo normalmente encontrado
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em sua localizagfo natural no genoma e no ¢ isolado. Um “gene exdgeno” refere-se a um
gene que nfo é normalmente encontrado no organismo hospedeiro, mas que ¢ introduzido por
transferéncia génica. “Pseudogene” refere-se a uma sequéncia nucleotidica que ndo codifica
uma enzima funcional.

“Sequéncia codificadora” refere-se a sequéncia de DNA que codifica uma proteina
especifica e exclui a sequéncia ndo codificadora. Uma “sequéncia codificadora interrompida”
significa a sequéncia que atua como separadora (por exemplo, um ou mais introns ligados
através de jungdes). Um “intron” ¢ uma sequéncia de nucleotideo que ¢ transcrita e esta
presente no pré mRNA, mas ¢é removida através de clivagem e a re-ligagio do mRNA dentro
da célula gerando um mRNA maduro que pode ser traduzido em uma proteina. Exemplos de
introns incluem, mas nfo sfo limitados a, intron pdk2, intron catalase da mamona, intron Delta
12 desnaturase de algoddo, Delta 12 desnaturase de Arabidopsis, intron ubiquitina de milho,
intron de SV40, introns do gene da malato sintase.

“Transcrito de RNA” refere-se ao produto resultante da transcri¢éio catalisada pela RNA
polimerase de uma sequéncia de DNA. Quando o transcrito de RNA ¢ uma cdpia perfeita da
sequéncia de DNA, ele é referido com transcrito primério ou ele pode ser uma sequéncia de
RNA derivada de um processo pés-transcricional do transcrito primario e é entdo referido
como transcrito maduro. “RNA mensageiro (nRNA)” refere-se a0 RNA que estd sem introns.
“RNA sense” refere-se a um transcrito de RNA que inclui o mRNA. “RNA antisense” refere-
se a um transcrito de RNA que ¢ complementar a todas as partes de um transcrito primdrio ou
mRNA e que pode bloquear a expressio de um gene alvo através da interferéncia no
processamento, transporte e/ou tradugdo do seu transcrito primario ou mRNA. A
complementaridade de um RNA antisense pode ser com qualquer parte do transcrito génico
especifico, isto &, sequéncia 5’ nfo traduzida, sequéncia 3’ ndo traduzida, introns ou sequéncia
codificadora. Além disso, o RNA antisense pode conter regides de sequéncias ribozima que
aumentam a eficdcia do RNA antisense para bloquear a expressfo génica. “Ribozima” refere-
se a0 RNA catalitico e inclui sequéncias especificas de endoribonucleases. “DsRNA (dupla-
fita)” refere-se a estrutura em grampo formada entre a sequéncia do mRNA ou RNA sense, a

sequéncia de uma regido espagadora e a sequéncia do RNA antisense. “Regifio espagadora”
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refere-se & sequéncia de nucleotideo que ndo esté relacionada com a sequéncia do gene alvo,
como a sequéncia de um intron.

O termo “vetor” diz respeito a um replicon, como plasmideo, fago ou virus, no qual
outras sequéncias genéticas ou elementos (sejam eles de DNA ou RNA) podem ser ligados.
Desta forma, os genes podem ser replicados juntamente com o vetor. Preferencialmente um
dos vetores de interesse da presente invengfo diz respeito ao fagomideo. O termo “fagomideo”
diz respeito a um vetor que contém sequéncia para replicagdo em fago e em bactéria, este vetor
tem caracteristicas que atendem as especificagdes da célula hospedeira bem como agentes
selecionadores e promotores. O termo “vetor recombinante” ¢ resultante da combinago de um
vetor comercial com moléculas de acido nucleico da presente invengfio operacionalmente
ligadas a um promotor de interesse e um sinal de terminacdo. Tais vetores podem ser obtidos
comercialmente, incluindo aqueles fornecidos por Clontech Laboratories, Inc (Palo Alto,
Calif.), Stratagene (La Jolla, Calif), Invitrogen (Carlsbad, Calif.), New England Biolabs
(Beverly, Mass.) e Promega (Madison, Wis.). Alguns exemplos de vetores utilizados na
presente invengdo, mas nfo limitados, sfo os vetores da série pCambia (BioForge Co.),
pBI121 (Chen, Po-Yen; Wang, Chen-Kuen; Soong, Shaw-Ching; To, Kin-Ying. Complete
sequence of the binary vector pBI121 and its application in cloning T-DNA insertion from
transgenic plants. . Molecular Breeding vol. 11 issue 4 May 2003. p. 287-293), pBSK
(Addgene Co.), pGEM-T easy (Promega Corporation), pET101/ D-TOPO (Invitrogen). A
obtengdo de vetores recombinantes compreendendo promotores ligados a dcidos nucleicos €
conhecida no estado da técnica e pode ser encontrada em Sambrook et al. (Sambrook, J.,
Russell, D. W., Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 2nd ed., Cold Spring Harbor
Laboratory Press. 1989).

“Substancialmente similar” ou “similaridade substancial” refere-se a fragmentos de
acidos nucleicos nos quais mudangas em uma ou mais bases de nucleotideos ndo afetam a
habilidade do fragmento de 4cido nucleico mediar a alteragdo da expressdio génica pelo
silenciamento génico através, por exemplo, da tecnologia antisense, co-supresséo ou RNA de
interferéncia (RNAI). Fragmentos de acido nucleico substancialmente similares da presente
invencdo podem ser caracterizados também pela porcentagem de similaridade de suas

sequéncias de nucleotideos com as sequéncias de nucleotideo dos fragmentos de 4cidos
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nucleicos descritas aqui (SEQ ID N° 1, SEQ ID N° 2, SEQ ID N° 3, SEQ ID N° 4, SEQ ID N°
5 ¢ SEQ ID N° 6), como determinada por algoritmos comuns empregados no estado da técnica.
Os fragmentos de acidos nucleicos preferidos sdo aqueles cujas sequéncias de nucleotideos
tém pelo menos cerca de 40 ou 45% de identidade de sequéncia, preferencialmente cerca de
50% ou 55% de identidade de sequéncia, mais preferencialmente cerca de 60% ou 65% de
identidade de sequéncia, mais preferencialmente cerca de 70% ou 75% de identidade de
sequéncia, mais preferencialmente cerca de 80% ou 85% de identidade de sequéncia, mais
preferencialmente ainda com cerca de 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% ou
99% de identidade de sequéncia quando comparada com a sequéncia de referéncia.

Uma das formas de se formar o dsRNA ¢ estando presente na molécula de DNA a
sequéncia de nucleotideos do gene alvo na orientagio sense, e uma sequéncia de nucleotideos
na orienta¢do antisense, podendo haver ou ndo uma regido espagadora entre as sequéncias de
nucleotideos sense e antisense. As sequéncias de nucleotideos mencionadas podem ser
constituidas de cerca de 19nt a 2000nt ou ainda cerca de 5000 nucleotideos ou mais, cada um
tendo uma similaridade substancial de sequéncia total com cerca de 40% a 100%. Quanto mais
longa for a sequéncia, menos estringéncia ¢ requerida para similaridade substancial total da
sequéncia. Os fragmentos contendo pelo menos cerca de 19 nucleotideos devem ter
preferencialmente cerca de 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,.95%, 96‘%,, 97%, 98% ou 99% de
identidade de sequéncia quando comparada com a sequéncia de referéncia, com possibilidade
de ter cerca de 2 nucleotideos distintos ndo contiguos. Preferencialmente sfo utilizados
fragmentos acima de 60pb, mais preferencialmente ainda fragmentos entre 100 a 600pb.

Em um dos aspectos da invengdo, a molécula de dsSRNA pode compreender uma ou mais
regides tendo uma similaridade substancial de sequéncia para as regides com pelo menos cerca
de 19 nucleotideos consecutivos dos nucleotideos sense do gene alvo, definida como primeira
regido e, uma ou mais regides tendo uma similaridade substancial de sequéncia para as regides
com cerca de 19 nucleotideos consecutivos do complemento dos nucleotideos sense do gene
alvo, definida como segunda regi&o, onde essas regides podem ter pares de bases separando-as
uma da outra.

