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RESUMO 
 

ZIMMERMANN RODRIGUES, L. Aplicação de dsRNA sintético ou associado a 

nanocarreadores de zeína para controle de Tuta absoluta (Meyrick, 1917) por 

RNAi. 2023. 163 p. Dissertação (Mestrado em Ciências) – Centro de Energia Nuclear 

na Agricultura, Universidade de São Paulo, Piracicaba, 2023. 

O silenciamento gênico por RNA de interferência (RNAi) pode ser uma alternativa 

segura e sustentável para o controle da traça-do-tomateiro (Tuta absoluta), uma praga 

que causa prejuízos à produção de tomate pela destruição de folhas e frutos, além de 

facilitar infecções por patógenos. Novas tecnologias para a produção em larga escala 

de dsRNA in vitro têm reduzido os custos e tornado o desenvolvimento de 

biopesticidas à base de dsRNA sintéticos mais atraente. No entanto, a rápida 

degradação do dsRNA no ambiente e a baixa absorção celular em insetos são fatores 

limitantes que afetam a eficácia do controle de pragas por RNAi empregando dsRNA 

sintético. Todavia, estudos sugerem que a associação do dsRNA a nanocarreadores 

poderia superar essas limitações. Neste contexto, investigamos a eficácia da 

aplicação foliar de dsRNA sintético ou associado a nanocarreadores de zeína (nZ) em 

tomateiro Micro-Tom (MT) contra T. absoluta. Em ambos os casos foi utilizado dsRNA 

sintético homólogo a regiões dos genes arginina kinase (AK) ou ATPase vacuolar 

subunidade A (ATPase), além do Green Fluorescent Protein (GFP) como controle. A 

pulverização de nZ-dsRNA em MT não apresentou eficácia contra T. absoluta quando 

comparado ao dsRNA sintético (não-carreado), que causou alta mortalidade larval, 

redução do peso das larvas ou do dano foliar em MT. Por outro lado, nZ-dsRNA 

apresentou um potencial efeito para controle de T. absoluta na fase de ovo, o que não 

foi observado pelo dsRNA sintético (não-carreado). Por meio de microscopia confocal, 

foi confirmada a habilidade do dsRNA sintético ou nZ-dsRNA em penetrar as folhas e 

serem ingeridos por larvas, bem como a capacidade de absorção radicular e 

translocação do dsRNA sintético ou do nZ-dsRNA na planta, o que indica uma possível 

alternativa para o controle da praga pela entrega de dsRNA via radicular, embora a 

exposição de nZ via raízes possa ter prejudicado o tomateiro MT. 

Palavras-chave: Biopesticidas. Micro-Tom. Nanobiotecnologia. Silenciamento 
gênico. Traça-do-tomateiro.  
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ABSTRACT 
 

ZIMMERMANN RODRIGUES, L. Application of synthetic dsRNA or associated 

with zein nanocarriers to control Tuta absoluta (Meyrick, 1917) by RNAi. 2023. 

163 p. Dissertação (Mestrado em Ciências) – Centro de Energia Nuclear na 

Agricultura, Universidade de São Paulo, Piracicaba, 2023. 

 

Gene silencing by RNA interference (RNAi) can be a safe and sustainable alternative 

to control the tomato leafminer (Tuta absoluta), one of the most serious pests of tomato 

production that causes significant damage by destroying leaves and fruits and 

facilitating infections by pathogens. Recently, new technologies for large-scale in vitro 

production of dsRNA have reduced costs and made the development of biopesticides 

based on synthetic dsRNA an attractive option. However, the rapid environmental 

degradation of synthetic dsRNA and low cellular uptake in insects are limiting factors 

that may affect the efficacy of pest control by RNAi. Nonetheless, studies indicate that 

the use of nanocarriers can overcome these limitations. In this context, we investigated 

the efficacy of foliar application of synthetic dsRNA or dsRNA associated with zein 

nanocarriers (nZ) in tomato Micro-Tom (MT) against T. absoluta. In both cases, 

synthetic dsRNA homologous to the target genes arginine kinase (AK) or vacuolar 

ATPase (ATPase), and Green Fluorescent Protein (GFP) as a control gene, were 

used. Spraying nZ-dsRNA on tomato plants did not show effective control of the tomato 

leafminer when compared to non-carried synthetic dsRNA, which caused high larval 

mortality, significant reduction in larval weight, or foliar damage in tomato MT. On the 

other hand, nZ-dsRNA showed a potential effect to control T. absoluta in the egg 

phase, which was not observed by non-carried synthetic dsRNA. Additionally, the 

ability of synthetic dsRNA or nZ-dsRNA to penetrate leaves and be ingested by larvae 

was confirmed, as well as the ability of the tomato root to absorb synthetic dsRNA or 

nZ-dsRNA and translocate them to the leaves, which indicates a possible alternative 

for pest control by RNAi through the delivery of synthetic dsRNA via the root system. 

However, a toxicity assay suggested that nZ root uptake may be harmful to tomato 

plant. 

Keywords. Biopesticides. Gene silencing. Micro-Tom. Nanobiotechnology. Tomato 

leafminer.   
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1. INTRODUÇÃO 

A segurança alimentar é uma preocupação global cada vez mais urgente, 

especialmente à medida que a população mundial continua a crescer e a demanda 

por alimentos aumenta, aliada a ameaças de mudanças climáticas (TANING et al., 

2021). As crescentes preocupações com o impacto dos pesticidas químicos no 

ambiente e na saúde humana têm pressionado por novos métodos de controle de 

pragas agrícolas mais sustentáveis (ALBUQUERQUE et al., 2016; RANI et al., 2021). 

Nesse contexto, a biotecnologia tem desempenhado um papel significativo na 

produção de alimentos mais seguros e ambientalmente mais amigáveis (HAMDAN et 

al., 2022). Desde a década de 1990, plantas transgênicas que expressam proteínas 

com propriedades inseticidas, as toxinas Cry, também conhecidas como plantas Bt, 

têm sido amplamente usadas no controle de pragas agrícolas, especialmente 

lepidópteros (KOCH et al., 2015). No entanto, evidências indicam que as plantas Bt 

podem favorecem a evolução de resistência de insetos às toxinas Cry e há riscos a 

biodiversidade em razão do potencial fluxo gênico com espécies selvagens 

(BRESSAN et al., 2020; OMOTO et al., 2016). Ao mesmo tempo, há um custo elevado 

e obstáculos na comercialização das plantas Bt devido à rejeição aos organismos 

geneticamente modificados (OGM) pela população (ADDEY, 2020; BEGHIN; 

GUSTAFSON et al., 2021). 

A tecnologia de silenciamento gênico por RNA de interferência (RNAi) é 

apontada como uma alternativa viável e sustentável para o controle de pragas e 

doenças (TANING et al., 2021). O RNAi é um mecanismo altamente conservado em 

organismos eucariotos que permite a regulação da expressão gênica após a 

transcrição a partir da interceptação e destruição ou bloqueio dos RNAs mensageiros 

(mRNAs) antes da tradução de proteínas (PEREIRA, 2013). 

Os mecanismos do RNAi foram primeiramente esclarecidos por FIRE et al. 

(1998), que demonstraram o potencial do uso de moléculas de RNA dupla-fita 

(dsRNA) para regular a expressão gênica do nematoide Caenorhabditis elegans. No 

entanto, o desenvolvimento da tecnologia de RNAi para controle de pragas enfrenta 

desafios relacionados às diferenças na resposta ao silenciamento gênico entre as 

diferentes ordens de insetos (RODRIGUES; FIGUEIRA, 2016). As pragas lepidópteras 

apresentam-se como recalcitrantes ao silenciamento gênico por RNAi, em relação a 

outras ordens de insetos (TERENIUS et al., 2011). Isso pode ser atribuído à ação de 

ribonucleases específicas para dsRNAs e à alcalinidade do intestino médio desses 
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insetos, que degradam precocemente os dsRNAs, bem como a ausência de 

homólogos de proteínas envolvidas na absorção celular de dsRNA, limitando o 

potencial de controle dessas espécies pela ingestão de dsRNA (KUNTE et al., 2020; 

LUCENA-LEANDRO et al., 2022). Contudo, mesmo sob condições adversas, foram 

relatados casos aumento da letalidade de diversas espécies de lepidópteros pela 

entrega de dsRNAs tanto por meio da expressão em plantas ou bactérias transgênicas 

quanto pela síntese in vitro e aplicação em plantas (BENTO et al., 2020; CAMARGO 

et al., 2016; WANG et al., 2023).  

Pela abordagem Spraying-Induced Gene Silencing (SIGS), a aplicação do 

dsRNA sintético nas plantas no ambiente enfrenta uma importante limitação: a rápida 

degradação por fatores abióticos e bióticos (KUNTE et al., 2020). Neste sentido, a 

associação de dsRNAs sintético a nanocarreadores pode ser uma estratégia 

potencialmente viável para proteger o dsRNA da degradação ambiental e, ainda, 

durante a ingestão no intestino alcalino de lepidópteras, e facilitar a absorção pelo 

inseto alvo (CHRISTIAENS et al., 2018; WANG et al., 2023). Desta forma, o uso de 

dsRNAs nanocarreados pode ser uma abordagem inovadora para o desenvolvimento 

de pesticidas à base de dsRNA sintético mais eficientes e seguros (CAGLIARI et al., 

2019; FLETCHER et al., 2020). 

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o uso de biopesticidas à base 

de dsRNA sintético para controlar T. absoluta em tomateiro ‘Micro-Tom’. Foram 

avaliadas duas formas de aplicação foliar do dsRNA sintético (imersão de folhas  

ou pulverização de plantas) para silenciamento de dois genes-alvos de larvas de  

T. absoluta empregando dsGFP como gene-controle. Além disso, moléculas de 

dsRNA sintético foram associadas a nanocarreadores de zeína (nZ), caracterizadas 

por meio de análises físico-química e moleculares e avaliadas para controle de 

diferentes fases da traça-do-tomateiro. Pela marcação fluorescente do dsRNA 

sintético ou do nZ, foi examinada a capacidade de absorção foliar e ingestão e 

excreção pelas larvas por microscopia confocal de escaneamento a laser. Também 

foi avaliada a habilidade de absorção radicular e translocação para folhas do dsRNA 

sintético ou nZ-dsRNA em plantas de tomateiro “MT. Por fim, foi realizado um ensaio 

para avaliar a toxicidade do nZ em tomateiro MT via radicular. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 Biotecnologia aplicada ao controle de pragas 

O controle de pragas é crucial na agricultura, pois o ataque de insetos reduz a 

produção agrícola global em cerca de 20% e causa perdas mundiais anuais de mais 

de US$ 470 bilhões (SHARMA et al., 2017). No Brasil, defensivos agrícolas são 

comumente usados para controlar pragas, com cerca de 685 mil toneladas de 

ingredientes ativos vendidos no país em 2020 (IBAMA, 2020). No entanto, o uso 

excessivo de pesticidas na agricultura pode impactar o meio ambiente e a saúde 

humana (RANI et al., 2021). 

Os inseticidas estariam diretamente relacionados à extinção massiva de 

polinizadores em ambientes agrícolas, o que pode afetar a biodiversidade, impactar 

as relações tróficas e prejudicar a produção de espécies vegetais dependentes da 

polinização (SARGENT et al., 2022). O uso excessivo de inseticidas também contribui 

para o aumento de insetos resistentes, o que reduz a eficiência dos agroquímicos 

(HAWKINS et al., 2018). Além disso, a contaminação de solo e água com pesticidas 

pode colocar em risco a saúde animal e humana (ALBUQUERQUE et al., 2016; 

FERNANDES et al., 2020). Por esses motivos, há preocupações sobre o uso 

excessivo de pesticidas no Brasil (BRAGA et al., 2020), enquanto que estão sendo 

implementadas políticas públicas para reduzir em 50% o uso de agroquímicos na 

Europa até 2030 (EUROPEAN COMMISSION, 2022) e a prática de uma agricultura 

livre de pesticidas na China até 2050 (WANG et al., 2022). 

