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Introducao

Dentre as pragas que ameagam
a cultura das duas espécies
comerciais brasileiras de café, C.
arabica e C. canephora, destaca-
se Leucoptera coffella (Guérin-
Méneville; Perrottet) (Lepidoptera:
Lyonetiidae), uma mariposa
conhecida como bicho-mineiro do
cafeeiro (BMC), responsavel por
causar grave dano as folhas (Guérin-
Méneville; Perrottet, 1842). Durante
o ciclo de vida, as fémeas depositam
ovos sobre as folhas (Costa et
al., 2012; Wolcott, 1947), de onde
eclodem as larvas que se alimentam
do mesofilo foliar, gerando necrose,

perda da capacidade fotossintética
e desfolha drastica, podendo atingir
até 100% das folhas (Costa et al.,
2012) e causar prejuizos acima de
70% na produgéo do gréo (Neves,
2006; Souza et al., 2006; Souza, et.
al., 1998).

As dificuldades no  controle
quimico do BMC (Leite et al., 2020,
2021) geram forte demanda por
solugbes sustentaveis, duraveis,
seguras e especificas contra o
inseto alvo (Sawinska et al., 2020;
Dantas et al.,2021). Abordagens
biotecnoldgicas sado utilizadas com
sucesso em outros insetos (Dias et
al., 2020) e podem ser aplicadas
para o manejo controle especifico



do BMC. Para selecionar genes alvo
para aplicagao na tecnologia de RNAI
e outras estratégias biotecnoldgicas,
como marcadores  moleculares
da resisténcia a inseticida, séao
necessarias as informagdes génicas
do BMC. Entretanto, ainda existem
poucos dados disponiveis de
transcritoma.

Atualmente existem dois projetos
registrados no NCBI que
relacionam o sequenciamento dos
transcritos de L. coffeella: Leptree
II:  Yponomeutoid transcriptomes
(ID 313449), que visa a resolugao
das relagdes filogenéticas dentro
da superfamilia Yponomeutoidea
a partir do transcritoma de insetos
da ordem Lepidoptera (Mitter et
al., 2017), e o The 1KITE project:
evolution of insects (ID 299175), que
visa entender a evolucgao e distingao
entre as espécies, abrangendo todas
as ordens de insetos conhecidas
(Kawahara et al.,, 2019). Uma
derivacdo deste projeto consiste
na publicacdo do transcritoma de
L. coffeella com 3,778,549 pb,
entretanto apenas de organismos
adultos e sem sexagem.

Portanto, o presente trabalho visa
descrever um protocolo customizado
que permita a extracdo de RNA total
de L. coffeella em diferentes estadios
de desenvolvimento (Motta ., 2021)

nas folhas de café, produzindo
amostras de alta pureza e integridade
para analises moleculares de alta
sensibilidade. A partir desses dados,
sera possivel gerar conhecimento
acerca da expressao génica
e explorar genes-alvo para o
desenvolvimento de alternativas
mais eficientes e especificas para o
controle e manejo do BMC.

Material e Métodos

As extragcbes foram
realizadas a partir de 7 estadios de
desenvolvimento do BMC: 4 instares
larvais (L1, L2, L3 e L4) (Motta .,
2021), pupas, machos e fémeas.

Utilizamos o método TRIzol®,
seguido por limpeza do RNA
com o kit ReliaPrep RNA Tissue
Miniprep System (Promega, Cat.No.:
PRZ6111).

Lise celular: com auxilio do cadinho
e do pistilo, macerar separadamente
0s diferentes estadios de
desenvolvimento (aproximadamente
20 yL de pd por tubo). Dissolver
o material em um tubo de
microcentrifuga estéril de 1,5 mL
contendo 1 mL de TRIzol Reagente
(Invitrogen, Cat.No.: 15596026).
Inverter o tubo cuidadosamente 10
vezes e incubar por 5 minutos a



temperatura ambiente.

Extracdo orgénica: centrifugar o
tubo a 10.000 x g (Microcentrifuga
Eppendorf® 5415R) por 10 minutos a
4 °C para precipitacao das impurezas
e outros materiais ndo dissolvidos.
Transferir o sobrenadante para
um novo tubo de microcentrifuga
estérii de 1,5 mL contendo 200
ML de cloroférmio. Agitar o tubo
vigorosamente por inversdo manual
por 15 segundos. Incubar por 3
minutos a temperatura ambiente
e centrifugar a 10.000 x g por 15
minutos a 4 °C.

Precipitacdo do RNA: transferir
cuidadosamente a fase aquosa
(superior)paraumnovotubocontendo
500 pyL de isopropanol 100%. Inverter
o tubo cuidadosamente 10 vezes,
incubar por 10 minutos a temperatura
ambiente e centrifugar a 10.000 x g
por 10 minutos a 4 °C.