Convenientemente, o dsSRNA (RNA de dupla fita) como descrito pode ser introduzido

dentro de células hospedeiras pela introdugdo e possivel integragdo de uma construgéo génica
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contendo as moléculas de 4cido nucleico da presente invengdo, transcri¢do das mesmas para
produgdio do dsRNA. Portanto, em uma outra concretizagfo, a invengdo é também suportada
por possuir uma construcdo génica que € capaz de ser expressa em células de organismos
eucariotos de interesse, operacionalmente ligada a uma molécula de DNA que quando
transcrita produz uma molécula de dsRNA compreendendo uma primeira regido e uma
segunda regifo, em que:

(a) a primeira regifio compreende uma sequéncia de nucleotideos de pelo menos cerca de
19 nucleotideos consecutivos tendo uma similaridade substancial de sequéncia com pelo
menos cerca de 19 nucleotideos consecutivos da sequéncia de nucleotideos sense do gene alvo;

(b) a segunda regifio compreende uma sequéncia de nucleotideos de cerca de pelo menos
19 nucleotideos consecutivos tendo uma similaridade substancial de sequéncia com o
complemento de cerca de pelo menos 19 nucleotideos consecutivos da sequéncia de
nucleotideos sense do gene alvo;

(c) a primeira e a segunda regido séo capazes de formar uma regido de RNA dupla-fita, a
qual pode ter, além do comprimento total da primeira e da segunda regido, uma regifo
espagadora entre elas contendo pelo menos cerca de 3 nucleotideos.

“Promotor” refere-se a sequéncia de DNA em um gene, usualmente localizada a
montante da sequéncia codificadora, a qual controla a expressdio da sequéncia codificadora
promovendo o reconhecimento pela RNA polimerase e outros fatores requeridos para a propria
transcrigdo. Em uma construgdo de DNA artificial, promotores podem também ser utilizados
para transcrever dsRNA. Promotores podem também conter sequéncias de DNA que estdo
envolvidas na ligagdo de fatores de proteinas as quais controlam o efeito do inicio da
transcrigdo em resposta a condigdes fisiologicas ou de desenvolvimento.

Em um dos aspectos da invengéo, o promotor é um promotor constitutivo. Em outro
aspecto da invengdo, a atividade do promotor ¢ estimulada por fatores externos ou internos tais
como, mas ndo limitado a, hormdnios, compostos quimicos, impulsos mecénicos, e condi¢des
de estresse bidtico ou abidtico. A atividade do promotor também pode ser regulada de maneira
temporal e espacial (como por exemplo, promotores tecido-especificos e promotores regulados

durante o desenvolvimento).
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O promotor pode conter elementos “enhancers”. Um “enhancer” é uma sequéncia de
DNA que pode estimular a atividade do promotor. Ela pode ser um elemento inato do
promotor ou um elemento heterélogo inserido para aumentar o nivel e/ou a tecido-
especificidade de um promotor. “Promotores constitutivos” referem-se aqueles que dirigem a
expressdo génica em todos os tecidos e durante todo tempo. Promotores “tecido-especificos”
ou “desenvolvimento-especificos” sdo aqueles que dirigem a expressdo génica quase que
exclusivamente em tecidos especificos, tais como folhas, raizes, caules, flores, frutos ou
sementes, ou em estagios do desenvolvimento especificos em um tecido, como no inicio ou
final da embriogénese. O termo “expressdo” refere-se a transcrigdo e acumulagfo estavel do
dsRNA derivado dos fragmentos de &cidos nucleicos da invengdo que, em conjunto com a
aparelhagem de produgdo de proteina da célula, resulta em niveis alterados de mio-inositol 1-
fosfato sintase. “Inibi¢do por interferéncia” refere-se a producio de transcritos de dsRNA
capazes de prevenir a expressdo da proteina alvo.

“Sequéncias regulatérias apropriadas” referem-se a sequéncias de nucleotideos em genes
nativos ou quiméricos que estdo localizadas acima (regifio 5’ ndo traduzida), dentro, e/ou
abaixo (regifio 3’ ndo traduzida) dos fragmentos de 4acido nucleicos da invengfio, as quais
controlam a expressdo dos fragmentos de acido nucleicos da invengéo.

“Niveis alterados” referem-se a produgfdo de produtos génicos em organismos
transgénicos em quantidades ou proporgdes que diferem daquelas em organismos normais ou
ndo-transgénicos. A presente invengdo também relata vetores, os quais incluem sequéncias do
gene das enzimas quitina sintase 1 e 2 na orientagfo sense e antisense, e células hospedeiras,
as quais sdo geneticamente engenheiradas com vetores da invengfo. “Transformagéo” refere-se
a transferéncia do gene exogeno para dentro do genoma de um organismo hospedeiro e sua
heranga geneticamente estavel.

“Plantas” referem-se a organismos fotossintéticos, ambos eucariotos e procariotos, onde
o termo “plantas desenvolvidas” refere-se a plantas eucariotas. Os &cidos nucleicos da
inven¢do podem ser utilizados para conferir tratos desejados em essencialmente qualquer
planta. Entfo, a inveng¢do possui uso sobre varias espécies de plantas, incluindo espécies dos
géneros Anacardium, Anona, Arachis, Artocarpus, Asparagus, Atropa, Avena, Brassica,

Carica, Citrus, Citrullus, Capsicum, Carthamus, Cocos, Coffea, Cucumis, Cucurbita, Daucus,
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Elaeis, Fragaria, Glycine, Gossypium, Helianthus, Heterocallis, Hordeum, Hyoseyamus,
Lactuca, Linum, Lolium, Lupinus, Lycopersicon, Malus, Manihot, Majorana, Medicago,
Nicotiana, Olea, Oryza, Panieum, Pannesetum, Passiflora, Persea, Phaseolus, Pistachia, Pisum,
Pyrus, Prunus, Psidium, Raphanus, Ricinus, Secale, Senecio, Sinapis, Solanum, Sorghum,
Theobromus, Trigonella, Triticum, Vicia, Vitis, Vigna, e Zea.

Em um dos aspectos da invengéo, o promotor é um promotor expresso em plantas. Como
usado aqui, o termo “promotor expresso em plantas” significa uma sequéncia de DNA que é
capaz de iniciar e/ou controlar a transcrigdo em uma célula de planta. Isso inclui qualquer
promotor de origem vegetal; qualquer promotor de origem ndo vegetal o qual seja capaz de
direcionar a expressdo em uma célula vegetal, por exemplo promotores de origem viral ou
bacteriana tais como CaMV35S (como mencionado no pedido de patente US20030175783,
Hapster et al, 1988 Mol. Gen. Genet. 212, 182-190) e promotores do gene presentes no T-
DNA de Agrobaterium; promotores tecido-especificos ou érgdo-especificos, incluindo mas
ndo limitados a promotores semente-especificos (W0O8903887), promotores especificos de
6rgdos primordiais (como mencionado no pedido de patente US20030175783, An et al., 1996
The Plant Cell 8, 15-30), promotores especificos de caule (como mencionado no pedido de
patente US20030175783, Keller et al., 1988 EMBO J. 7: 3625-3633), promotores especificos
de folhas (como mencionado no pedido de patente US20030175783, Hudspeth et al., 1989
Plant Mol Biol 12:579-589), promotores especificos de mesdfilo, bromotores especificos de
raiz (como mencionado no pedido de patente US20030175783, Keller et al., 1989 Genes
Devel. 3:1639-1646), promotores especificos de tubérculos (como mencionado no pedido de
patente US20030175783, Keil et al., 1989 EMBO J. 8: 1323:1330), promotores especificos de
tecidos vasculares (como mencionado no pedido de patente US20030175783, Peleman et al.,
1989 Gene 84: 359-369), promotores especificos de estames (W08910396, W09213956),
promotores especificos da zona de deiscéncia (W0O9713865); e semelhantes.

O sinal de terminago da transcri¢do e a regido de poliadenilagéio da presente invengéo
inclui, mas nfo esta limitado a, sinal de terminagdo de SV40, sinal de adenila¢do de HSV TK,
sinal de terminag8o do gene da nopalina sintetase de Agrobacterium tumefasciens (nos), sinal

de terminagfo do gene RNA 35S do CaMV, sinal de terminag@o do virus que ataca o Trifolium
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subterranean (SCSV), sinal de terminagdo do gene trpC de Aspergillus nidulans, € outros
semelhantes.

A presente invengfo também inclui prover moléculas de dsRNA, as quais podem ser
obtidas por transcri¢do das moléculas contidas nas construgdes génicas, e que sdo uteis para os
métodos de acordo com a invengdo.

Um outro objeto da presente invengdo € prover células eucariotas, e organismos
eucariotas contendo moléculas de dsRNA da invengéo, ou contendo os gene quiméricos ou as
construgdes génicas capazes de produzir moléculas de dsRNA da invengfio. As construcdes
génicas podem estar estavelmente integradas no genoma das células de organismos eucariotas.