Na década de 1970, a biotecnologia permitiu o desenvolvimento da tecnologia 

do DNA recombinante, empregada na manipulação genética de plantas para obtenção 

de linhagens com características específicas (FITCHEN et al., 1993). Em 1983, a 

primeira planta transgênica foi produzida ao expressar um gene de resistência a 

antibióticos em tabaco (Nicotiana tabacum) (FRALEY et al., 1983). Na década de 1990 

ocorreu o primeiro plantio comercial de um tomateiro (Solanum lycopersicum) 

transgênico, a cultivar Flavr Savr™, que foi modificado geneticamente empregando a 

tecnologia de antisenso para silenciar o gene poligalacturonase (PG), resultando em 

frutos com tempo de prateleira prolongado (KRAMER; REDENBAUGH, 1994). 

Atualmente, as cultivares transgênicas mais comuns são desenvolvidas para conferir 

tolerância a herbicidas, favorecendo o manejo de plantas daninhas, e/ou resistentes 

às pragas, inviabilizando a sobrevivência dos insetos ou reduzindo os danos 

econômico nas plantações (ABBAS et al., 2018).  
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A resistência de cultivares transgênicas a insetos-praga é mediada 

principalmente pela ação das proteínas Cry (LAMBERT et al., 1992). As proteínas Cry 

são naturalmente produzidas pela bactéria de solo Bacillus thuringiensis, que foi 

isolada, pela primeira vez, no início do século XX, quando também foi demonstrado 

seu potencial inseticida (KOCH et al., 2015). Todavia, foi apenas em 1928 que  

B. thuringiensis passou a ser relevante no controle de pragas, sendo utilizada 

comercialmente pela aplicação direta em plantas, na forma de biopesticida (KOCH et 

al., 2015). O modo de ação de B. thuringiensis só foi elucidado na década de 1950, 

quando seu efeito inseticida foi atribuído às proteínas cristais Cry produzidas pelos 

esporos que se ligam a receptores específicos das células epiteliais do intestino, 

formando poros que promovem a entrada excessiva de cátions nas células (BRAVO 

et al., 2007). O excesso de cátions ocasiona o desbalanço osmótico celular, 

provocando a absorção de água em excesso, e consequentemente, o inchaço, lise 

celular e destruição da parede do intestino. Quando os esporos germinam, as 

bactérias, por meio das feridas do intestino, atingem outros tecidos, o que promove a 

infecção generalizada e, finalmente, a morte do inseto (BRAVO et al., 2007)  

(Figura 1).  

 

Figura 1. Representação do modo de ação das toxinas Cry em insetos (JAISWAL et al., 2018) 

Apesar de atingir altas taxas de controle de pragas, em especial, de 

lepidópteros, a aplicação de B. thuringiensis em plantas apresenta importantes 

limitações (NASCIMENTO et al., 2022). A ação inseticida das toxinas Cry é lenta e 

não ocorre o efeito paralisante fulminante nos insetos, como observado em  

inseticidas sintéticos (NASCIMENTO et al., 2022). A aplicação foliar dos biopesticidas 
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Bt apresenta baixa persistência devido à degradação abiótica e lavagem por chuva, o 

que reduziria sua eficácia agronômica (KOCH et al., 2015; NASCIMENTO et al., 2022). 

Por fim, há uma disparidade nos efeitos inseticidas entre linhagens de B. thuringiensis 

devido a existência de diversos tipos de proteínas Cry (CARNEIRO et al., 2009). A 

partir dos anos de 1990, milhares de linhagens de B. thuringiensis foram isoladas, 

geneticamente caracterizadas e classificadas quanto à toxicidade aos diversos insetos 

no Brasil pela Embrapa (CARNEIRO et al., 2009).  

O desenvolvimento da tecnologia de modificação genética de plantas foi 

empregado para a expressão heteróloga de proteínas Cry (LAMBERT et al., 1992). 

As primeiras cultivares comerciais de plantas transgênicas Bt foram lançadas em 

1995, como o algodoeiro (Gossypium spp.) Bollgard™ e a batata (Solanum 

tuberosum) New Leaf™, da Monsanto e o milho (Zea mays) Maximizer™, da Ciba-

Geigy® (JAMES; KRATTIGER, 1996). Hoje em dia, há cerca de 215 eventos 

transgênicos Bt registrados para dez culturas agrícolas (ISAAA, 2022), sendo as 

plantas Bt amplamente cultivadas na América, África e Ásia, em destaque aos EUA, 

ao Brasil e à Argentina (ISAAA, 2018). Em 2018, 84% e 58% das plantações 

brasileiras de milho e soja (Glycine max), respectivamente, continham a tecnologia Bt, 

enquanto que, nesse mesmo ano, foi realizado o primeiro plantio de cana-de-açúcar 

Bt no país (ISAAA, 2018). 

Além de controlar pragas em níveis satisfatórios, a tecnologia Bt apresenta-se 

como uma opção sustentável; estima-se que o uso de plantas Bt reduza 

significativamente a aplicação de inseticidas e, consequentemente, a emissão de 

dióxido de carbono associada a produção industrial dos pesticidas sintéticos 

(BROOKES; BARFOOT, 2020). Por outro lado, evidências indicam que as plantas Bt 

podem colocar em risco à biodiversidade pela ocorrência do fluxo gênico entre 

variedades transgênicas e espécies selvagens (BRESSAN et al., 2020) ou por 

selecionar insetos resistentes às toxinas Cry (OMOTO et al., 2016). Fora isso, há um 

custo elevado e um período prolongado para o desenvolvimento e desregulamentação 

das plantas transgênicas, além de obstáculos na comercialização devido à rejeição 

aos OGMs pela população (ADDEY, 2020; BEGHIN; GUSTAFSON et al., 2021). 

A tecnologia de silenciamento gênico por RNA de interferência (RNAi) é 

apontada como uma alternativa viável a tecnologia Bt, pois permitiria o controle de 

pragas e doenças de forma específica, com baixa toxicidade, competitividade 

econômica e sustentabilidade (NITNAVARE et al., 2021). 
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2.1.1 Mecanismo de RNA de interferência 

RNAi é um mecanismo de regulação da expressão gênica pós-transcricional, 

altamente conservado em organismos eucariotos, que atua pela interceptação e 

destruição de RNAs mensageiros (mRNAs) anterior a etapa de tradução proteica 

(FIRE et al., 1998; PEREIRA, 2013). As primeiras evidências de silenciamento gênico 

mediado por RNAs surgiram no início da década de 1990, a partir de tentativas de 

intensificar a cor de flores de petúnias pela inserção de cópias extras de um gene 

envolvido na biossíntese de um pigmento floral (NAPOLI et al., 1990). Curiosamente, 

a inserção de cópias extras no genoma da planta fez com que algumas delas 

apresentassem flores parcial ou totalmente brancas, indicando um possível 

silenciamento deste gene; fenômeno que foi denominado então de “cossupressão” 

(NAPOLI et al., 1990). Fundamentado nisso, a investigação dos supostos mecanismos 

por trás da indução do silenciamento de genes levantou a hipótese de que as cópias 

exógenas, quando inseridas aleatoriamente no genoma da planta no sentido 

antisenso, produziriam transcritos capazes de se hibridizar de forma complementar 

com o mRNA transcrito pelo próprio gene, formando moléculas de RNA de dupla-fita 

(em inglês, double-stranded RNA, dsRNA), que desencadeariam o fenômeno de 

silenciamento gênico (JORGENSEN et al., 1996; THIERRY; VAUCHERET, 1996; 

WATERHOUSE et al., 1998). 

Entretanto, a elucidação do mecanismo molecular envolvido na supressão de 

genes ocorreu apenas quando Fire et al. (1998) avaliaram introduzir moléculas de 

dsRNA ou de RNA de fita simples no sentido senso ou no antisenso no nematoide 

Caenorhabditis elegans (Rhabditida: Rhabditidae). Observou-se que o fenômeno de 

silenciamento do gene-alvo em C. elegans era 10 a 100 vezes maior quando 

introduzidas moléculas de dsRNA de modo a confirmar que o RNA em dupla-fita era 

o principal indutor ao fenômeno de silenciamento gênico, que passou a ser 

denominado de RNA de interferência (FIRE et al., 1998). 

O mecanismo de silenciamento por RNAi ocorre no citoplasma e é mediado por 

pequenos RNA interferentes (em inglês, small interfering RNAs, siRNAs), moléculas 

que variam de 19 a 24 nucleotídeos de comprimento e que são originárias do 

processamento do dsRNA por ribonucleases do tipo III, as enzimas Dicer (FIRE et al., 

1998; RODRIGUES; FIGUEIRA, 2016). As moléculas de siRNAs são então recrutadas 

por um complexo enzimático denominado RNA-induced silencing complex (RISC), 

constituído por diversas proteínas, entre elas, as proteínas Argonauta (Ago),  
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que atuam na degradação dos mRNAs de forma altamente específica (PEREIRA  

et al., 2013). Uma das fitas do siRNA, acoplado ao RISC, é utilizado como RNA-guia 

para identificar os mRNAs com sequência complementar (PEREIRA, 2013). Uma vez 

feita a ligação, a Ago cliva o mRNA, que é degradado pela própria célula (PEREIRA, 

2013; RODRIGUES; FIGUEIRA, 2016). Deste modo, a interação entre mRNAs, os 

siRNAs e o complexo RISC resultam no silenciamento de um gene específico quando 

o nível de transcritos do gene-alvo é drasticamente reduzido, interrompendo a síntese 

proteica (FACTOR et al., 2022) (Figura 2).  

 

Figura 2. Representação esquemática do mecanismo molecular de RNAi (TANING et al., 2021). 

A absorção celular de moléculas de dsRNA disponíveis no meio extracelular é 

conhecida como environmental RNAi (PEREIRA, 2013). Em C. elegans, a absorção 

celular ocorre por intermédio de canais de proteínas transmembranas Systemic  

RNAi-defective (SID-1) em cooperação com proteínas SID-2 (FEINBERG; HUNTER, 

2003). Contudo, esse processo de absorção celular não é universal, podendo ocorrer 

variações, ou até mesmo inexistir em determinados organismos (SINGH et al., 2017). 

Outro mecanismo de absorção celular de dsRNA, já identificado em insetos e em 

mamíferos, é pela via de endocitose dependente de clatrina (CAPPELLE et al.,  

2016), apesar de que moléculas de dsRNA na forma de paperclip (pcRNA)  
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também puderam ser absorvidas por células de Aedes aegypti (Diptera: Culicidae) 

pela via endocítica independente de clatrina (ABBASI et al., 2020). 

Após a absorção celular, pode ocorrer o processo de silenciamento gênico por 

RNA de interferência sistêmico através da indução da célula a partir de outra que já 

tenha absorvido o dsRNA anteriormente (HUVENNE; SMAGGHE, 2010). Acredita-se 

que os genes RNAi spreading defect (Rsd) estejam relacionados a esse processo 

sistêmico; todavia, tal processo não seria conservado até mesmo entre organismos 

próximos (IMAE et al., 2016; RODRIGUES; FIGUEIRA, 2016). A qualidade da 

transmissão do silenciamento intracelular depende da capacidade das células de 

amplificar os siRNAs em siRNAs secundários. (HUVENNE; SMAGGHE, 2010; 

PINZÓN et al., 2019). A enzima RNA-dependent RNA polymerase (RdRP) é 

responsável por essa amplificação e acreditava-se que a RdRP era exclusiva de 

determinados taxons, como plantas e nematoides (XIE et al., 2001; ZHANG et al., 

2012; CAMARGO et al., 2015). Contudo, evidências indicaram a presença de 

homólogos de RdRP em uma ampla gama de animais, como aracnídeos, lacraias e 

alguns poucos insetos, como Drosophila melanogaster (Diptera: Drosophilidae) 

(PINZÓN et al., 2019), embora acredita-se que, pelo menos em insetos, esta enzima 

não desempenharia função de amplificação do sinal de RNAi (MONDAL et al., 2021). 