Limpeza do RNA: apos a
obtencdo do precipitado, descartar
0 sobrenadante e adicionar 1
mL de etanol 75%. Inverter o
tubo cuidadosamente 5 vezes
e centrifugar a 10.000 x g por 5
minutos a 4 °C. Descartar o etanol e
secar o precipitado em temperatura
ambiente.

Purificacdo do RNA utilizando
o kit ReliaPrep RNA Tissue
Miniprep System: Ressuspender

o precipitado em 250 pL de solugao
LBA/TG (fornecido no kit). Adicionar
85 pL isopropanol. Transferir o
volume do tubo para a Mini Coluna
ReliaPrep™ (fornecida no kit) e
centrifugar a 10.000 x g por 1 minuto
em temperatura ambiente. Adicionar
500 uL de RNA Wash Solution e
centrifugar a 10.000 x g por 30
segundos em temperatura ambiente.
Preparar o mix de DNAse (24 uL de
Yellow Core Buffer + 3 uL MnCl, +
3 pyL DNAse, todos fornecidos pelo
kit). Aplicar 30 uL do mix de DNAse
a coluna e centrifugar a 10.000 x
g por 15 minutos em temperatura
ambiente. Aplicar 200 pL da solucao
Column Wash e centrifugar a 10.000
x g por 15 minutos em temperatura
ambiente. Em seguida, aplicar
500 uL de RNA Wash Solution e
centrifugar a 10.000 x g por 30
segundos em temperatura ambiente.
Aplicar mais 300 pL de RNA Wash
Solution e centrifugar a 10.000 x
g por 2 minutos em temperatura
ambiente. Descartar os tubos de
coleta e transferir a coluna para um
novo tubo de microcentrifuga estéril
de 1,5mL. Eluiro RNAda coluna com
15 pL de agua livre de nucleasse e
centrifugar a 10.000 x g por 1 minuto
em temperatura ambiente.

Controle de qualidade e
armazenamento: apos a extragao, o



RNA deve ser avaliado quanto a sua
quantidade e qualidade, analisados
em NanoDrop, Qubit e Bioanalyzer.
O RNA deve ser armazenado
imediatamente em freezer -80 °C

para evitar a degradagéo.

Resultados e
Discussao

A extragdo de RNA total para o
sequenciamento apresenta desafios
metodolégicos para manter a
estabilidade das moléculas. O
RNA esta sujeito a degradagao
desde as etapas iniciais com a lise
celular até a quantificagdo final
(Houseley; Tollervey, 2009). Para
evitar a degradagdo e a perda de
informagdes transcritbmicas, o0s
protocolos de extracdo de RNA
sugerem procedimentos importantes
durante a manipulagdo, como o
uso de equipamentos exclusivos
para RNA e de areas isoladas e
descontaminadas de RNase (Florell
et al., 2001).

Com o protocolo aqui estabelecido,
foi possivel obter com sucesso o
RNA total de L. coffella referente
aos  diferentes  estadios de
desenvolvimento. Além das
etapas comuns dos protocolos
convencionais, adicionamos a
etapa de purificacdo das amostras

extraidas utilizando um kit de
extracdo comercial, como um
diferencial da metodologia. Quando
comparado a outros métodos de
extragcdo de RNA, esse protocolo
mostrou maior grau de pureza e
concentragcao das amostras.

As amostras extraidas e avaliadas
nos espectrofotdbmetros Qubit
e NanoDrop apresentaram
os valores de concentragdo e
relacbes especificas (A260/A280
e A260/A230) recomendadas para
obtencdo de um sequenciamento
de transcritoma de alto rendimento
(Tabela 1). Aintegridade do RNA foi
avaliada por eletroforese em gel de
agarose (Figura 1) e em Bioanalyzer
(Figura 2), atualmente os dois
métodos utilizados para avaliar a
integridade e degradagdo do RNA
apos a extracdo. O Bioanalyzer
calcula o numero de integridade do
RNA (RNA integrity number - RIN),
a partir dos picos de distribuicdo de
fragmentos de RNA, que varia de 1
a 10, onde valores acima de 7 séo
considerados de alta qualidade e
apropriados para sequenciamento
(Mueller et al., 2004). Outra forma
de avaliar a integridade do RNA ¢ a
partir do tamanho das subunidades
do RNA riboss6mico (RNAr): entre
4400 e 5000 pares de bases (bp)
para a subunidade 28S e 2.000 bp



para a subunidade 18S (Melen et al.,
1999)._

Ao analisar o perfil das amostras em
gel de agarose ndo desnaturante
e no eletroferograma gerado
pelo  Bioanalyzer, @ observamos
respectivamente a presenca de
apenas uma banda de RNAr
com aproximadamente 850 pb
(Figura 1) e uma banda com
aproximadamente 2000 pb (Figura
2A). Essa diferenga na altura das
bandas de RNA pode ser explicada
pelas interagbes intramoleculares,
onde as moléculas de RNA podem
dobrar-se e alterar a estrutura
secundaria das moléculas, afetando
a migragcdo no gel de agarose néao
desnaturante (Sambrook; Russell,
2001). O gel desnaturante soluciona
este problema com o rompimento
das pontes de hidrogénio em
condi¢des desnaturantes, permitindo
que o RNA migre como uma

molécula de fita simples, o que
garante estimativas de tamanho
mais precisas (Sambrook; Russell,
2001).