Em outro aspecto da invengdo, as construgdes gé€nicas podem estar providas em uma
molécula de DNA capaz de se replicar de forma autéonoma nas células de organismos
eucariotas, tais como vetores virais. A construgfio génica ou o dsRNA pode também estar
disposto de forma transiente nas células de organismos eucariotas.

As construcBes génicas ou gene quimérico da invengdio podem ser introduzidas dentro do
genoma da planta hospedeira desejada através de uma variedade de técnicas convencionais.
Por exemplo, pode ser introduzido diretamente dentro do DNA gendmico da célula vegetal
utilizando técnicas tais como eletroporagdo e microinjecdo de protoplastos de células de
plantas, ou a construgio pode ser introduzida diretamente no tecido vegetal utilizando-se
métodos balisticos, tais como bombardeamento de particulas recobertas com DNA.

Técnicas de microinje¢do sdo conhecidas no estado da técnica e bem descritas em
literatura cientifica e patentaria. A introdugdo de construgdes génicas utilizando-se
precipitagdes de polietileno glicol € descrita em Paszkowski et al. Embo J. 3:2717-2722, 1984
(como mencionado no pedido de patente US20020152501). Técnicas de eletroporagdo sdo
descritas em From et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:5824, 1985 (como mencionado no
pedido de patente US20020152501). Técnicas de transformagdes balisticas sdo descritas em
Klein et al. Nature 327:70-73, 1987 (como mencionado no pedido de patente
US20020152501).

Alternativamente, as construgdes génicas podem ser combinadas com regides
flanqueadoras de T-DNA apropriadas e introduzidas dentro de vetor convencional hospedeiro

Agrobacterium tumefasciens. A fungdo de viruléncia do hospedeiro Agrobacterium



10

15

20

25

30

25/38

tumefasciens direcionard a inser¢éio das construgdes génicas ¢ marcador adjacente dentro do
DNA da célula vegetal quando a célula é infectada pela bactéria. Técnicas de transformagéo
mediadas por Agrobacterium tumefasciens, incluindo desarmamento e o uso de vetores
bindrios, sdo bem descritas na literatura cientifica (como mencionado no pedido de patente US
20020152501, Horsch et al. Science 233:496-498, 1984; e Fraley et al. Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 80:4803, 1983).

Células de plantas transformadas que séo derivadas de qualquer uma das técnicas de
transformagdio descritas acima podem ser cultivadas para regenerar uma planta inteira que
possua o gendtipo transformado e entfio o fendtipo desejado tal como auséncia ou redugdo da
formagfo de estruturas quitinosas de insetos coledpteras tais como a cuticula e/ou a membrana
peritrofica, Tais técnicas de regeneragdo contam com a manipula¢do de certos fitohormonios
em meio de crescimento de cultura de tecidos, tipicamente contendo um marcador biocida e/ou
herbicida, que deve ser introduzido junto com a sequéncia de nucleotideos desejada.
Regeneragdio de plantas a partir de cultura de protoplastos € descrita em Evans et al.,
Protoplasts Isolation and Culture, Handbook of Plant Cell Culture, pp. 124-176, MacMillilan
Publishing Company, New York, 1983; e Binding, Regeneration of Plants, Plant Protoplasts,
pp. 21-73, CRC Press, Boca Raton, 1985 (como mencionado no pedido de patente
US20020152501). A regeneragdo pode ser também obtida. através de calos de planta,
explantes, 6rgdos, ou parte da mesma. Tais técnicas de regenerago sdio descritas geralmente
em Klee et al., Ann. Ver. Of Plant Phys. 38:467-486, 1987 1985 (como mencionado no pedido
de patente US20020152501).

Sem restringir a invengdo para um particular modo de agfio, espera-se que a enzima em
células eucariotas responsdvel por gerar pequenas moléculas de RNA com cerca de 21
nucleotideos de dsSRNA (como a DICER em Drosophila) possa ser saturada através da inclusdo
de um excesso de sequéncias de dsRNA (isto ¢, moléculas de RNA complementares) que ndo
estdo relacionadas com a sequéncia de nucleotideos do gene alvo ou do gene a ser silenciado.

A variag8o natural na regula¢@io pos-transcricional da expressdo do gene alvo ocorrendo
entre diferentes linhagens de organismos eucariotos compreendendo a mesma molécula de
dsRNA sera substituida através da manipulagdo do espectro de silenciamento génico. Esse fato

pode ocorrer através da inclusdo de sequéncias de nucleotideos de dsRNA extras ndo
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relacionadas com o gene alvo, as quais sdo operacionalmente ligadas aos dsRNA formados
pela primeira e segunda regido.

As concretizagbes da presente inveng@io podem ser efetivas contra uma variedade de
pragas. Para os propdsitos da presente invengdo, as pragas incluem, mas nfo estdo limitadas a,
insetos, fungos, bactérias, nematoides, 4caros, patbgenos protozoarios, parasitas animais, e
semelhantes. Pragas de particular interesse sdo insetos-praga, particularmente insetos-praga
que causam danos significativos para plantas agricolas. Entende-se como “insetos-praga”
insetos e outras pragas similares tais como, por exemplo, os insetos das ordens Diptera,
Hymenoptera, Lepidoptera, Mallophaga, Homoptera, Hemiptera, Orthroptera, Thysanoptera,
Dermaptera, Isoptera, Anoplura, Siphonaptera, Trichoptera, etc., particularmente Coleoptera,
especialmente Anthonomus grandis, Diabrotica virgifera, Tenebrio wmolitor, Tribolium
castaneum, Phoracantha semipunctata, Lixus angustatus, Acanthoscelides obtectus e outros
coledpteros que causam danos a madeiras e plantas agronomicamente importantes das familias
Scolytidae, Cerambycidae, Curculionidae e Bostrichida. Insetos-praga da presente invengéo da
maioria das cultivares incluem, mas ndo estdo limitadas a: Milho - Ostrinia nubilalis, Agrotis
ipsilon, Helicoverpa zea, Spodoptera frugiperda, Diatraea grandiosella, Elasmopalpus
lignosellus, Diatraea saccharalis, Diabrotica virgifera virgifera, Diabrotica longicornis
barberi, Diabrotica undecimpunctata howardi, Melanotus spp., Cyclocephala borealis,
Cyclocephala immaculata, Popillia japonica, Chaetocnema pulicaria, Sphenophorus maidis,
Rhopalosiphum maidis, Anuraphis maidiradicis, Blissus leucopterus leucopterus, Melanoplus
Sfemurrubrum, Melanoplus  sanguinipes, Hylemya platura, Agromyza parvicornis,
Anaphothrips obscrurus, Solenopsis milesta, Tetranychus urticae; Sorgo - Chilo partellus,
Spodoptera frugiperda, Helicoverpa zea, Elasmopalpus lignosellus, Feltia subterranea,
Phyllophaga crinita, Eleodes, Conoderus, e Aeolus spp., Oulema melanopus, Chaetocnema
pulicaria, Sphenophorus maidis, Rhopalosiphum maidis, Sipha flava, Blissus leucopterus
leucopterus, Contarinia sorghicola, Tetranychus cinnabarinus, Tetranychus urticae; Trigo -
Pseudaletia unipunctata, Spodoptera frugiperda, Elasmopalpus lignosellus, Agrotis
orthogonia, Elasmopalpus lignosellus, Oulema melanopus, Hypera punctata, Diabrotica
undecimpunctata howardi, Schizaphis graminum, Macrosiphum avenae, Melanoplus

Sfemurrubrum, Melanoplus differentialis, Melanoplus sanguinipes, Mayetiola destructor,
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Sitodiplosis mosellana, Meromyza americana, Hylemya coarctata, Frankliniella fusca,
Cephus cinctus, Aceria tulipae; Girassol - Cylindrocupturus adspersus, Smicronyx fulus,
Smicronyx  sordidus, Suleima helianthana, Homoeosoma electellum, Zygogramma
exclamationis, Bothyrus gibbosus, Neolasioptera murifeldtiana, Algoddo - Heliothis
virescens, lagarta-das-mag@s; Helicoverpa zea, lagarta da espiga do milho; Spodoptera exigua,
lagarta do cartucho; Pectinophora gossypiella, lagarta rosada; Anthonomus grandis, bicudo-
do-algodoeiro; Aphis gossypii, pulgdo-do-algodoeiro; Pseudatomoscelis seriatus, pulga
saltadora do algodédo; Trialeurodes abutilonea, mosca branca Bemisia tabaci; Melanoplus
Jemurrubrum, gafanhoto; Melanoplus differentialis, gafanhoto; Thrips tabaci, tripes-do-fumo;
Franklinkiella fusca, tripes; Tetranychus cinnabarinus, écaro vermelho; Tetranychus urticae,
acaro-rajado; Arroz - Diatraea saccharalis, Spodoptera frugiperda, Helicoverpa zea, Colaspis
brunnea, Lissorhoptrus oryzophilus, Sitophilus oryzae, Nephotettix nigropictus, Blissus
leucopterus leucopterus, Acrosternum hilare; Soja - Pseudoplusia includens, Anticarsia
gemmatalis, Plathypena scabra, Ostrinia nubilalis, Agrotis ipsilon, Spodoptera exigua,
Heliothis virescens, Helicoverpa zea, Epilachna varivestis, Myzus persicae, Empoasca fabae,
Acrosternum hilare, Melanoplus femurrubrum, Melanoplus differentialis, Hylemya platura,
Sericothrips variabilis, Thrips tabaci, Tetranychus turkestani, Tetranychus urticae, Cevada -
Ostrinia nubilalis, Agrotis ipsilon, Schizaphis graminum, Blissug leucopterus leucopterus;
Acrosternum hilare, Euschistus servus, Jylemya platura, Mayetiola destructor, Petrobia

latens; Canola - Vrevicoryne brassicae, Phyllotreta cruciferae, Phyllotreta striolata,