Em organismos carentes de RdRP, necessita-se o constante fornecimento de dsRNA 

para manutenção do silenciamento gênico (MEZZETTI et al., 2020). 

Quando comparado o silenciamento gênico entre C. elegans e artrópodes, é 

notável a maior recalcitrância dos artrópodes ao RNAi (JOGA et al., 2016; SINGH et 

al., 2017). Reconhece-se que C. elegans exiba maiores taxas de silenciamento gênico 

porque apresentaria maior atividade das proteínas SID-1 e SID-2, além de dispor da 

proteína RdRP, enquanto que os artrópodes supostamente não possuem RdRPs 

funcionais e dispõem apenas da proteína SID-1 (ou de uma proteína homóloga a ela, 

a SID-like ou SIL), ou, em casos extremos, podem não dispor de ambas proteínas 

(CAMARGO et al., 2015; JOGA et al., 2016; BANKS et al., 2022). Ademais, análises 

do transcriptoma de diversos artrópodes revelaram baixos níveis de expressão dos 

componentes da maquinaria de RNAi (NGANSO et al., 2020; YOU et al., 2020; BANKS 

et al., 2022). Tais características explicam a menor habilidade de absorção e 

processamento de dsRNA, assim como a deficiência de amplificação e transmissão 

do sinal de RNAi em células de artrópodes (RODRIGUES; FIGUEIRA et al., 2016). 
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2.1.2. Controle de pragas por RNAi 

Após elucidação do mecanismo de RNAi (FIRE et al., 1998), a técnica de RNAi 

foi primeira e amplamente empregada em estudos de genômica funcional e genética 

reversa (NOVINA; SHARP, 2004; SEN; BLAU, 2006; KOURTIDIS et al., 2007). 

Paralelamente, a capacidade de silenciar genes de forma específica trouxe 

expectativas para seu uso como ferramenta no manejo de pragas agrícolas, sugerindo 

que o dsRNA poderia ser utilizado como uma molécula com potencial pesticida 

(GORDON; WATERHOUSE, 2007). O dsRNA entregue a um inseto poderia provocar 

o silenciamento específico de genes que desempenham funções críticas, ocasionando 

adversidades em seu desenvolvimento, sobrevivência ou fertilidade (MAKTURA et al., 

2021). 

As primeiras evidências do efeito do dsRNA em insetos-pragas foram obtidas 

na década de 2000, por meio da injeção direta no corpo dos insetos (TOMOYASU; 

DENELL, 2004) ou aplicação tópica em cultura de células (CLEMENS et al., 2000; 

KULKARNI et al., 2006). A habilidade de silenciar genes em insetos por ingestão de 

dsRNA foi posteriormente comprovado por meio do desenvolvimento de plantas 

transgênicas que expressavam versões em grampo de genes-alvo dos insetos (BAUM 

et al., 2007; MAO et al., 2007), o que levou a uma busca por estratégias agronômicas 

viáveis para a utilização do RNAi no controle de pragas (HUVENNE; SMAGGHE, 

2010). 

Baum et al. (2007) e Mao et al. (2007) são citados como pioneiros nos estudos 

de plantas transgênicas de RNAi para controlar pragas por meio do silenciamento de 

genes. A abordagem de entrega de dsRNA mediada por um organismo hospedeiro é 

denominada Host-induced gene silencing (HIGS), no qual o dsRNA é constantemente 

expresso em células do hospedeiro. Dessa forma, a praga-alvo ao se alimentar 

também consumiria o dsRNA (DEAN et al., 2005). 

Linhagens transgênicas de cana-de-açúcar expressando dsRNA homólogo ao 

gene ATPase vacuolar (ATPase) reduziram o peso e provocaram a mortalidade de 

até 70% de larvas de Sphenophorus levis (Coleoptera: Curculionidae) (MOHAN et al., 

2021), enquanto que uma linhagem transgênica de tomateiro expressando dsRNA 

para o mesmo gene-alvo retardou o desenvolvimento e elevou a mortalidade em até 

54% de ninfas de mosca-branca (Bemisia tabaci) (Hemiptera: Aleyrodidae) (PIZETTA 

et al., 2022). A ingestão de plantas transgênicas de tabaco expressando uma 

construção que promovia o silenciamento de um gene de resposta imune fez com as 
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larvas de Spodoptera littoralis (Lepidoptera: Noctuidae) fossem mais susceptíveis ao 

controle por uma bactéria entomopatogênica, demonstrando potencial de uso conjunto 

da tecnologia de RNAi com o controle biológico por microrganismos (Di LELIO et al., 

2022). 

Uma importante desvantagem do uso de plantas transgênicas de RNAi é o 

processamento do dsRNA em siRNA pela maquinaria de RNAi da própria planta 

(KUNTE et al., 2020). Evidências apontam que a ingestão de siRNA ocasiona menor 

silenciamento gênico em insetos em comparação com dsRNA, acarretando menor 

eficiência de controle da praga-alvo (ZHANG et al., 2015). Alternativamente, foi 

proposta a expressão do dsRNA a partir do genoma cloroplastidial com intuito de 

driblar a ação de ribonucleases da planta que processam o dsRNA em siRNA antes 

da ingestão pelos insetos (KAPLANOGLU et al., 2022). No entanto, mais 

recentemente, foi demonstrado que pode haver uma vantagem no processamento do 

dsRNA em siRNA pela maquinaria de RNAi da planta, uma vez que o siRNA seria 

utilizado para síntese de siRNA secundários pela RdRP da planta (ZHANG et al., 

2022). Plantas de Arabidopsis thaliana nocauteadas para o gene RdRP expostas a 

dsRNA exógeno apresentaram desempenho menor na indução de mortalidade de 

uma praga que plantas não nocauteadas, possivelmente por não produzirem siRNAs 

secundários (ZHANG et al., 2022). 

Comercialmente, a cultivar de milho SmartStax-PRO® (evento MON87411) da 

Bayer S. A. foi o primeiro produto transgênico registrado e aprovado em vários países, 

inclusive no Brasil, para controle de Diabrotica spp., combinando as tecnologias de 

RNAi e Bt (toxinas Cry) (HEAD et al., 2017; ISAAA, 2022).  

A entrega de dsRNA por microrganismos transgênicos também tem sido 

proposta para uso no controle de pragas (ABRIEUX; CHIU, 2016). A utilização de 

Escherichia coli e Saccharomyces cerevisiae expressando dsRNA contra Tuta 

absoluta (Lepidoptera: Gelechiidae) (BENTO et al., 2020) e D. suzukii (Diptera: 

Drosophilidae) (MURPHY et al., 2016), respectivamente, foi capaz de inibir a 

sobrevivência destas pragas. No entanto, a baixa persistência dos microrganismos no 

ambiente e os altos custos e o rígido processo de desregulamentação de OGM  

limitam o uso de organimos transgênicos para o controle de pragas agrícolas (KUNTE 

et al., 2020). 
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Como alternativa às plantas e microrganismos transgênicos, tem-se estudado 

a entrega de dsRNA a insetos denominada de Spraying-induced gene silencing 

(SIGS), centrada no uso de dsRNA sintético como biopesticidas (WANG et al., 2011). 

O dsRNA pode ser sintetizado in vitro, a partir da transcrição por uma T7 RNA 

polimerase de um molde de DNA contendo promotores T7 em ambas extremidades 

(Figura 3a) ou por bioprocessos industriais (KULKARNI et al., 2006; RODRIGUES et 

al., 2021a). 

O uso de biopesticidas à base de dsRNA tem se tornado mais atrativo nos 

últimos anos, devido a uma redução significativa nos custos de produção com a 

implantação de novos processos cell-free para síntese em larga escala (RODRIGUES 

et al., 2021a, 2021b). Além disso, a produção de dsRNA in vivo por microrganismos 

livres, como E. coli e S. cerevisiae, é vista como uma alternativa viável para suprir a 

demanda por dsRNA para a fabricação comercial de biopesticidas a baixo custo 

(HASHIRO; YASUEDA, 2022; MA et al., 2022). 

A aplicação foliar de biopesticidas à base de dsRNA pode ser uma estratégia 

viável para controlar pragas com hábitos minadores, sugadores ou insetos de solo que 

atacam as raízes (KUNTE et al., 2020), uma vez que evidências indicam a capacidade 

de penetração foliar e distribuição do dsRNA pelas diferentes partes das plantas, com 

resultados maiores na presença adjuvantes (DALAKOURAS et al., 2016; De 

SCHUTTER et al., 2022; JAIN et al., 2022). Os mecanismos de penetração e 

transporte de dsRNA nas plantas ainda não estão totalmente esclarecidos, no entanto, 

acredita-se que o dsRNA seja preferencialmente absorvido pelas folhas via estômatos 

e inicialmente difundido via apoplasto (HOANG et al., 2022). Contudo, após o 

processamento do dsRNA em siRNA pela Dicer da planta, o siRNA poderia também 

ser difundido via simplasto até os vasos condutores e distribuído por toda a planta via 

floema (HOANG et al., 2022).  

A primeira demonstração de controle de praga por meio de dsRNA sintético foi 

realizada por meio de pulverização em dieta artificial contra ovos e larvas de Ostrinia 

furnalalis (Lepidoptera: Crambidae) (WANG et al., 2011). O dsRNA homólogo ao gene 

LIM protein reduziu a eclosão das larvas em mais de 79%, em comparação com grupo 

controle, enquanto que o dsRNA correspondente ao gene chymotrypsin-like serine 

protease C3 foi capaz de causar 100% de mortalidade larval após cinco dias de 

exposição (WANG et al., 2011). Pouco tempo depois, o controle de uma praga por 

meio de dsRNA sintético em plantas foi realizado pela primeira vez a partir da 
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aplicação foliar em plantas de batata (S. tuberosum) contra Leptinotarsa decemlineata 

(Coleoptera: Chrysomelidae) (SAN MIGUEL; SCOTT, 2016). A exposição ao dsRNA 

resultou em efeito dose-dependente, atingindo até 100% de mortalidade larval e 

redução de até 95% no peso das larvas (SAN MIGUEL; SCOTT, 2016). 

Mais recentemente, a aplicação de dsRNA sintético em discos foliares mostrou 

ser eficaz para reduzir a expressão de um gene-alvo e a sobrevivência de larvas de 

Henosepilachna vigintioctopunctata (Coleoptera: Coccinellidae) (LÜ et al., 2020). 

Efeitos semelhantes foram observados em Brassicogethes aeneus (Coleoptera: 

Nitidulidae) quando alimentado com flores de colza (Brassica napus) expostas ao 

dsRNA sintético (WILLOW et al., 2021). 

Além da aplicação foliar, já foram testadas outras formas de entrega de dsRNA 

sintético, como injeção no tronco de lenhosa (WISE et al., 2022), tratamento de 

sementes (AVNIEL et al., 2014) e absorção radicular (GHOSH et al., 2018; BRAGG; 

RIESKE, 2022a-b), demonstrando a versatilidade do RNAi como potencial ferramenta 

no manejo de pragas (Figura 3b) (KUNTE et al., 2020). 