Inicialmente esses resultados foram
interpretados como um perfil de
degradacao, pois tradicionalmente o
RNA de alta qualidade apresenta as
subunidades 28S e 18S (Sambrook;
Russell, 2001). Entretanto, uma
particularidade € descrita para
invertebrados, onde a subunidade
28S ¢é altamente propensa a
desnaturacao, resultando em
dois fragmentos menores que se
sobrepde com a subunidade 18S
em uma unica banda (DeLeo et al.,
2018; Ogino et al., 1990; Winnebeck
et al., 2010), como aqui observado.
Além disso, os picos de distribuigdo
dos fragmentos de RNAr mostraram
elevado RIN, como indicativo da alta
qualidade das amostras (Figura 2B).

Tabela 1: Razbes de absorbancia e concentragdes de RNA total dos 7 estadios de
desenvolvimento de L. coffella quantificados no Nanodrop e Qubit, respectivamente.

Amostra A260/A280 A260/A230 Concentracao (ng/pl) Qubit
L1 2,18 2,26 876
L2 2,17 2,21 756
L3 2,17 2,27 816
L4 2,19 2,27 1159
P 2,15 2,32 542
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Figura 1: Eletroforese em gel de agarose 1,2 % nao desnaturante,corado com brometo
de etidio apos 2 horas de corrida a 50 volts (V). O marcador utilizado foi o 1Kb Plus
DNA Ladder (Invitrogen) (pogo 1). Bandas de RNAr referentes aos instares larvais L1
e L2 com aproximadamente 850 pb (setas vermelhas).



L1 L2 L3
2 RIN: 9.90 RIN: 9.60 RIN; 9.90
3 [Fu) [Fu] [Fu)
B 200 | 200%]
S 112134 P M F | o] e 1001
04 o o4
T T T T T T T T T T T T T T T T T T
25 200 1000 4000 [nt] 25 200 1000 4000 [nt] - 200 1000 4000 [nt]
L4 P M
%000 — RIN: 9.90 RIN: 9.70 RIN: 9.80
[FU) Fu] ‘ [Ful
S —— o
1004 1004
1000 — 1001
0= 0+ 0+
500 — T T T T T T T T T T T T T T T T T T
25 200 1000 4000 [t 25 200 1000 4000 [ 25 200 1000 4000 [
200 —
F
P S ——
(FU)
L 1L 2 3 4 5 6 17 200
100
0
—T T T T
25 200 1000 4000 [t

Figura 2: (A) eletroferograma gerado pelo Bioanalyzer mostrando a sobreposigéo das
subunidades 28S e 18S em uma Unica banda com 1900 pb. Ladder corresponde ao

tamanho do RNA padrao do picochip. (B) picos de distribuicdo dos fragmentos de RNA
com todos os valores RIN acima de 9.5.



RNAr
relevantes para varios organismos
modelo (Schroeder et al., 2006), ainda
existem poucos estudos recentes que
avaliem as meétricas e os padrdes
de qualidade para organismos nao
modelo (Mccarthy et al.,, 2015).
Grande parte das analises de perfis
de RNA de insetos documentam a
“desnaturacéao oculta” da subunidade
28S como um perfil aparentemente
degradado (DelLeo et al.,, 2018;
Fujiwara; Ishikawa, 1986; Ishikawa;
Newburgh, 1972; Winnebeck et al.,
2010). Entretanto, com aumento
do sequenciamento de diferentes
organismos para investigacdes
de RNA nos Ultimos anos, mais
perfis de RNAr de invertebrados
foram gerados e sugerem que a
desnaturagao da subunidade 28S
é de fato muito comum (DelLeo et
al.,, 2018; Mccarthy et al., 2015;
Winnebeck et al., 2010).

O protocolo otimizado de extragao
de RNA do BMC sera essencial para
gerar dados mais robustos acerca
do seu transcritoma, principalmente
pelo detalhamento dos diferentes
estadios de desenvolvimento. Os
dados gerados a partir desse material
viabilizardo o direcionamento de
estratégias especificas de controle
do inseto, como o silenciamento

Embora existam perfis de

de genes via RNAi e marcadores
moleculares da resisténcia a
inseticida.
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