Phyllotreta nemorum, Meligethes aeneus, Meligethes rufimanus, Meligethes nigrescens,

Meligethes canadianus, e Meligethes viridescens; Batata - Leptinotarsa decemlineata.
EXEMPLOS

A presente invenc8o € ainda definida nos seguintes Exemplos. Deve ser entendido que
esses Exemplos, enquanto indicam parte da invengéo, sdo colocados como forma de ilustragéo
somente, ndo tendo, portanto, qualquer cunho limitante do escopo das presentes invengdes.

Técnicas usuais de biologia molecular tais como transformag@io de bactérias e
eletroforese em gel de agarose de acidos nucleicos s@o referidos através de termos comuns

para descrevé-los. Detalhes da pratica dessas técnicas, bem conhecidos no estado da técnica,
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sdo descritos em Sambrook, et al. (Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 2nd ed. (1989),
Cold Spring Harbor Laboratory Press). Varias solugdes utilizadas nas manipulagdes
experimentais sfo referidas por seus nomes comuns tais como “solugfo de lise”, “SSC”,
“SDS”, elc. As composi¢Oes dessas solugdes podem ser encontradas na referéncia Sambrook,

et al. (supracitada).

Exemplo 1 — Identificagdo de sequéncia de nucleotideos das enzimas Quitina sintase 1 e

Quitina sintase 2 de Anthonomus grandis para preparo do dsRNA.

Ovos, larvas e insetos adultos de 4. grandis foram obtidos do Laboratério de bioecologia
e semioquimicos de insetos da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia em Brasilia-DF.
A colonia foi alimentada com dieta artificial como descrito por Monnerat et al (MONNERAT,
R. G, et al., Criagdo massal do bicudo do algodoeiro Anthonomus grandis em laboratério.
Comunicado Técnico, 46, Embrapa-Cenargen: Brasilia, 2000) e mantida a 26 + 2 °C, umidade
relativa de 60 + 10% e fotofase de 12 horas.

Para a clonagem e sequénciamento de quitina sintase 1 e quitina sintase 2 de 4. grandis
o RNA total foi isolado de ovos, larvas e insetos adultos utilizando Trizol (Invitrogen)
seguindo o protocolo indicado pelo fabricante. O cDNA foi sintetizad‘o a partir de Spg de RNA
total utilizando o kit Superscript Il TM First-Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen)
utilizando oligo NV-d(T)30-AP (Tabela I). Para a’ampliiﬁcéc;éo' inicial de segmentos de
Quitina sintase 1 e Quitina sintase 2 de 4. grandis foram utilizados iniciadores degenerados
correspondendo a regiBes conservadas encontradas em dominios cataliticos de Quitinas
sintases de outros insetos. Foram realizadas duas etapas consecutivas de PCR utilizando
iniciadores degenerados. A primeira etapa de PCR consistiu na amplificagfio do segmento no
dominio catalitico entre os aminoécidos conservados DPDYYEFE e LHPQE, utilizando
oligonucleotideos degenerados para o oligonucleotideo iniciador senso e para o iniciador
antisenso. As condi¢gdes de PCR nesta primeira etapa foram as seguintes: 1 uL de cDNA
diluido (1:20) , 2,0 uL de tampdo 10X High Fidelity, 0,8 uL de MgSO, (50mM), 0,4 uL de
dNTP (10 mM), 0,4 uL de cada oligonucleotideo (10 uM), 0,2 puL. (1U) de Taq Platinum®
High Fidelity (Invitrogen) ¢ 14,8 uL de H,O. Na segunda etapa foi utilizado como molde o

produto da primeira etapa diluido 1:20 e foram utilizados oligonucleotideos iniciadores entre
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as regides DGDIDF (iniciador senso) e QYDQGEDRW ou GPGTIFLM (iniciador antisenso).
Nas duas etapas as reagdes de PCR com os iniciadores degenerados foram realizadas
utilizando as seguintes condigdes: 94°C por 3 minutos, seguido por 30 ciclos de 94°C por 30
segundos, 48°C por 30 segundos e extensdo a 72 °C por 1 minuto.

Para obter a sequéncia completa de cDNA de quitinas sintases, as extremidades 5’ e 3’
foram amplificadas utilizando oligonucleotideos especificos desenhados a partir da regifo
conservada sequénciada previamente. A Figura 1 ilustra as etapas da clonagem do cDNA de
AntgCHS] sintetizado a partir do RNA extraido de ovos de A. grandis. Os oligonucleotideos
utilizados nas etapas da clonagem e AntgCHS1 estdo listados na Tabela 1. J4 a figura 2 ilustra
as etapas da clonagem do cDNA de AntgCHS2 sintetizado a partir do RNA extraido de larvas
e adultos de 4. grandis. Os oligonucleotideos utilizados nas etapas da clonagem de AntgCHS2
estdo listados na Tabela II. A sequéncia completa do cDNA de AntgCHS1 SEQ ID N° 1 e do
cDNA de AntgCHS2 SEQ ID N° 3 foram obtidas pela sobreposi¢do dos fragmentos obtidos
pelo 5’ ¢ 3> RACE.

Tabela I - Lista de oligonucleotideos utilizados na clonagem de AntgCHS1

. N° do Tamanho Oligonucleotideo

Nome do oligonucleotideo frggmento (pb) T : —
(figura 1) Diregdo Tipo Sequéncia (5°-3")

NV-d(T)30-AP A D GAATTCACGCGTCGACTAGTAGCATATGTAC(T)3VN
QuiSyntFor2010-DPD D GAYCCNGAYTAYTAYGARTTYGAR
QuiSyntRev3270-LHP 1268 A D YTCYTGNGGRTGNA
QuiSyntFor2400-DGD S D GAYGGNGAYATYGAYTTY
QuiSyntRev2960-GPG 1 88 A D CATVAGGAADATVGTDCCGGGDCCMAR
5'CHS I fw S E TTAATCGTTGTGGATATTTAATAG
AntgCHS Iconservadorv 2 2530 A E GAAAAACATCCGGGACTACACAGTACGCA
AntgCHS lconservadofw 2675 S E CGGGGATATTGATTTCCAACC
AgQS1GTWci2219rv 3 A E TGACTTACACCAACTTATCC
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Tabela II - Lista de oligonucleotideos utilizados na clonagem de AntgCHS2

N° do Oligonucleotideo
. . Tamanho
Nome do oligonucleotideo fragmento (oh)
(figura 2) P Diregfio Tipo Sequéncia (5’-3”)
NV-d(T)30-AP A D GAATTCACGCGTCGACTAGTAGCATATGTAC(T)30VN

QuiSyntFor2010-DPD 1268 S GAYCCNGAYTAYTAYGARTTYGAR
QuiSyntRev3270-LHP A D YTCYTGNGGRTGNA
QuiSyntFor2400-DGD S D GAYGGNGAYATYGAYTTY
QuiSyntRev2700-QYD : . A D CCANCKRTCYTCNCCYTGRTCRTAYTG
5'-1AntgCHS2fw S E CAAATTTCTCAAAAATCGCCACC
AntgCHS2conservadory ? 2001 A E AACATGAGAAATATCGTTCC
5'-2AntgCHS2fw 71 S E GGGATTTTGAAATCATACTTGGTA
AntgCHS2-c8194-Rv 3 A E GCGAGCATCAAAAACCATATCC
AgQSconservadofw S E CGGGGATATTGATTTCCAACC