 

Figura 3. Estratégia para controle de pragas por SIGS: (a) transcrição in vitro de dsRNA e (b) métodos 

de entrega de dsRNA sintético (criado com Biorender.com) 

O caso mais avançado de desenvolvimento de um biopesticida à base de 

dsRNA sintético é de Ledprona®, da empresa norte-americana GreenLight 

Biosciences, e que está em comissionamento nos EUA (RODRIGUES et al., 2021a, 

2021b; PALLIS et al., 2022). Ledprona® é usado para controlar L. decemlineata pelo 

silenciamento do gene PSMB5, envolvido na degradação de proteínas danificadas ou 

aberrantes (RODRIGUES et al., 2021a, 2021b; PALLIS et al., 2022). Testes em 

laboratório e campo mostraram a eficiência da aplicação foliar de Ledprona® em 
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causar alta mortalidade em L. decemlineata e reduzir o dano foliar em plantas de 

batata, com desempenho comparável a um inseticida convencional (RODRIGUES et 

al., 2021a, , 2021b; PALLIS et al., 2022). 

2.1.3 Limitações no controle de pragas por RNAi 

A escolha dos genes-alvo para o silenciamento gênico é um dos maiores 

gargalos do uso da tecnologia de RNAi para o controle de pragas (KUNTE et al., 

2020). Novos genes-alvo são constantemente identificados e testados com o objetivo 

de encontrar aqueles que tenham maior impacto na viabilidade, letalidade ou 

esterilidade do inseto-alvo e na redução do dano causado pela praga (LI et al., 2022a; 

SATTELLE, 2022), e sem similaridade com sequências de outros organismos não-

alvo, especialmente insetos benéficos, para reduzir o risco de efeitos secundários 

indesejados (KUNTE et al., 2020). Várias vias biológicas já foram utilizadas como 

genes-alvo (MAKTURA et al., 2021), mas a escolha de genes com alto nível de 

expressão não é considerada a mais adequada, pois pode exigir doses maiores para 

o silenciamento eficaz (PEREIRA, 2013). 

A eficiência do silenciamento gênico em insetos também pode ser afetada por 

nucleases presentes no intestino e na saliva, bem como pela presença da membrana 

peritrófica que reveste o intestino médio dos insetos (ALLEN; WALKER, 2012; LI et 

al., 2022b; KUNTE et al., 2020). A presença de nucleases no intestino e na saliva pode 

degradar o dsRNA (LI et al., 2022b; ALLEN; WALKER, 2012), enquanto que a 

membrana peritrófica, composta por quitina e glicoproteínas de carga negativa, 

limitaria a entrada do dsRNA nas células intestinais (KUNTE et al., 2020).  

Ao compararmos os resultados de silenciamento gênico em insetos, é evidente 

a existência de ordens, até mesmo famílias, mais ou menos sensíveis ao RNAi 

(SINGH et al., 2017). A ordem Coleoptera, especialmente a família Chrysomelidae, é 

conhecida por ser altamente sensível ao RNAi, enquanto que as ordens Lepidoptera 

e Diptera apresentam-se como as mais recalcitrantes ao silenciamento gênico (KOCH; 

KOGEL, 2014; WILLOW; VEROMANN, 2021). Diferenças fisiológicas e bioquímicas 

entre os insetos das diversas ordens influenciam a disparidade dos efeitos do RNAi 

(KATOCH et al., 2013). Coleópteros possuem o intestino médio com pH mais neutro, 

o que favorece a entrega de dsRNAs via oral, enquanto o intestino médio de 

lepidópteros e dípteros é mais alcalino, degradando o dsRNA mais rapidamente 

(KUNTE et al., 2020). Além disso, homólogos de SID-1 (ou SIL) foram identificados 
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em várias espécies de coleópteros e apenas alguns lepidópteros, enquanto que não 

há evidências de que as proteínas SID estejam presentes no genoma de dípteros 

(MAKTURA et al., 2021; RODRIGUES; FIGUEIRA, 2016). Acredita-se que sem as 

proteínas SID, o dsRNA poderia ser absorvido pela célula via endocitose, formando 

um endossomo (COOPER et al., 2019). No entanto, se a membrana endossomal não 

se rompe (e o dsRNA não é liberado no citosol), o endossomo pode ser fusionado a 

um lisossomo e ter seu conteúdo interno degradado (COOPER et al., 2019). Este 

processo é chamado de aprisionamento endossomal e também está relacionado à 

ineficiência do silenciamento gênico por RNAi (YOON et al., 2017). 

Após devida absorção do dsRNA pelas células, dois importantes fenômenos 

hipotéticos podem colaborar com a ineficiência do silenciamento de genes: a 

sobreposição de vias de regulação gênica mediadas por RNAs e a saturação da 

maquinaria central de RNAi (COOPER et al., 2019). 

Paralela à via de silenciamento gênico por siRNA, existem outras duas vias 

regulatórias da expressão gênica em insetos: a via mediada por microRNAs (miRNA) 

e a via mediada por PIWI-interacting RNA (piRNA) (LUCAS; RAIKHEL, 2013); estas 

duas vias regulam a expressão de genes, bloqueando a tradução de mRNA 

homólogos e interrompendo a expressão de elementos transponíveis em células 

germinativas, respectivamente (LUCAS; RAIKHEL, 2013) (Figura 4). Enquanto que o 

siRNA é, em geral, de origem externa, os miRNAs e os piRNAs são originados no 

genoma nuclear (LUCAS; RAIKHEL, 2013; LE THOMAS et al., 2014). Estas três vias 

de silenciamento gênico podem compartilhar componentes, como a enzima Dicer e as 

proteínas do RISC (ZHOU et al., 2008; LUCAS; RAIKHEL, 2013) (Figura 4), de modo 

que a sobreposição das vias pode impedir o processamento correto do dsRNA e a 

ligação ao mRNA homólogo (COOPER et al., 2019). Por outro lado, se defende a 

hipótese que a incapacidade de processamento de RNAs pela Dicer e recrutamento 

pelo RISC possa alterar o perfil de transcritos na célula, ocasionando a saturação da 

maquinaria central de RNAi (KUNTE et al., 2020). A saturação impediria regulação 

correta da expressão de genes envolvidos na síntese de hormônios, no controle de 

infecções virais ou na embriogênese, de modo a prejudicar o desenvolvimento, 

sobrevivência ou reprodução do inseto (KUNTE et al., 2020). 
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Figura 4. Vias de regulação gênica celular mediadas por RNAs (GAO et al., 2020) 

A entrega do dsRNA para insetos pela abordagem SIGS é desafiada pela 

instabilidade e degradabilidade do RNA no ambiente (KUNTE et al., 2020).  

Em experimentos em laboratório, os ácidos nucléicos apresentaram baixa estabilidade 

e vida média curta em amostras de solo e água devido à fotólise, hidrólise e ação de 

microrganismos (DUBELMAN et al., 2014). No entanto, em outros estudos, o dsRNA 

sintético aplicado em plantas mostrou persistir na superfície foliar por até 28 dias  

(SAN MIGUEL; SCOTT, 2016) e ser detectado no tronco de macieiras por 141 dias 

(WISE et al., 2022). Além disso, dsRNA sintético armazenado a 4°C por 180 dias ainda 

mostrou eficácia no controle de Tribolium castaneum (Coleoptera: Tenebrionidae) 

(BAI et al., 2023). 

Os hábitos alimentares da praga-alvo podem influenciar na eficiência do 

controle por RNAi via oral (LIU et al., 2020), uma vez que seria necessário que o 

dsRNA estivesse disponível no floema para controle de insetos sugadores de seiva 

(JAIN et al., 2020) ou nas raízes para controlar pragas que atacam o sistema radicular 

(LIU et al., 2020). 

Por fim, o surgimento de populações resistentes é uma preocupação relevante 

na aplicação da tecnologia de RNAi no controle de pragas (LI et al., 2022a). Em 

laboratório, para compreender supostos mecanismos de resistência de insetos ao 

RNAi, foram obtidas populações de D. virgifera virgifera e de L. decemlineata 

resistentes a uma linhagem transgênica de milho e a dsRNA sintético, 

respectivamente (KHAJURIA et al., 2018; MISHRA et al., 2021). Tais estudos 
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corroboram a necessidade de medidas profiláticas semelhantes às usadas no manejo 

de pragas tradicional para evitar o surgimento de populações resistentes à tecnologia 

de RNAi quando estiver disponível comercialmente. (MISHRA et al., 2021).  

2.1.4 dsRNA sintético associado a nanocarreadores 

Nanocarreadores são estruturas com dimensões na escala nanométrica, entre 

1 e 100 nm (1 nm = 10-9 m) (TOMA, 2009), embora que objetos com até 500 nm 

também são incluídos (CHACKO et al., 2011). O potencial de nanocarreadores em 

influenciar mecanismos fisiológicos em plantas vêm sendo estudados para elevar a 

produtividade agrícola, seja pelo aumento da taxa de germinação de sementes, pela 

indução do crescimento vegetal ou pela atenuação de efeitos decorrentes de estresse 

abiótico ou biótico (ADREES et al., 2022). Além disso, tem sido explorado o uso de 

nanocarreadores para a entrega de moléculas para fins agrícolas, como fertilizantes 

(DUTTA et al., 2022), hormônios (KORPAYEV et al., 2021) e pesticidas, e em 

destaque, os biopesticidas baseados em dsRNA sintético (CHRISTIAENS et al., 

2020). 

Evidências indicam que a associação de dsRNA sintético com nanocarreadores 

poderia aumentar a eficácia do silenciamento gênico em insetos (PUGSLEY et al., 

2021). O aumento do silenciamento gênico e da mortalidade de insetos está 

relacionado à habilidade de nanocarreadores em proteger o dsRNA contra a 

degradação por RNases ou hidrólise alcalina, em promover a absorção celular e em 

estimular o escape endossomal e liberação do dsRNA no citosol (CHRISTIAENS et 

al., 2018; JAIN et al., 2022; McGRAW et al., 2022; YANG et al., 2022). 

Nanocarreadores também podem estimular a penetração e distribuição do dsRNA na 

planta (WU; LI, 2022; YONG et al., 2022), o que poderia ser útil para controle de 

insetos-praga sugadores de seiva, minadoras de folhas, caules ou consumidores de 

raízes (KUNTE et al., 2020; JAIN et al., 2022). 

A dimensionalidade de um nanocarreador é uma importante característica no 

que se diz respeito ao desenvolvimento de sistemas de entrega de biopesticidas à 

base de dsRNA (Figura 5) (ZHANG et al., 2022). A dimensão do nanocarreador pode 

influenciar a eficiência da entrega do dsRNA ao inseto e a penetração e translocação 

nas plantas (HU; LI, 2022; ZHANG et al., 2022). Nanomateriais de zero dimensão  

(0-D) apresentam todas as suas três dimensões na escala nanométrica, o que os 

tornaria mais eficientes na passagem pela membrana peritrófica do intestino dos 
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insetos e na penetração e transporte nas plantas (JOUDEH; LINKE et al., 2022; 

SINGH et al., 2022). Por outro lado, nanomateriais com dimensões maiores poderiam 

ter dificuldade em atravessar a membrana peritrófica dos insetos, ter absorção foliar 

mais complexa e lenta e penetração e distribuição nos tecidos vegetais limitada 

(JOUDEH; LINKE et al., 2022; ZHANG et al., 2021). 

 

 

Figura 5. Classificação de nanomateriais de acordo com a dimensionalidade (GARCÍA-BETANCOURT 

et al., 2019) 

Os nanomateriais são categorizadas de acordo com sua composição entre os 

à base de carbono, orgânicos ou inorgânicos e as propriedades de suas matrizes 

podem influenciar na penetração foliar, distribuição nos tecidos vegetais e na 

eficiência na entrega de dsRNA para controlar pragas (Tabela 1). 

Nanocarreadores de argila em dupla camada, denominado de “BioClay”, 

demonstraram excelente potencial de associação com dsRNA e controle de 

patógenos e pragas (JAIN et al., 2022). A aplicação foliar de dsRNA nanocarreado por 

BioClay foi capaz de controlar infecções virais e o fungo Botrytis cinerea em frutos de 

tomateiro e em plantas de tomateiro ou grão-de-bico (Cicer arietinum) (MITTER et al., 

2017; WORRALL et al., 2019; NIÑO-SÁNCHEZ et al., 2022). Além disso, a aplicação 

de dsRNA-BioClay em algodoeiro resultou em uma maior redução dos transcritos dos 

genes-alvos e uma maior mortalidade de adultos de B. tabaci (JAIN et al., 2022).  
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O uso do BioClay como nanocarreador de dsRNA também foi eficaz na promoção da 

ação ovocida, o que não foi observado com o uso do dsRNA não-carreado (JAIN et 

al., 2022). 

 

Tabela 1. Principais matrizes empregues na entrega de dsRNA por nanocarreadores  

 
Carbônicos Orgânicos Inorgânicos 

Principais 

Matrizes 

Carbono: Pontos quânticos de 

carbono (CQD), nanotubos de 

carbono (CNTs) 

Grafeno: grafeno, óxido de grafeno 

Fulereno: Bucky-bola (C60) 

Poliméricos: carboidratos de cadeia 

longa (quitosana), proteínas ou 

peptídeos (CPP), ácidos nucléicos 

Lipídicos: lipídios catiônicos, 

fosfolipídios, lipossomos, colesterol, 

Star polycation (SPc) 

Metálicos: ouro e prata 

Óxidos metálicos: óxidos de zinco, 

óxidos de ferro, óxidos de titânio e 

duplos hidróxidos em camadas (LDH) 

Ametais: sílica, fosfato de cálcio, 

argila 

Aplicação 

de RNAs 

em 

plantas 

 CNTs-siRNA: alta eficiência em 

indução ao silenciamento gênico 

transiente por infiltração foliar de 

Nicotiana benthamiana  
(DEMIRER; LANDRY, 2021) 

 CNTs-PEI-siRNA: efeito de 

silenciamento gênico pela infiltração 

de folhas de A. thaliana, contudo 

observada toxicidade e morte celular 
(GONZÁLEZ‑GRANDÍO et al., 2021) 

 CQD-dsRNA: alta taxa de 

silenciamento gênico e observação 

de alterações fenotípicas pela 

pulverização foliar com adição de 

surfactante em N. benthamiana e 

tomateiro (SCHWARTZ et al., 2020) 

 CQD-dsRNA: aumento da 

penetração foliar e do processamento 

em siRNA pela pulverização foliar em 

pepino (50 e 13x maior que siRNA 

não-carreado, respectivamente) 
(DELGADO-MARTÍN et al., 2022) 

 Nanoestruturas de DNA-siRNA: 

mais rápida internalização celular de 

sistemas coloidais com menor 

tamanho médio e habilidade de 

redução da expressão do gene-alvo 

pela infiltração foliar em N. 

benthamiana (ZHANG et al., 2020) 

 SPc-microRNA: habilidade de 

regular expressão do gene-alvo por 

meio da aplicação radicular em 

plantas de milho (YANG et al., 2022) 

 Nanopolímero fluorescente-

siRNA: alta capacidade de 

penetração e excelente eficiência na 

entrega de siRNA em protoplastos de 

tabaco (Nicotiana tabacum)  

(SILVA et al., 2010) 

 Np Au funcionalizada: resistência 

à degradação por RNases, facilidade 

em penetrar a parede celular e 

elevada eficiência no silenciamento 

gênico pela infiltração foliar de N. 

benthamiana 
(ZHANG et al., 2021) 

 Np Au funcionalizada: tamanho 

médio do sistema coloidal influencia 

na penetração da parede celular 

células; alta eficiência na redução do 

nível de transcritos do gene-alvo pela 

infiltração foliar de N. benthamiana 
(ZHANG et al., 2022)   

 Np LDH-dsRNA: capacidade de 

penetração em grãos de pólen de 

tomateiro e maior inibição da 

expressão do gene-repórter (52% 

maior que dsRNA não-carreado) 
(YONG et al., 2021) 

 Np LDH-dsRNA: aumento do efeito 

de silenciamento do gene-alvo pela 

injeção em flores de tomateiro 
(MOLESINI et al., 2022) 

Entrega 

de dsRNA 

para 

controlar 

insetos 

por RNAi 

 CQD: mortalidade larval de Chilo 

suppressalis 70% maior que grupo-

controle (WANG et al., 2020) 

 CQD: Alta mortalidade larval de A. 

aegypti; 4x maior que CQD-dsGFP 

(gene-controle) (DAS et al., 2015) 

 CNTs-dentrímeros: redução de 

cerca de 80% da sobrevivência de T. 

castaneum; 20% maior que dsRNA 

não-carreado (EDWARDS et al., 2020) 

 Np lipoproteica: Alta mortalidade 

larval de S. frugiperda; 3x maior que 

dsRNA não-carreado 
(DHANDAPANI et al., 2022) 

 SPc (com detergente): redução do 

peso e sobrevivência de Grapholita 

molesta e redução do dano em frutos 

de pera (Pyrus spp.) pela via 

transdermal (WEI et al., 2022) 

 Np quitosana: redução do peso e 

100% de mortalidade larval em 

Helicoverpa armigera (KOLGE et al., 2023) 

 Np Polilisina + Etilenoglicol: 

redução em 50% de transcritos do 

gene-alvo, comparado com grupo-

controle, e alterações fenotípicas em 

Locust migratoria (LU et al., 2022) 

 Np quitosana ou SPc: eficiência na 

redução do nível de transcritos do 

gene-alvo e redução do peso e 

emergência de adultos de T. absoluta 
(WANG et al., 2023) 

 Np Au funcionalizada: 

redução da expressão do gene-alvo 

em células de S. frugiperda 

(LAISNEY et al., 2020) 

 Np Ca₃(PO₄)₂ funcionalizada: 

redução de transcritos do gene-alvo 

em células de S. frugiperda 

(BADDAR et al., 2020)  

 Np SiO2: baixa mortalidade de A. 

aegypti; estatisticamente igual a 

SN-dsGFP (gene-controle) 

(DAS et al., 2015) 

Legenda: Np = nanopartícula 
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Embora as evidências indiquem que a associação de dsRNA sintético aos 

nanocarreadores possa melhorar a eficiência do controle de pragas por RNAi, são 

discutidos possíveis efeitos adversos da presença de nanomateriais no ambiente, em 

especial, às plantas e aos insetos benéficos (BENELLI, 2018; TRIPATHI, 2017). 

Comumente, a exposição foliar de nanocarreadores às plantas está associada a 

redução da atividade de enzimas antioxidantes, ao estresse oxidativo e necrose das 

folhas (DIETZ; HERTH, 2011; MUKHERJEE et al., 2016). A exposição radicular de 

nanocarreadores estaria associada à inibição do desenvolvimento de plantas pela 

obstrução dos poros da parede celular vegetal (ASLI; NEUMANN; 2009). Ademais, 

foram reportadas alterações significativas da microbiota no solo após aplicação de 

nanomateriais, o que poderia influenciar negativamente à produção vegetal, uma vez 

que microrganismos do solo desempenham atividades na nutrição, no crescimento e 

na proteção das plantas (DOOLETTE et al., 2016; MCGEE et al., 2018).  

Efeitos de nanomateriais carbônicos e inorgânicos a artrópodes estão mais 

bem elucidados, com evidências de efeitos neurotóxicos, na inibição da atividade de 

enzimas antioxidantes, em alterações bioquímicas e estruturais, além de efeitos 

negativo no desenvolvimento e reprodução (BOTELHO et al., 2022; EL-ASHRAM  

et al., 2020; EL-SAMAD et al., 2022; SHAHRZAD; MANZOOR, 2019; ZACOUTEGUY 

et al., 2021). Evidências apontam o risco de biomagnificação de nanopartículas no 

ambiente (JUDY et al., 2011). No entanto, são necessários mais estudos para 

avaliação ecotoxicológica de nanoestruturas poliméricas ou lipídicas, pois as 

informações acerca da segurança de nanocarreadores orgânicos ao meio ambiente 

são limitadas (KUNTE et al., 2020). 

2.2 Avanços no controle da traça-do-tomateiro por RNAi 

A traça-do-tomateiro, Tuta absoluta, é uma das mais importantes pragas da 

produção de tomate (DESNEUX et al., 2021). Originária da América do Sul, foi 

detectada na Espanha em 2006 e, logo em seguida, se espalhou por quase toda 

Europa e posteriormente chegou à África e Ásia (TONNANG et al., 2015; EPPO 

GLOBAL DATABASE, 2022) (Figura 6). Nos últimos anos, a distribuição global da 

traça-do-tomateiro se expandiu devido ao crescente risco de invasão a países líderes 

na produção de tomate, como os Estados Unidos e a China, o que poderia 

comprometer a produção mundial (USDA, 2011; PEDROSO et al., 2020; PONTI et al., 

2021). 
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Figura 6. Distribuição global de T. absoluta (EPPO Global Database, 2022). 

A presença da traça-do-tomateiro em regiões produtoras é uma preocupação, 

pois a fase juvenil do inseto ataca folhas e frutos do tomateiro, além de facilitar a 

infecção por patógenos (MICHEREFF FILHO et al., 2013). As larvas têm hábito 

minador e consomem o mesófilo da folha, formando galerias (Figura 7e) (MICHEREFF 

FILHO et al., 2013), enquanto que o ataque ao fruto ocorre pela perfuração da casca, 

reduzindo seu valor comercial (Figura 7f) (DIATTE et al., 2018). Quando não 

controlada, a traça-do-tomateiro pode causar a destruição de até 100% das plantas 

(Figura 7g) (URBANEJA et al., 2013).  

A traça-do-tomateiro tem um ciclo de vida composto por quatro fases: ovo, larva 

(lagarta), pupa e adulto (mariposa) (Figura 7) (MICHEREFF FILHO et al., 2013).  

Os ovos são alongados, branco-amarelados e medem cerca de 0,36 mm (SANDA et 

al., 2018). As larvas iniciam amareladas e adquirem uma coloração verde e manchas 

roxas conforme se desenvolvem (URBANEJA et al., 2013). Elas precisam de 

temperaturas entre 25 e 30°C e baixa umidade relativa do ar para se desenvolver 

corretamente (NEGI et al., 2020). A partir do 10° dia, as larvas tendem a empupar no 

solo e os adultos emergem em até 10 dias após isso (HALDER et al., 2019). As 

mariposas são marrom acinzentadas, medem cerca de 7 mm e têm uma expectativa 

de vida de 10 a 15 dias (SANDA et al., 2018). As fêmeas colocam seus ovos nas 

nervuras das folhas, produzindo entre 100 e 300 ovos cada uma (SANDA et al., 2018; 

HALDER et al., 2019). Em geral, o ciclo de vida da traça-do-tomateiro dura entre 30 e 

45 dias, podendo haver até 12 gerações por ano (MICHEREFF FILHO et al., 2013). 

No estado de São Paulo, foram registradas 9 gerações por ano (MIHSFELDT, 1998). 
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Figura 7. Ciclo de vida de T. absoluta e ataque às plantas de tomateiro. (a) fase de ovos (GOLDFREY 

et al., 2018), (b) fase larval (BIOBEST GROUP, 2020), (c) pupa (VISSER et al., 2017), (d) adulto 

(VISSER et al., 2017), (e) dano foliar, (f) danos em frutos (DIATTE et al., 2018) e (g) plantas destruídas 

(RWARE et al., 2020) 

O controle químico é comumente utilizado para controlar a traça-do-tomateiro, 

mas o uso excessivo e não rotativo de inseticidas favorece o aparecimento de 

populações resistentes e diminui a eficácia agronômica (DESNEUX et al., 2021). 

Populações resistentes a 17 ingredientes ativos já foram relatadas (INSECTICIDE 

RESISTANCE ACTION COMMITTEE, 2022); no Brasil, houve relatos de resistência 

a inseticidas dos grupos químicos das abamectinas, espinosinas, piretroides e 

diamidas (SIQUEIRA et al., 2010; CAMPOS et al., 2014; SILVA et al., 2016; 2021). 