GTW-AP * 2450 A E TCCGAATTCACGCGTCGACTAGTAGCA

O desenho do segmento de RNA dupla fita consistiu na escolha de fragmentos entre
180 pb e 600 pb, (SEQ ID N°2, SEQ ID N°4, SEQ ID N° 5 e SEQ ID N° 6) utilizando como
molde as sequéncias do cDNA AntgCHS1 e AntgCHS2. Para o desenho de RNA dupla fita foi
utilizado 0 programa  BLOCK-iT™  RNAI Designér (disponivel em
http://rnaidesigner.invitrogen.com/rnaiexpress), que analisa as sequéncias e indica regides de
maior probabilidade para uso em silenciamento génico. | ‘

Os moldes de DNA para a sintese do RNA dupla fita (dsRNA), por transcrigdo in vitro,
foram sintetizados por PCR, as sequencias dos oligonucleotideos estdo listads na tabela III. As
regides-alvos selecionadas do c¢DNA foram amplificadas atravez de reagdes de PCR
utilizando iniciadores especificos flanqueados pela sequéncia minima do promotor T7 (5°-
TAATACGACTCACTATAGGGAGA) utilizando as seguintes condigdes: 94°C por 3
minutos, seguido por 30 ciclos de 94°C por 30 segundos, 60°C por 30 segundos e extensdo a
72 °C por 1 minuto. Apds amplificacéio, os produtos de PCR foram clonados no vetor pGEM-
T-easy para confirmagfo da sequéncia alvo por sequénciamento. Os produtos de PCR das
sequencias alvos obtidos e sequénciados sem as regides da sequéncia do promotor T7 estdo

descritas nas sequéncias SEQ ID N° 2, SEQ ID N° 4, SEQ ID N° 5 e SEQ ID N° 6. O
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detalhamento das sequencias SEQ ID N° 4, SEQ ID N° 5 e SEQ ID N° 6 estdo descritas no
exemplo 4.

Tabela III - Oligonucleotideos utilizados nas reagdes de PCR para a sintese dos moldes
para a transcrigéo in vitro de dsSRNA

Nome do A . ; s a5 Identificag¢éio do
oligonucleotideo Sequéncia do oligonucleotideo (§°-3°) amplicom (pb)

AntgCHS1-dsRNAfw TAATACGACTCACTATAGGGAGAATCACAGGAGCAGCGTTGC SEQ ID N° 2

AntgCHS I-dsRNArv TAATACGACTCACTATAGGGAGAACACCAACTTATCCAATATC
AntgCHS2.1-dsRNAfw TAATACGACTCACTATAGGGAGATCAAATTTCTCAARATCG SEQ ID N° 4
AntgCHS2.1-dsRNArv TAATACGACTCACTATAGGGAGAGCGAGCATCAAAAACCATATC
AntgCHS2.2-dsRNAfw TAATACGACTCACTATAGGGAGACGGAGACATCGATTTCCAAC SEQIDN° 5
AntgCHS2.2-dsRNArv TAATACGACTCACTATAGGGAGAAACATCAGAAATATCGTTCC
AntgCHS2.3-dsRNAfw TAATACGACTCACTATAGGGAGAAAGTAGACGCTCACGTATCC SEQ ID N° 6

AntgCHS2.3-dsRNArv TAATACGACTCACTATAGGGAGATCTTCTGTGAATTGCTGCC

GusEC-dsRNAFw TAATACGACTCACTATAGGGAGAGAACTGAACTGGCAGACTATC

Controle negativo

GusEC-dsRNARv TAATACGACTCACTATAGGGAGAGCGGGTAGATATCACACTCTGT

Apds a confirmagéio da sequéncia molde a sintese de dsRNA foi realizada utilizando
0,5 pg do produto de PCR das sequéncias SEQ ID N° 2, SEQ ID N° 4, SEQ ID N° 5 e SEQ ID
N° 6, flanqueadas com a regifio promotora da RNA polimerase do T7, como molde para um
volume de reagfo de transcrigdo de 20 pl., conforme descrito no fn‘otocolo do manual do kit
MEGAscript® T7 High Yield (Ambion), a reagdo continha 7,5mM de cada ribonucleotideo
ATP, CTP, GTP e UTP, tamp#o 1x e 50U de T7 RNA polimerase.

A reac#o foi incubada por 16 hs a 37°C, seguido por tratamento com DNAse I por 15
minutos. Para alinhamento do RNA fita dupla, os produtos da reagdo foram incubados a 70°C
por 5 minutos e resfriados em temperatura ambiente (22°C). Para purificagdo dos produtos da
transcricdo seguiu-se uma extragdo com fenol/cloroférmio e subsequente precipitagdo com
alcool isopropilico, coforme protocolo descrito pelo fabricante do kit MEGAscript® T7 High
Yield (Ambion). O dsRNA foi dissolvido em agua tratada com DEPC. A integridade do
dsRNA foi avaliada por eletroforese em gel de agarose 1% e a quantificagéo foi obtida por
espectrofotometria. A concentragdo final de cada dsRNA foi ajustada para 200 ng/uL. para ser

utilizados nos ensaios de microinjegdo para avaliagdo do silenciamento génico.
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Exemplo 2 — Bioensaios de microinjegdo de dSRNA em Anthonomus grandis

Amostras quantificadas de RNA dupla fita (dsRNA) foram utilizadas em bioensaios
contra o bicudo do algodoeiro. O dsRNA foi preparado a partir de sequéncias identificadas
conforme descrito no exemplo 1. Para o procedimento de microinjegdio em A. grandis insetos
adultos e larvas foram previamente anestesiados em gelo por 10 minutos. A microinjegéio foi
realizada utilizando uma seringa Hamilton de 10 plL, em cada inseto foi aplicado 1uL de
solugdo aquosa contendo ou ndo o dsRNA. A injegdo na larva foi realizada na regido dorsal
entre 0 quarto ou quinto segmento abdominal. Nos insetos adultos houve necessidade de
levantar um dos élitros para expor o abdémen, local da microinjegdo. Depois da injegdo os
insetos foram: 1) mantidos em condi¢es padrdes de alimentagdo em dieta artificial como
descrito por Monnerat et al (MONNERAT, R. G., et al.,, Criagdo massal do bicudo do
algodoeiro Anthonomus grandis em laboratério. Comunicado Técnico, 46, Embrapa-
Cenargen: Brasilia, 2000), 2) retirados quando necessario de acordo com o periodo
experimental, 3) congelados em nitrogénio liquido e estocados a -80°C até o momento da
extragdo do RNA total.

Exemplo 3 — Bioensaios de microinje¢do de dsRNA em Anthonomus grandis para
andlise funcional de AntgCHS1

A avaliago do silenciamento de AntgCHS1 sobre parémetrb.s fenotipicos de fémeas de
A. grandis foi determinado por meio de bioensaios de microinje¢do de dsRNA AntgCHS1
(SEQ ID N° 2) em fémeas adultas. Os pardmetros fenotipicos quantificados foram oviposigdo,
viabilidade de ovos e mortalidade dos insetos adultos. Cada unidade experimental consistiu em
16 insetos fémeas adultas com 48hs de idade microinjetadas com 200ng de dsRNA e 8 insetos
machos adultos ndo microinjetados, o periodo experimental foi de 12 dias. Os insetos foram
mantidos em pequenas gaiolas, onde o piso da gaiola foi confeccionado com tela para permitir
a coleta de ovos. Os insetos machos foram marcados com gliter prateado para facilitar a
identificagfio. O monitoramento do bioensaio foi realizado a cada 48hs, momento no qual eram
ofertadas agua e dieta artificial ad libitum. O bioensaio consistiu em trés réplicas biologicas
com trés réplicas técnicas. O tratamento controle consistiu na aplicagdo de dsRNA de um gene
néo relacionado, no caso, foi utilizado dsSRNA com sequencia do gene gus de Escherichia coli.

Para analisar os dados obtidos nos bioensaios foi aplicada uma anélise de varidncia, seguida do
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teste de comparagdes multiplas de Tukey, ao nivel de 5% de significAncia. Os ovos obtidos
desse experimento foram submetidos a analise da expressdo de AntgCHS 1por PCR em tempo
real como descrito no exemplo 5.

Para avaliar o efeito silenciamento AntgCHS1 sobre a formagdo de larvas neonatas,
ovos obtidos do experimento de silenciamento descrito anteriormente foram perfurados
mecanicamente com um pinga entomolégica para romper a casca do ovo e permitir a eclosdo
das larvas. As larvas foram mantidas em dieta artificial por sete dias. Apds esse periodo as
larvas foram contadas e os fendtipos foram analisados. Os ovos do tratamento controle
(dsRNA GUS) também foram submetidos ao mesmo processo de perfuragio da sua casca.