Alternativas ao controle químico incluem o uso de feromônios, controle biológico e 

melhoramento genético preciso (DESNEUX et al., 2021). 

A utilização de armadilhas contendo feromônios sexuais pode ser uma 

alternativa para o monitoramento de pragas no campo, permitindo a identificação do 

momento e local mais adequado para a aplicação de inseticidas, com o objetivo de 

reduzir o impacto ambiental (SHARINI et al., 2021; BEVENGA et al., 2007).  

A aplicação de feromônios sintéticos no ambiente pode também ter como objetivo 

interferir no acasalamento dos insetos (DESNEUX et al., 2021). O excesso de 

feromônios femininos pode dificultar o reconhecimento das fêmeas pelos machos, 

reduzindo o número de cópulas e, consequentemente, o número de indivíduos na 
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população (COCCO et al., 2013). No entanto, só foram observados efeitos 

significativos pelo uso de feromônios sintéticos no controle de T. absoluta quando 

aplicados em grandes quantidades, o que comercialmente inviável devido ao seu alto 

custo de produção (COCCO et al., 2013; MEGIDO et al., 2013). 

O controle biológico de T. absoluta tem sido amplamente implementado na 

Europa, África, Oriente Médio e, mais recentemente, na América do Sul (DESNEUX 

et al., 2021). Destacam-se no controle biológico o uso da bactéria B. thuringiensis e 

de fungos entomopatogênicos (DESNEUX et al., 2021; COLMENÁREZ et al., 2022). 

B. thuringiensis produz as proteínas Cry com propriedades inseticidas e é uma das 

mais utilizadas para controlar lepidópteros (QU et al., 2022). Versões comerciais de 

B. thuringiensis ou proteínas Cry isoladas mostraram eficácia para controlar larvas de 

T. absoluta em ensaios de laboratório e campo (JAMSHIDNIA et al., 2018; JALAPATHI 

et al., 2020). No entanto, relatos indicam possível baixa susceptibilidade de 

populações de T. absoluta a algumas toxinas Cry (SELALE et al., 2017; KUMAR et 

al., 2020).  

Formulações comerciais de fungos endofíticos e entomopatogênicos, como 

Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae, mostraram potencial para controlar  

T. absoluta com taxas de mortalidade de até 82% em larvas e 100% em pupas 

(NDEREYIMANA et al., 2019; ERASMUS et al., 2021). No entanto, a colonização lenta 

dos fungos nas plantas hospedeiras e a ação lenta sobre os insetos são limitações 

dos biopesticidas baseados em fungos (KLIEBER; REINEKE, 2015). 

Os macrorganismos também são utilizados como agentes de controle biológico 

da traça-do-tomateiro, sendo encontrados mais de 200 potenciais inimigos naturais, 

destacando-se himenópteros e hemípteros (BIONDI et al., 2017; FERRACINI et al., 

2018). Na América do Sul, o uso de parasitoides de ovos do gênero Trichogramma 

spp. (Hymenoptera: Trichogrammatidae) resultou em taxas de controle superiores a 

90% em experimentos em casa de vegetação e redução de danos de tomateiro em 

campo em mais de 75% (BIONDI et al., 2017; MANSOUR; BIONDI et al., 2020). 

Nesidiocoris tenuis e Macrolophus pygmaeus são as espécies predadoras mais 

utilizadas para o controle da traça-do-tomateiro, capazes de predar ovos e larvas com 

eficiência (URBANEJA et al., 2009; DHANAPAL et al., 2021). Além do efeito direto 

sobre as pragas, supôs-se que a presença de N. tenuis em tomateiros modulou a 

defesa da planta contra T. absoluta pela regulação positiva de genes de defesa e 

indução da produção de metabólitos da rota do ácido jasmônico, relacionados a 
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resistência de plantas contra insetos (SARMAH et al., 2021). No entanto, a produção 

em larga escala dos inimigos naturais e a necessidade de múltiplas liberações em 

campo são desvantagens do uso comercial de macrorganismos para controlar pragas 

(PARRA; COELHO JUNIOR, et al., 2019). 

O silenciamento gênico por RNAi é uma técnica que se baseia na entrega de 

dsRNA para inibir a expressão de genes específicos (FIRE et al., 1998). O 

sequenciamento e montagem do transcriptoma da traça-do-tomateiro revelou a 

presença da maquinaria de RNAi no inseto, indicando o potencial do uso da técnica 

com forma de controle de T. absoluta (CAMARGO et al., 2015). A clonagem de 

fragmentos dos genes arginina quinase (AK) ou ATPase vacuolar (ATPase) em vetor 

de expressão de hairpin permitiu a transformação genética de plantas de tomateiro 

com capacidade de expressar o dsRNA e induzir a mortalidade das larvas em 40% e 

redução de seus pesos em 50% (CAMARGO et al., 2016). Estudos posteriores 

avaliaram os efeitos do silenciamento de seis genes-alvo, incluindo AK, em larvas  

pela ingestão de E. coli HT115(DE3) expressando dsRNA (BENTO et al., 2020).  

A alimentação em dieta artificial com bactérias expressando dsRNA fez com que até 

72% das larvas não completassem seu ciclo de vida, além de induzir 

significativamente o silenciamento do gene-alvo (BENTO et al., 2020). 

 A injeção em larvas de traça-do-tomateiro de dsRNA sintetizado in vitro 

homólogo a genes relacionados à transmissão sináptica resultou em uma mortalidade 

de até 92% dos insetos (MAJIDIANI et al., 2019). Foi sugerido que o dsRNA sintético 

absorvido por raízes e translocado para as folhas do tomateiro, quando fornecidas às 

larvas de T. absoluta, provocou mortalidade de aproximadamente 60% dos indivíduos 

(MAJIDIANI et al., 2019). 

 Biopesticidas baseados em dsRNA sintético aplicados em discos foliares foram 

utilizados com sucesso para controlar T. absoluta (RAMKUMAR et al., 2021). Cerca 

de 70% das larvas tratadas com dsRNA homólogo a um gene hormonal morreram  

72 h após a ingestão, enquanto o nível de mRNA do gene-alvo foi significativamente 

menor comparado com as larvas do grupo controle (RAMKUMAR et al., 2021). 

Quando aplicado em folhas de tomateiro, o dsRNA sintético foi capaz de reduzir em 

50% o dano foliar causado pelas larvas (RAMKUMAR et al., 2021). 

A compatibilidade do dsRNA sintetizado in vitro com o agente biológico  

N. tenuis para controle de T. absoluta foi avaliada (SARMAH et al., 2021). A entrega 

do dsRNA de um gene-alvo de T. absoluta não causou danos ao predador, nem 
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alterou seu comportamento, indicando perspectivas positivas para incorporação dos 

biopesticidas à base de dsRNA sintético no manejo integrado de pragas (SARMAH et 

al., 2021). 

A associação de dsRNA sintético homólogo a um gene envolvido na síntese de 

hormônio de T. absoluta com nanocarreadores de quitosana ou Star polycation (SPc) 

demonstrou relativa estabilidade, habilidade de penetração nas folhas de tomateiro, 

capacidade de reduzir a expressão do gene-alvo em larvas, a ponto de comprometer 

o empupamento e a emergência dos insetos, além de não afetar a sobrevivência  

de N. tenuis (WANG et al., 2023). 

Portanto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o uso de biopesticidas 

à base de dsRNA sintético para controlar T. absoluta em tomateiro ‘Micro-Tom’.  

Foram avaliadas duas formas de aplicação foliar do dsRNA sintético (imersão de 

folhas ou pulverização de plantas) para silenciamento de dois genes-alvos de larvas 

de T. absoluta empregando dsGFP como gene-controle. Além disso, moléculas de 

dsRNA sintético foram associadas a nanocarreadores de zeína (nZ), caracterizadas 

por meio de análises físico-química e moleculares e avaliadas para controle de 

diferentes fases da traça-do-tomateiro. Pela marcação fluorescente do dsRNA 

sintético ou do nZ, foi examinada a capacidade de absorção foliar e ingestão e 

excreção pelas larvas por microscopia confocal de escaneamento a laser. Também 

foi avaliada a habilidade de absorção radicular e translocação para folhas do dsRNA 

sintético ou nZ-dsRNA em plantas de tomateiro “MT. Por fim, foi realizado um ensaio 

para avaliar a toxicidade do nZ em tomateiro MT via radicular. 
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3. CONTROLE DA TRAÇA-DO-TOMATEIRO POR dsRNA SINTÉTICO 

 

Resumo 

Tuta absoluta, também conhecida como a traça-do-tomateiro, é uma das pragas mais 

ameaçadoras do tomate (Solanum lycopersicon) devido à destruição direta do 

mesofilo foliar e dos frutos, facilitando também a infecção por patógenos. Casos de 

populações da traça-do-tomateiro resistentes a inseticidas têm sido frequentemente 

relatados. Deste modo, novas estratégias para controlar T. absoluta são urgentemente 

necessárias. Desde a descoberta de que o fenômeno de silenciamento gênico pode 

ser mediado pela entrega de moléculas de RNA de fita dupla (dsRNA), a técnica de 

RNA de interferência (RNAi) se tornou potencialmente útil para controlar pragas 

agrícolas. A redução de custos atrelada às novas tecnologias para a produção de 

dsRNA in vitro tornaram o desenvolvimento de biopesticidas à base de dsRNA 

sintéticos mais atraentes nos últimos anos. Neste contexto, avaliamos a eficácia do 

uso de dsRNA sintético no controle da traça-do-tomateiro por dois métodos de 

aplicação em tomateiro Micro-Tom (MT), imersão ou pulverização foliar, para dois 

genes-alvos, arginina kinase (AK) ou ATPase vacuolar (ATPase), empregando Green 

Fluorescent Protein (GFP) como gene-controle. Por meio de ambos os métodos, 

constatamos que o dsRNA sintético foi capaz de causar significativa mortalidade larval 

e reduzir o dano foliar em tomateiro, especialmente o dsAK. A redução significativa do 

acúmulo de transcritos dos genes-alvos foi confirmada por RT-qPCR em larvas 

alimentadas por 4 d. No entanto, após 8 d, observou-se a recuperação dos níveis de 

transcritos dos genes-alvos nas larvas, o que sugere a necessidade de aplicações 

sequenciais de dsRNA sintético para manutenção do silenciamento gênico. As 

imagens de microscopia confocal mostraram a capacidade de dsRNA sintético em 

penetrar nas folhas do tomateiro MT e ser ingerido pelas larvas de T. absoluta. Por 

fim, confirmamos a habilidade de penetração radicular e translocação para folhas do 

dsRNA sintético em tomateiro MT, o que indicaria uma alternativa para controle de T. 

absoluta por dsRNA sintético pela aplicação radicular. 

 

Palavras-chave: Absorção radicular, Aplicação foliar, Controle de pragas, Imersão 

foliar, Pulverização.  
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Abstract 

The tomato leafminer, Tuta absoluta, is one of the most serious pests of tomato plants 

(Solanum lycopersicum), causing direct destruction of leaf mesophyll and fruits while 

also facilitating infection by pathogens. Examples of tomato leafminer resistance to 

insecticides have been constantly reported. Therefore, novel strategies for controlling 

T. absoluta are urgently required. Since the discovery that gene silencing can be 

mediated by the delivery of double-stranded RNA (dsRNA) molecules, RNA 

interference (RNAi) has become a potentially useful approach for pest control. The 

decreasing costs and new technologies for in vitro production of dsRNA have made 

the development of biopesticides based on synthetic dsRNA attractive. In this context, 

we evaluated the efficacy of synthetic dsRNA to control the tomato leaf miner through 

two application methods in Micro-Tom tomato plants: immersion and foliar spraying. 

We used two target genes, arginine kinase (AK) or vacuolar ATPase (ATPase), and 

Green Fluorescent Protein (GFP) as a control. Both application methods caused 

significant larval mortality and reduced leaf damage in tomato plants, especially dsAK. 

We confirmed a significant reduction in target gene expression in larvae fed for 4 d by 

RT-qPCR. However, after 8 d, we observed a recovery of target gene transcript levels 

in the larvae, suggesting the necessity of sequential applications of synthetic dsRNA 

to maintain gene silencing. Confocal microscopy images demonstrated the ability of 

synthetic dsRNA to penetrate Micro-Tom leaves and to be ingested by T. absoluta 

larvae. Finally, we confirmed the ability of synthetic dsRNA to be taken up by the roots 

and translocate to leaves in Micro-Tom tomato plants, indicating a potential alternative 

for T. absoluta control through root application of synthetic dsRNA. 

 

Keywords: Foliar application. Root uptake. Pest Control. Soaking. Spraying.  
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3.1 Introdução 

RNA de interferência (RNAi) é uma técnica molecular baseada no fenômeno de 

silenciamento gênico pós-transcricional em eucariotos e desencadeada pela entrega 

de moléculas de RNA em dupla fita (dsRNA), que tem sido amplamente empregada 

em estudos de genética funcional ou reversa (FIRE et al., 1998; NOVINA; SHARP, 

2004). Paralelamente, a capacidade de silenciar genes específicos pela oferta de 

dsRNA possibilita o uso de RNAi para controlar pragas agrícola por meio do 

silenciamento de genes essenciais na sobrevivência, desenvolvimento ou reprodução 

dos insetos (JOGA et al., 2016). Deste modo, o RNAi representa como uma alternativa 

mais sustentável e segura para o controle de insetos (TANING et al., 2021). 

As primeiras demonstrações que revelaram o potencial do RNAi para o controle 

de pragas foram realizadas pela embebição de cultura de células ou microinjeção em 

insetos (CLEMENS et al., 2000; TOMOYASU; DENELL, 2004). Contudo, a partir de 

evidências da ocorrência do silenciamento gênico em insetos pela ingestão de dsRNA, 

formas mais agronomicamente viáveis passaram a ser investigadas para o uso do 

RNAi no controle de pragas (BAUM et al., 2007; MAO et al., 2007). 

Plantas transgênicas expressando dsRNA têm demonstrado excelente eficácia 

para controlar insetos, em especial os coleópteros (HEAD et al., 2017; MOHAN et al., 

2021). No entanto, o baixo nível de expressão do dsRNA ou seu processamento pela 

maquinaria de RNAi da própria planta tendem a reduzir a eficácia das plantas 

transgênicas no controle de pragas (KAPLANOGLU et al., 2022; KUNTE et al., 2020). 

Além disso, a necessidade de altos investimentos em pesquisa e desenvolvimento, o 

longo processo de desregulamentação e as restrições na aceitação do consumo de 

OGM pela sociedade limitam a difusão da tecnologia de RNAi por cultivares 

transgênicas (KUNTE et al., 2020). 

Microrganismos transgênicos que expressam dsRNA também têm sido 

testados para controlar pragas, resultando em índices satisfatórios de controle 

(ABRIEUX; CHIU, 2016; BENTO et al., 2020). Entretanto, a baixa persistência dos 

microrganismos no ambiente e as potenciais limitações relacionadas à 

desregulamentação ou aceitação de OGM pelos consumidores dificultam a 

exploração definitiva desta forma de entrega de dsRNA aos insetos (KUNTE et al., 

2020). 
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Por outro lado, a aplicação de dsRNA sintetizado in vitro representa uma 

alternativa ao uso de modificações genéticas no controle de pragas (JOGA et al., 

2016). A aplicação de dsRNA sintético sobre as plantas, na forma de um biopesticida, 

demonstrou eficácia para controlar o escaravelho-da-batata (L. decemlineata) em 

laboratório e em campo (RODRIGUES et al., 2021a, 2021b). No entanto, a rápida 

degradação no ambiente, possíveis efeitos adversos à insetos não-alvo benéficos e 

limitada eficiência de controle de lepidóptera e dípteras restringem seu uso 

(DUBELMAN et al., 2014; RODRIGUES; FIGUEIRA, 2016). Além disso, o alto custo 

de produção e a dificuldade de síntese em larga escala também limitam o 

desenvolvimento de biopesticidas à base de dsRNA sintético, embora novas 

tecnologias para biossíntese industrial de dsRNA possam vir a reduzir os custos e 

ampliar a oferta para o mercado agrícola (HASHIRO; YASUEDA, 2022; RODRIGUES 

et al., 2021a). 

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o uso de dsRNA sintético 

pela aplicação em tomateiro MT para controle de Tuta absoluta. 

3.2 Materiais e métodos 

3.2.1 Criação da traça-do-tomateiro 

A criação de Tuta absoluta foi conduzida no Laboratório de Melhoramento de 

Plantas do Centro de Energia Nuclear na Agricultura (CENA/USP), Piracicaba - SP. 

As larvas recém-eclodidas (neonatas) de T. absoluta eram mantidas em gaiolas de 

acrílico ou de plástico com dimensões 70×50×50 cm, nas quais eram adicionadas 

plantas de tomateiro “Santa Cruz” para alimentação das larvas. Depois de passarem 

pelas fases larval e pupal, os adultos (mariposas) eram coletados e transferidos para 

uma gaiola reservada à cópula e postura. Nesta gaiola eram acondicionadas apenas 

folhas para a centralização das posturas de forma a otimizar a coleta dos ovos.  

As gaiolas eram monitoradas diariamente para coleta de adultos recém-emergidos, 

fornecimento de plantas e limpeza de resíduos. A criação foi mantida em sala com 

temperatura de 25 ± 1ºC, fotofase de 14 h e umidade relativa entre 50 e 70%. 

3.2.2 Escolha dos genes-alvos de T. absoluta para silenciamento gênico 

Os genes arginina quinase (AK) e a ATPase vacuolar subunidade A (ATPase) 

foram escolhidos como alvos baseados em estudos anteriores realizados pelo grupo 

(CAMARGO et al., 2016; BENTO et al., 2020). O gene green fluorescent protein (GFP) 
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foi selecionado como gene-controle, supostamente incapaz de ocasionar 

silenciamento gênico em T. absoluta pela ausência de sequencias homólogas no 

transcriptoma de insetos (RODRIGUES; FIGUEIRA, 2016). 

3.2.3 Aquisição do dsRNA sintético 

As moléculas de dsRNA sintético foram adquiridas da empresa RNA Greentech 

(Texas, EUA). As regiões-alvo dos genes AK e ATPase foram desenhadas por BENTO 

et al. (2019) a partir do banco de dados transcriptômicos de larvas de T. absoluta 

(CAMARGO et al., 2015). O dsRNA referente ao gene green fluorescent protein (GFP), 

foi desenhado por SOUZA (2022) a partir do vetor GFP:L4440, de modo a ter tamanho 

similar ao dsAK (Tabela 2). 

Tabela 2. Tamanho, em pb, das moléculas dsRNA sintético 

Gene-alvo Tamanho (pb) % GC  

AK 262 50,4 

ATPase 285 53,3 

GFP 262 30,5 

 

O material recebido em solução foi purificado por precipitação com isopropanol 

gelado, adicionado na proporção 1:1, seguida do descarte do sobrenadante e 

centrifugação do pellet, seguido de lavagem com 70% etanol por três ciclos de 

centrifugação. Posteriormente, o dsRNA sintético foi ressuspenso em água tratada 

com 0,01% de dietilpirocarbonato autoclavada (água DEPC inativada) e armazenado 

em refrigerador a -20°C. 

3.2.4. Entrega de dsRNA sintético a T. absoluta 

Foram avaliadas duas formas de aplicação do dsRNA sintético em plantas de 

tomateiro "Micro-Tom" (MT). A primeira envolveu a imersão de folhas em uma solução 

de dsRNA sintético (soaking), enquanto que o segundo método avaliou a pulverização 

de dsRNA sintético nas plantas com a ajuda de um equipamento de alta pressão 

(spraying). 
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3.2.4.1 Imersão de folhas de tomateiro “Micro-Tom” 

Previamente, foram conduzidos dois ensaios para avaliar a viabilidade de 

folhas destacadas de MT em placas de Petri para estimar a quantidade de líquido 

retido nas folhas quando imergidas em solução com água e adjuvante. Para avaliar a 

viabilidade de sobrevivência de folhas destacadas de MT em placas de Petri de 

plástico de 10 x 15 cm, folhas de plantas MT de 35 d foram cuidadosamente 

destacadas e mantidas sob quatro condições: com papel-filtro no fundo da placa, 

adição de algodão no pecíolo das folhas, ambos ou nenhum deles. As placas de Petri 

foram vedadas com plástico filme e dispostas em câmara de germinação a 25 ± 1°C, 

fotofase de 14 h e umidade relativa entre 50 e 70%. As folhas foram avaliadas após 

15 d. Em seguida, foi conduzido um ensaio para estimar a quantidade de líquido retido 

nas folhas de MT quando imersas em solução de água DEPC inativada e 0,03% de 

Silwet-L77 (adjuvante). Doze folhas de diversas plantas MT de 35 d foram destacadas, 

pesadas e imersas em água com adjuvante. Após a remoção do excesso de líquido, 

as folhas foram novamente pesadas e a diferença de peso foi usada para estimar a 

quantidade de líquido retidos na superfície foliar de cada folha. 

O ensaio de entrega de dsRNA sintético a T. absoluta por imersão de folhas de 

MT foi conduzido a partir de folhas de plantas de 35 d, sendo seis folhas por 

tratamento. Foram preparadas soluções de dsRNA sintético (dsAK ou dsATPase) 

diluídas em água DEPC inativada com 0,03% de Silwet L-77 em doses 

correspondentes a 2,5, 5, 10 e 20 µg de dsRNA sintético por folha. As folhas de MT 

eram destacadas da planta com auxílio de uma lâmina, removendo apenas os três 

folíolos da extremidade (Figura 8a). Imediatamente, as folhas foram imersas nas 

soluções de dsRNA sintético em vidro-relógio mantido sobre o gelo (Figura 8b). Após 

a imersão, as folhas eram delicadamente sacudidas para remoção do excesso de 

líquido. Em seguida, foram adicionados pedaços de algodão umedecidos no pecíolo 

de cada folha, que eram colocadas em placas de Petri de plástico contendo papel-

filtro umedecido. As placas eram mantidas entreabertas por até uma hora para 

secagem do excesso de umidade das folhas (Figura 8c). Depois de secas, foram 

aplicadas três larvas neonatas de T. absoluta por folha, sendo uma lagarta por folíolo 

(Figura 8d).  
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Como tratamentos controles, foram utilizadas soluções de dsRNA sintético para 

silenciamento de GFP, bem como uma solução contendo apenas água DEPC 

inativada com adjuvante. Também foi implementado um tratamento positivo utilizando 

o inseticida comercial Match EC® (MH) (Syngenta, Basileia, Suíça), do grupo químico 

das benzoiluréias (inibidores da biossíntese de quitina), na dose recomendada pelo 

fabricante.  

Foram estabelecidas seis repetições por tratamento. As placas foram fechadas, 

vedadas com plástico filme e alocadas aleatoriamente em câmaras de crescimento 

com temperatura de 25 ± 1°C, fotofase de 14 h e umidade relativa de 60 ± 10% (Figura 

8e). 