Para analisar a fungéo biolégica de AntgCHS1 durante o desenvolvimento de pupas de
A. grandis, larvas de 3° instar foram microinjetadas com 200ng de dsRNA AntgCHS1. Cada
unidade experimental consistiu em 20 larvas. O bioensaio consistiu em trés réplicas bioldgicas
com trés réplicas técnicas. O periodo experimental foi de 10 dias. Apds esse periodo as larvas

foram contadas e os fendtipos obtidos foram analisados e fotografados.

Exemplo 4 — Bioensaios de microinjecdo de dsRNA AntgCHS2 em Anthonomus
grandis para analise funcional de AntgCHS2

Nos ensaios de microinje¢do visando a analise do silenciamento da enzima Quitina
sintase 2 (AntgCHS2) foram avaliadas diversas variaveis como desc;,rito a seguir: 1- influéncia
do tamanho do segmento de dsRNA; 2- localizagdo da sequéncia de dsRNA alvo dentro da
sequéncia de ¢cDNA de AntgCHS2 (SEQ ID N° 3); 3- efeito da concentragdo de dsRNA
microinjetado; 4- persisténcia do silenciamento durante as fases de desenvolvimento do inseto.
Os detalhes destes experimentos s@o descritos a seguir.

1-Localizagdo da sequéncia alvo dentro da sequéncia de ¢cDNA de AntgCHS2 e do
tamanho do segmento de dsRNA para o silenciamento:

Para avaliar o efeito da posi¢8io da sequéncia alvo dentro da sequéncia do cDNA de
AntgCHS?2 para o silenciamento foram selecionadas trés regides para sintese do dsRNA: o
dsRNA localizado na extremidade 5°, denominado AntgCHS2-1 (SEQ ID N° 4),
compreendendo a regifio entre os nucleotideos 425-638 do cDNA de AntgCHS2; o dsRNA
localizado na regifio central, denominado AntgCHS2-2 (SEQ ID N° 5), compreendendo a
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regido entre os nucleotideos 2379-2966 do ¢cDNA; e o dsSRNA localizado na extremidade 3’,
denominado AntgCHS2-3 (SEQ ID N° 6), compreendendo a regido entre os nucleotideos
4373-4557 do cDNA. Os segmentos escolhidos para a sintese dos dsRNAs tinham os
tamanhos de 213, 587 e 184 pares de bases, respectivamente.

Neste ensaio foram microinjetados 200 ng de dsRNA por inseto adulto, no total de 12
insetos. Apods 72 hs quatro insetos foram selecionados aleatoriamente, congelados em
nitrogénio liquido e mantidos a -80 °C. A sintese dos cDNAs dos diferentes tratamentos, bem
como a analise por qRT-PCR foram realizados conforme descrito no exemplo 5. Foram
realizados dois tratamentos controles, um controle consistiu da aplicagéo de agua tratada com
DEPC e o outro controle consistiu da microinjegédo de dsSRNA GUS.

2-Efeito da dose de dsRNA microinjetado

Para avaliar o efeito da concentragdo de dsRNA microinjetado sobre o silenciamento
de AntgCHS2 foram testadas as concentragdes de 50, 100 e 200 ng de dsRNA AntCHSB-
3/inseto (SEQ ID N° 6). Este dsRNA foi escolhido dentre os trés disponiveis por ser especifico
para 4. grandis, e ter o menor tamanho (184 pb), o que diminui a possibilidade do efeito de
silenciamento cruzado com genes nfo alvos. Neste ensaio, foi microinjetado um total de 12
insetos adultos. Apds 72 hs quatro insetos foram selecionados aleatoriamente, congelados em
nitrogénio liquido e mantidos a -80 °C. A sintese dos cDNAs dos difel'entes tratamentos, bem
como a analise por qRT-PCR foram realizados conforme descrito no exemplo 5.

3- Persisténcia do silenciamento durante as fases de desenvolvimento do inseto

Larvas foram microinjetadas com dsRNA a fim de avaliar a persisténcia do efeito do
RNAI em inseto adulto. Aqui adotaremos a nomenclatura, [aRNAi (RNAI larval), sugerida por
Huvenne e Smagghe para esse tipo de experimento (HUVENNE, H., et al., Mechanisms of
dsRNA uptake in insects and potential of RNAI for pest control: A review. Journal of Insect
Physiology, v. 56, n. 3. p. 227-235. 2010). As larvas de terceiro instar de desenvolvimento
foram microinjetadas com 200 ng de dsRNA AntgCHS2-3 (SEQ ID N° 6) e colocadas em
dieta artificial. Insetos adultos com idade de 72 horas foram submetidos as andlises por PCR
em tempo Real, conforme descrito no exemplo 5.

A avaliagfio do silenciamento de AntgCHS?2 sobre pardmetros fenotipicos de fémeas de

A. grandis foi realizada por meio de bioensaios de microinje¢io em fémeas adultas. Os

T
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parametros fenotipicos quantificados foram oviposigdo, viabilidade de ovos e mortalidade dos
insetos adultos. Cada unidade experimental consistiu em 16 insetos fémeas adultas com 48hs
de idade microinjetadas com 200ng de dsRNA e 8 insetos machos adultos ndo microinjetados,
o periodo experimental foi de 12 dias. Os insetos foram mantidos em pequenas gaiolas, onde o
piso da gaiola foi confeccionado com tela para permitir a coleta de ovos. Os insetos machos
foram marcados com gliter prateado para facilitar a identificagdo. O monitoramento do
bioensaio foi realizado a cada 48hs, momento no qual eram ofertadas dgua e dieta artificial ad
libitum. O bioensaio consistiu em trés réplicas biologicas com trés réplicas técnicas. O
tratamento controle consistiu na aplicagdo de dsSRNA de um gene nfo relacionado, no caso, foi
utilizado dsRNA com sequencia do gene gus de E. coli. Para analisar os dados obtidos nos
bioensaios foi aplicada uma analise de varidncia, seguida do teste de comparagdes multiplas de

Tukey, ao nivel de 5% de significancia.

Exemplo 5 - Determinagéo dos niveis de expressdo de AntgCHS1 e AntgCHS2

Para avaliar o efeito do dsRNA sobre a expressdo do transcrito alvo (AntgCHSI e
AntgCHS?2) foi utilizada a técnica de qRT-PCR (PCR quantitativa em tempo real) (KUBISTA,
M., et al., The real-time polymerase chain reaction. Molecular aspects of medicine, v. 27, n. 2-
3. p. 95-125. 2006). O RNA total de insetos proveientes de cada tratamento foi isolado
utilizando Trizol (Invitrogen) seguindo o protocolo indicado pek; fabricante. O cDNA foi
sintetizado utilizando o kit SuperScript™ III Reverse Transcriptase (Invitrogen) a partir de 1
pg de RNA total tratado com Ambion® DNAse I RNAse-free™ (Invitrogen) utilizando o
oligonucleotideo NV-d(T)30-AP (ver Tabela I).

A reagdio de PCR em tempo real foi realizada no equipamento 7300 Real-Time PCR
System (Applied Biosystems) utilizando SYBR™ Green, como fluoréforo intercalante. As
sequéncias dos oligonucleotideos utilizados para a avaliagdo dos transcritos séo descritos na
Tabela IV. Cada reacfio foi realizada com 2 pL de uma diluigdo 1:20 de ¢cDNA, 0,2 uM de
cada oligonucleotideo em um volume total de 10 puL. O programa para qRT-PCR consistiu em
um passo inicial a 95°C por 10 minutos seguidos por 40 ciclos de 95°C por 20 segundos, 60°C
por 30 segundos e 72°C por 30 segundos. Para a analise das amplificages, a Ct (do inglés -

cycle of the threshold) e a eficiéncia de amplificagio de cada oligonucleotideo (variando de
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90% a 100%) foram determinadas pelo programa Real-time PCR Miner
(http://www.miner.ewindup.info/) (ZHAO, S., et al., Comprehensive algorithm for quantitative
real-time polymerase chain reaction. Journal of Computational Biology, v. 12, n. 8. p. 1047-
1064. 2005). A andlise da expressdo relativa baseados nos valores de Cts e utilizando
multiplos genes foi realizada no programa qBasePlus versio 2.0 pelo método de Pfaffl
(PFAFFL, M. W., A new mathematical model for relative quantification in real-time RT-PCR.
Nucleic Acids Research, v. 29, n. 9. p. e45. 2001). Todos os experimentos de qRT-PCR foram
realizados em duas réplicas bioldgicas e trés repeti¢des técnicas. Os genes GAPDH e beta-
Actina fora utilizados como genes de referéncia. A andlise estatistica foi realizada pelo teste de

Tukey ao nivel de significancia de 0,05% para comparagdo entre os tratamentos.

Tabela IV-Oligonucleotideos utilizados nas reagdes de PCR em tempo real para analise

da expressfo de AntgCHS1 e AntgCHS2

Tamanho
Nome do Sequéncia do oligonucleotideo Sequéncia oligonucleotideo do Eficiéncia
oligonucleotideo senso (5°-3°) antisenso (5°-3%) amplicom (%)
(pb)

AntgCHS1-RT TGCTCCTGATAGATTTGATG ATCCGGGACTACACAGTACGCA 174 105
AntgCHS2-RT AAGGCATTAACGGTGACGAC TCCAAGTCGTTGATGACTGC 120 101
GAPDH-RT AGATCGTCGAGGGTCTGATG AAGGCGGGAATGACTTTACC 166 99
B-Actina-RT CCTTTAACACCCCTGCTATG TGAGGTAGTCGGTCAAGTCA® 192 102

Exemplo 6 — Resultados dos bioensaios de microinjegdo de dsRNA e avaliagdo do
silenciamento do gene para enzima Quitina sintase 1 em 4. Grandis (AntgCHS1)

Foi identificada a sequéncia de cDNA do gene da Quitina sintase 1 (ou A) de A.
grandis, cujo tamanho foi de 4831 nucleotideos (SEQ ID NO 1). Dentro desta sequéncia foi
selecionada uma regido de 249 pb (SEQ ID NO 2) para servir de molde para a sintese da
molécula de dsRNA, conforme descrito no exemplo 1. '

Foi verificado por meio dos bioensaios de microinjegdo que o dsRNA AntgCHSI
(SEQ ID NO 2) foi capaz de suprimir o nimero de transcritos da Quitina sintase 1 em ovos de
A. grandis (Figura 3). Em ensaios de microinje¢do do dsRNA AntgCHS1 em adultos de 4.
grandis causou redugdio da viabilidade dos ovos (Figura 4). Foi observado que as larvas se

formaram dentro dos ovos € se movimentavam ativamente, mas ndo conseguiram eclodir
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(Figura 4). Alguns desses ovos invidveis foram perfurados mecanicamente com o auxilio de
uma pinga para forgar a eclosdo das larvas. O ovos perfurados foram colocados em dieta
artificial para o desenvolvimento das larvas. As larvas provenientes do tratamento com dsRNA
AntgCHS1 apresentaram mé formagSes na cépsula cefalica e das mandibulas e foi observado
mortalidade total das larvas eclodidas do tratamento com dsRNA AntgCHS1(Figura 5).

Em experimentos de microinjecdo de dsRNA AntgCHS1 (SEQ ID NO 2) em larvas de
Gltimo instar foi observado que os todos os insetos silenciados ndo conseguiram se
desenvolver em pupa e morreram. Insetos ndo silenciados desenvolveram-se normalmente e

transformaram-se em adultos (Figura 6).

Exemplo 7 — Resultados dos bioensaios de microinjegdo de dsRNA e avaliagdo funcional do
silenciamento do gene para enzima Quitina sintase 2 (AntgCHS2) em 4. grandis.

Foi identificada a sequéncia de ¢cDNA do gene da Quitina sintase 2 (ou B) de
Anthonomus grandis, cujo tamanho foi de 4729 nucleotideos (SEQ ID NO 3). Dentro desta
sequéncia foram selecionadas trés regides de diferentes tamanhos (SEQ ID NO 4, SEQ ID NO
5 E SEQ ID NO 6) para servir de molde para a sintese de moléculas de dsRNA, conforme
descrito no exemplo 1. Foi verificado por meio dos bioensaios de microinjecdo e pelos
resultados das analises de PCR em tempo real que dsRNAs de.diferentes tamanhos, variando
entre 180 pb e 600 pb, foram capazes de suprimir o numero de traﬁscritos de AntgCHS2 sem
diferirem estatisticamente entre os tratamentos. Do mesmo modo nfo houve diferenga entre as
regides escolhidas como alvo para ao silenciamento, quer seja na extremidade 5°, na regido
central, ou ainda, na extremidade 3’ do ¢cDNA (Figura 7). Também por analises de PCR em
tempo real foi observado que em insetos adultos microinjecdes de 50 ng de dsRNA foram
suficientes para apds 72 horas, causar reducio drastica do numero de transcritos (Figura 8).
Para os experimento de microinje¢do em larvas, o tratamento que apresentou maior efeito foi a
microinjegdo de 200 ng de dsRNA por inseto (Figura 9). Foi verificado que o efeito do
silenciamento génico persiste apds a metamorfose, ou seja, adultos provenientes de larvas
microinjetadas apresentaram redug@io do niimero de transcritos da quitina sintase 2 em relagdo

ao tratamento controle (dsSRNA GUS) (Figura 10).
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Na avaliagdo de pardmetros fenotipicos causados pela microinje¢do do dsRNA
AntgCHS2 (SEQ ID NO 6) verificou-se que apds 144 horas as fémeas microinjetadas com
RNAI interromperam a oviposic#o, causando uma redugfo de 93% do nimero de ovos (Figura
11). Além disso, a taxa de mortalidade dos insetos aumentou ao longo do tempo atingindo
100% apds 240 horas. Foi atribuida a esse fenétipo letal, a interrupgdo inicial da alimentag8o

que resultou, na interrupgdo da oviposigéo, seguido da morte do inseto. (Figura 12).
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REIVINDICACOES

1. Molécula de acido nucleico isolada caracterizada por ser selecionado do grupo

consistindo de:

a. Molécula de acido nucleico isolada compreendendo uma sequéncia de acido
nucleico substancialmente similar as sequéncias selecionadas do grupo de
SEQ ID No 1, SEQ ID No2, SEQ ID No 3, SEQID No 4, SEQIDNo 5 e
SEQ ID No 6;

b. Molécula de 4cido nucleico isolada que hibridiza com uma sequéncia de
acidos nucleicos indicada pelas sequéncias selecionadas do grupo de SEQ
ID No 1, SEQ ID No2, SEQ ID No 3, SEQ ID No 4, SEQ ID No 5 e SEQ
ID No 6, sob condigdes de lavagem de 5X SSC, formamida a 50% e 42°C;

por 10min;

c. Fragmento de pelo menos 19 nucleotideos contiguos de uma sequéncia de
acidos nucleicos selecionada selecionadas do grupo de SEQ ID No 1, SEQ
ID No2, SEQ ID No 3, SEQ ID No 4, SEQ ID NQ 5 e SEQ ID No 6, onde a
ingestdo, por colebpteros-praga de plantas, da sequéncia de um
ribonucleotideo de filamento duplo, compreendendo pelo menos um
filamento complementar do referido fragmento, inibe ou reduz a

proliferagdo da referida praga; e
d. Complemento da sequéncia de (a), (b) ou (¢).

2. Molécula de 4cido nucleico isolada de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizada
por ser selecionada do grupo de SEQ ID No 1, SEQ ID No2, SEQ ID No 3, SEQ ID
No 4, SEQ ID No 5 e SEQ ID No 6.

3. Gene quimérico caracterizado por compreender:

a) um polinucleotideo de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 1 ou 2; e
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b) um promotor ativo, operacionalmente ligado ao polinucleotideo definido em (a).
Construgdio génica caracterizada por compreender um ou mais genes quiméricos de
acordo com a reivindicagéo 3.

Construgéio génica caracterizada por compreender:

(a) uma primeira regio compreendendo uma sequéncia de nucleotideos de pelo
menos cerca de 19 nucleotideos consecutivos tendo uma similaridade substancial
de sequéncia com pelo menos cerca de 19 nucleotideos consecutivos da sequéncia
de nucleotideos sense conforme descrita em SEQ ID No 1, SEQ ID No2, SEQ ID
No 3, SEQ ID No 4, SEQ ID No 5 e SEQ ID No 6;

(b) uma segunda regido compreendendo uma sequéncia de nucleotideos de cerca de
pelo menos 19 nucleotideos consecutivos tendo uma similaridade substancial de
sequéncia com o complemento de cerca de pelo menos 19 nucleotideos
consecutivos da sequéncia de nucleotideos sense conforme descrita em SEQ ID No
1, SEQ ID No2, SEQ ID No 3, SEQ ID No 4, SEQ ID No 5 e SEQ ID No 6.
Construgdo génica de acordo com a reivindicagdo 5 caracterizada pelo fato da
primeira e a segunda regido serem capazes de formar uma regifio de RNA dupla-
fita, a qual pode ter, além do comprimento total da primeira e da segunda regigo,
uma regifio espagadora entre elas contendo pelo menos cerca de 3 nucleotideos.
Construgiio génica de acordo com a reivindicagdo 6 caracterizada pelo fato da
sequéncia espagadora ser um {ntron.

Vetor caracterizado por compreender a molécula de acido nucleico isolada de
acordo com a reivindicagéo 1.

Vetor de acordo com a reivindicagdo 8, caracterizado pelo fato de o referido vetor
ser capaz de promover a expressdo da molécula de interesse ou um fragmento

desta.

10. Sequéncia de ribonucleotideo de filamento duplo caracterizada por ser produzida a

partir da expressio de uma molécula de acido nucleico de acordo com a

reivindicagéo 1.
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Sequéncia de ribonucleotideo de filamento duplo de acordo com a reivindicagéo 10
caracterizada pelo fato da ingestéo ou assimilagdo por coledpteros-praga de plantas,
da sequéncia de um ribonucleotideo de filamento duplo, compreendendo pelo
menos um filamento complementar do referido fragmento, inibe ou reduz a

proliferacéo da referida praga.

Célula transformada caracterizada por compreender a molécula de 4cido nucleico

de acordo com a reivindicagéo 1.

Célula de acordo com a reivindicagdo 12 caracterizada por ser uma célula

procaridtica.

Célula de acordo com a reivindicagdo 12 caracterizada por ser uma célula

eucariotica.

Célula de acordo com a reivindicagdo 12 caracterizada por ser uma célula de

vegetal ou bactéria.

Planta transformada caracterizada por compreender a molécula de 4cido nucleico

de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 ou 2.

Planta de acordo com a reivindicagdo 16 caracterizada pelo fato da molécula de
4cido nucleico ser expressa em uma célula vegetal, sob a forma de uma sequéncia
de ribonucleotideo de filamento duplo, e a ingestdo de dieta contendo uma
quantidade inibidora, para inseto-praga, da referida sequéncia do ribonucleotideo de

filamento duplo inibe ou reduz a proliferag@o da referida praga.

Planta de acordo com a reivindicagfio 17 caracterizada pelo fato do inseto-praga ser
selecionado pelo grupo consistindo de Anthonomus grandis, Diabrotica virgifera,
Tenebrio molitor, Tribolium castaneum e Hypothenemus hampei, Phoracantha
semipunctata, Lixus angustatus, Acanthoscelides obtectus e outros coledpteros que
causam danos a madeiras e plantas agronomicamente importantes das familias

Scolytidae, Cerambycidae, Curculionidae e Bostrichida e outros coledpteros.
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19. Produto comerciavel caracterizado pelo fato de ser produzido a partir de uma planta

20

21.

22.

23.

de acordo com a reivindicagéo 16 onde o referido produto comerciavel compreende
uma quantidade detectavel da molécula de acido nucleico conforme definida na

reivindicagfo 1 ou de um ribonucleotideo expresso a partir da mesma.

Método para produzir organismos eucaridticos transgé€nicos nos quais a expressdo
de um gene alvo nas células do organismo ¢ reduzida, caracterizado por

compreender os estagios de:

D prover uma molécula de dcido nucleico de acordo com a reivindicagéo 1;

I inserir a molécula obtida em “I” em célula ou células do organismo para
produzir uma célula ou células transgénicas; e

IlI)  crescer ou regenerar um organismo eucarioto transgénico da célula ou

células transgénicas.

Método para controle de infestagdo de coledpteras caracterizado por compreender o
fornecimento, na dieta de um coledptera-praga, de um agente compreendendo uma
molécula de acido nucleico de acordo com a reivindicagdo 1 ou uma sequéncia de

ribonucleotideo de filamento duplo de acordo com a reivindicagéo 10.

Método de acordo com a reivindicago 20 caracterizado pelo fato da célula do
organismo eucarioto compreender ainda uma sequéncia de plonucleotideo que

codifica um agente pesticida.

Método de acordo com a reivindicagdo 22 caracterizado pelo fato do agente
pesticida ser selecionado do grupo consistindo de patatina, uma proteina insecticida
de Bacillus thuringiensis, uma proteina Xenorhabdus insecticida, uma proteina
Photorhabdus insecticida, uma proteina de Bacillus laterosporous insecticida, uma
proteina de Bacillus sphaericus insecticida, enzimas da familia de quitinase e uma

lignina.

24, Método de acordo com a reivindicagdo 20 caracterizado pelo fato do coledptero

praga ser selecionado do grupo consistindo de Anthonomus grandis, Diabrotica
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virgifera, Tenebrio molitor, Tribolium castaneum e Hypothenemus hampei,
Phoracantha semipunctata, Lixus angustatus, Acanthoscelides obtectus e outros
coledpteros que causam danos a madeiras e plantas agronomicamente importantes
das familias Scolytidae, Cerambycidae, Curculionidae e Bostrichida e outros

coledpteros.

Método de acordo com a reivindicagdo 20 caracterizado pelo fato que o modo de
atuacdo da molécula de 4cido nucleico ou da sequéncia de ribonucleotideo de
filamento duplo, ao ser ingerida ou assimilada pela praga, é o de supressdo ou
redugdo da expressdo de um gene que execute uma fungéo essencial para sobrevida

do inseto.

Método de acordo com a reivindicagdo 25 caracterizada pelo fato da fungfo
essencial para sobrevida do inseto ser selecionada do grupo de diferenciagfo e
desenvolvimento da cuticula, formagdo do ovo, maturagfo larval, transi¢do de
estagio larval, pupacfo, digestdo e assimilagdo de nutrientes, protegdo contra

patogenos.

Método para melhorar o rendimento de plantas cultivadas, sujeitas a infestagéo por

insetos-praga, caracterizado por compreender as etapas de:

a. Introdu¢do de uma molécula de éacido nucleico de acordo com a

reivindicagdo 1 na referida planta;

b. Cultivo da planta obtida em “a” de modo a permitir a expressdo da referida
molécula de 4cido nucleico, onde essa expressdo inibe ou reduz a

proliferagfo da referida praga.

Método de acordo com a reivindicagfio 27 caracterizado pelo fato da expressdo da
molécula de 4acido nucleico produzir uma molécula de RNA que suprime, pelo
mesmo, um primeiro gene alvo em um inseto-praga que ingeriu uma por¢do da

referida planta onde o gene alvo execita, pelo menos uma fungdo essencial para




10

15

29.

30.

31.

6/6

sobrevida do inseto ser selecionada do grupo de diferenciagdo e desenvolvimento
da cuticula, formagdo do ovo, maturagdo larval, transi¢do de estdgio larval,

pupagdo, digestdo e assimilagdo de nutrientes, protegdo contra patdgenos.

Método de acordo com a reivindicagdo 28 caracterizada pelo fato do inseto-praga
ser selecionado do grupo consistindo de Anthonomus grandis, Diabrotica virgifera,
Tenebrio molitor, Tribolium castaneum e Hypothenemus hampei, Phoracantha
semipunctata, Lixus angustatus, Acanthoscelides obtectus e outros coledpteros que
causam danos a madeiras e plantas agronomicamente importantes das familias

Scolytidae, Cerambycidae, Curculionidae e Bostrichida e outros coledpteros.

Método de produgdo de um produto comercidvel caracterizado pelo fato de
compreender a obtenc¢do de uma planta definida de acordo com a reivindicagéo 16,
ou parte da mesma, e o preparo de um produto comerciavel a partir da planta ou

parte da mesma.

Método de produgéo de alimento ou ragéo caracterizado pelo fato de compreender a
obtengdo de uma planta definida de acordo com a reivindicagéio 16, ou parte da
mesma, e o preparo de alimento ou ragdo a partir da referida planta ou parte da

mesma.
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RESUMO
“METODO E COMPOSICOES PARA CONTROLE GENETICO DE INSETOS-
PRAGA EM PLANTAS DE ALGODAO ATRAVES DO SILENCIAMENTO DE
GENES DE QUITINA SINTASES”.

A presente invengdo estd relacionada ao controle de infestagdo de praga através da
inibicdo ou redugfio da expressdo de genes da familia da quitina sintase. A invengéo prové
ainda métodos e composi¢des para o controle de pragas, através da alimentag@o de uma ou
mais moléculas de RNA de fita dupla provida pela presente invengéo. A invencdo descreve
ainda um método de obtengéo de plantas transgénicas que expressem moléculas de RNA de

fita dupla. A presente invengéo é preferencialmente utilizada para plantas de algodoeiro.
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