 

Figura 8. Ensaio de entrega de dsRNA sintético por imersão foliar: (a) secção de folíolo de tomateiro 

MT, (b) imersão em solução de dsRNA sintético, (c) alocação da folha tratada com dsRNA sintético em 

placa de Petri, (d) inoculação de neonatas de T. absoluta (e) disposição das placas em câmara de 

crescimento (criado com Biorender.com) 

As avaliações das larvas e das folhas foram realizadas no sétimo dia após 

aplicação, sendo verificada a mortalidade larval e estimada a área das lesões  

de T. absoluta nas folhas de MT. A mortalidade das larvas foi avaliada pela 

observação dos aspectos físicos e movimentação dos insetos. A área das lesões foi 

estimada a partir de imagens fotográficas das folhas, que foram analisadas usando o 

software ImageJ. 
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3.2.4.2 Pulverização em tomateiro “Micro-Tom” 

 Os ensaios de pulverização de dsRNA sintético em plantas de tomateiro MT 

foram feitos com auxílio de um aerógrafo. Previamente, foram realizados ensaios para 

a determinar a quantidade adequada de solução para aplicação homogênea nas 

plantas de tomateiro. Para isso, diversos volumes de água destilada com 0,03% de 

Silwet L-77 e corante rosa alimentício foram pulverizados com o auxílio de um 

aerógrafo (Steula, Pedreira, SP, Brasil) conectado a uma bomba compressora 

(Kohlbach, Jaraguá do Sul, SP, Brasil). A aplicação foi feita lateralmente a uma 

distância de 25 cm das plantas, que estavam alocadas em um suporte plástico, e a 

planta era girada no sentido horizontal à medida que avançava a aplicação para 

garantir uma cobertura uniforme. Determinou-se que 1,5 mL de solução era suficiente 

para uma aplicação homogênea nas plantas de tomateiro. 

Para a entrega de dsRNA sintético às larvas de T. absoluta por pulverização 

foliar, plantas MT de 40 d foram mantidas em câmara-úmida por até 12 h para 

estimular a abertura estomática (Figura 9a). Após, as plantas foram pulverizadas com 

1,5 mL de solução de dsRNA sintético com auxílio de um aerógrafo a 25 cm de 

distância com vazão de ar de 1,55 kgf/cm² (Figura 9b). As plantas eram movimentadas 

lentamente no sentido horizontal para cobrir toda a superfície foliar. Foram aplicadas 

doses crescentes de dsRNA sintético (2,5, 5 e 10 µg de dsRNA por planta), diluídas 

em água DEPC inativada com 0,03% de Silwet L-77, para os genes-alvo AK, ATPase 

ou GFP. Também foram realizadas aplicações simultâneas de dsAK e dsATPase 

(proporção 1:1) nas doses de 2,5, 5 e 10 µg de dsRNA sintético por planta. Como 

controle negativo, foi usada água e, como controle positivo, o inseticida comercial 

Malation 1000 EC® (ML) (FMC Co., Filadélfia, PA, EUA), do grupo dos 

organofosforados (inibidores de acetilcolinesterase), foi usado na dose recomendada 

pelo fabricante. O pH das soluções de dsRNA sintético também foi verificado com tiras 

de papel medidor de pH. 

Nove larvas neonatas de T. absoluta foram inoculadas por planta (três larvas 

por folha, três folhas por planta) (Figura 9c). Cada tratamento contou com oito 

repetições (total de 72 larvas por tratamento). As plantas infestadas com larvas foram 

dispostas em estantes com luz artificial e fotófase de 14h em sala com temperatura 

de 25 ± 1°C e umidade relativa de 60 ± 10%. 
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A mortalidade de T. absoluta e o dano foliar em tomateiro foram avaliados no 

décimo dia seguindo os mesmos procedimentos realizados no ensaio de fornecimento 

de dsRNA sintético por imersão foliar.  

 

Figura 9. Ensaio de pulverização de dsRNA sintético em plantas “MT”: (a) plantas submetidas à câmara 

úmida por 12h; (b) pulverização com aerógrafo; (c) inoculação das larvas em plantas pulverizadas 

(criado com Biorender.com) 

3.2.4.3 Silenciamento gênico em T. absoluta 

Para verificar o efeito da entrega de dsRNA sintético na redução do nível de 

mRNA dos genes-alvo em T. absoluta, foi implementado um ensaio para coleta de 

larvas alimentadas com dsRNA sintético e posterior extração de RNA total, transcrição 

reversa (RT) e análise da expressão gênica relativa por PCR quantitativo (qPCR). 

Oito plantas MT de 40 d foram pulverizadas na dose de 10 µg dsRNA para os 

genes-alvo AK, ATPase ou GFP. Larvas alimentadas com plantas pulverizadas com 

água e adjuvante formaram o grupo-controle. Cerca de 250 larvas neonatas foram 

inoculadas nas plantas, que foram alocadas em caixas de plástico transparente 

(40x50x50cm) cobertas com telas para evitar a fuga das larvas. As caixas foram 

mantidas em estante de luz com condições controladas (25 ± 1°C, 14:8h e 60 ± 10%). 

Nos dias 4 e 8 após a pulverização, 80 larvas foram cuidadosamente coletadas e 

divididas entre quatro microtubos (20 larvas por tubo), que eram condicionados em 

nitrogênio líquido e, posteriormente, armazenados a -80 °C. 

A extração de RNA total foi realizada a partir de um pool de 20 larvas por 

amostra. As amostras foram maceradas com o auxílio de um pistilo em microtubos de 

1,5 mL em um cadinho preenchido com nitrogênio líquido. Para a extração do  

RNA total das amostras maceradas, foram utilizados o reagente TRIzol (Thermo 

Fisher Scientific, Waltham, MS, EUA) e o kit RNA Direct-Zol™ RNA Miniprep (Zymo 

Research, Irvine, CA, EUA). O RNA total extraído foi quantificado em Nanodrop 
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(Thermo Fisher Scientific) e tratado com DNase I (Thermo Fisher Scientific). Para 

síntese de DNA complementar (cDNA), foram utilizados 1 µg de RNA tratado com 

DNase I (Thermo Fisher Scientific), 1 µL de oligo(dT) (50 µM), 1 µL de dNTP (10 µM) 

e água DEPC inativada. As amostras foram incubadas a 65ºC por 5 min e logo 

resfriadas em gelo por 1 min. Em seguida, foram adicionados 4 µL de 5X First-Strand 

Buffer, 1 µL de DTT (0,1 M), 40 U (unidades) de Ribolock (Thermo Fisher Scientific) e 

200 U de SuperScript® III RT (Thermo Fisher Scientific) e submeteu-as a 50ºC  

por 60 min e posterior aumento para 70ºC por 15 min. A qualidade do cDNA foi 

verificado por amplificação via PCR convencional com primers específicos para o 

gene elongation factor 1-alpha (EF1 alpha) (Tabela 3).  

A análise de expressão gênica relativa foi realizada por RT-qPCR, adicionando-

se 1 µL de cDNA, diluído em 1:2 ou 1:4 (v/v) em água deionizada autoclavada para 

amostras de larvas tratadas com dsAK ou dsATPase, respectivamente, 0,5 µM de 

primers de AK ou ATPase (reverse e forward) (Tabela 1) e 5 μL de SYBR Green qPCR 

Master Mix (Invitrogen, Waltham, MA, EUA), em volume final igual a 10 µL. A análise 

de RT-qPCR foi realizada no RotorGene-6000 (Qiagen, Hilden, NW, Alemanha) em 

duplicatas técnicas e com a inclusão de dois controles negativos sem cDNA. As 

condições de amplificação no termociclador foram inicialmente 50°C por 2 min e 95°C 

por 2 min, seguido de 40 ciclos de três etapas: 95°C por 20 s, 60º C por 30 s e 72°C 

por 30 s. Após a amplificação, foi determinado a curva de dissociação entre 72 e 95°C.  

Tabela 3. Sequências de primers específicos utilizados nas reações de PCR e qPCR 

Gene Sequência senso Sequência antisenso 
Amplicon 

(pb) 

ATPase vacuolar 

subunidade A (ATPase) 
ACCTGTCGGAGATCGTGC

AG 
AACGGGCAGAAACGGTCG

TA 
139 

Arginina quinase (AK) 
GGCACATTCTACCCACTC

AC 
GATGGTCCTCTTCGTTGC

AC 
190 

Fator de alongamento 1 

alfa (EF1) 
CCTGGGCACAGAGATTTC

AT 
GTCCGTTCTTGGAGATAC

CG 
118 

 

A expressão relativa foi padronizada usando o gene fator de alongamento  

1 alfa (EF1) como gene de referência e calculada utilizando a equação de LIVAK; 

SCHMITTGEN (2001), a partir dos valores de ciclo de quantificação (CQ). 
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3.2.5 Detecção de dsRNA sintético por microscopia confocal 

Para visualização do dsRNA sintético em plantas e em larvas por microscopia 

confocal de escaneamento a laser C2 (Nikon, Minato, Japão) o dsRNA (gene-alvo AK) 

foi marcado com cianina 3 (Cy3) utilizando o kit Silencer (Thermo Fisher Scientific). 

3.2.5.1 Pulverização em tomateiro “Micro-Tom” 

 Plantas de tomateiro MT de 40 d foram pulverizadas com 2,5 µg de dsRNA-Cy3 

de forma similar ao descrito em “3.2.4.2 Pulverização em tomateiro “Micro-Tom”. Após 

secas, larvas de T. absoluta em 1-2º ou 3-4º instar foram inoculadas nas plantas, que 

foram mantidas em estante de luz com condições controladas. Após 24 h, amostras 

das folhas foram coletadas e utilizadas para montagem de lâmina, enquanto que as 

larvas foram recolhidas e sacrificadas por congelamento. Os materiais foram 

analisados por microscopia confocal (λ igual 554/568 nm). Como grupo-controle, 

amostras de folhas e larvas tratados com 2,5 µg de dsRNA sintético não-marcado 

(gene-alvo AK) foram coletados e também analisados por microscopia confocal. 

3.2.5.2 Absorção radicular e translocação em tomateiro “Micro-Tom” 

Plantas de tomateiro MT de duas semanas foram lavadas em água-corrente 

para remoção de substrato de suas raízes. Logo após, foram colocadas em tubos de 

50 mL contendo 15 mL de solução de 2,5 µg de dsRNA-Cy3 diluído em água DEPC 

inativa, de modo que apenas as raízes tivessem em contato com a solução. Os tubos 

foram parcialmente cobertos com papel alumínio e tiveram suas tampas furadas para 

permitir passagem de ar. As plantas foram mantidas em estante de luz em condições 

controladas de temperatura, umidade relativa do ar e fotoperíodo controlados  

(25 ± 1°C, 60 ± 10% e fotofase de 14h). Após 2 e 4 dias, foram seccionadas amostras 

de 1 cm das raízes, 0,2 cm de largura dos caules e 1 cm2 de folhas para montagem 

de lâminas que foram analisadas por microscopia confocal (λ igual 554/568 nm). 

Como tratamento-controle, foram utilizadas amostras de tecidos de plantas tratadas 

com 2,5 µg de dsRNA não-marcado. 

3.2.6 Análises estatísticas 

As análises estatísticas foram conduzidas nos softwares R ou GraphPad Prism. 

As análises estatísticas da mortalidade de larvas de T. absoluta foram realizadas por 
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ANOVA e testes de Dunnet, a fim de comparar os tratamentos e o grupo-controle 

(água), bem como para comparar os efeitos entre as doses de dsRNA sintético. 

No experimento de estimativa do dano foliar causado pelo ataque de larvas de 

T. absoluta foi utilizada a análise estatística Kruskal-Wallis e testes de Dunn para 

comparar os tratamentos e o grupo-controle (água), assim como para comparar os 

efeitos entre as doses de dsRNA sintético. 

3.3 Resultados e discussão 

3.3.1 Controle de T. absoluta 

A tecnologia de RNAi é apontada como uma alternativa inovadora e sustentável 

para controlar pragas agrícolas (KUNTE et al., 2020). A habilidade de silenciamento 

gênico em insetos pela ingestão de dsRNA e a capacidade de a produção de dsRNA 

sintético em larga escala a um baixo custo permitiria que a tecnologia de RNAi fosse 

empregada no controle de pragas em campo por meio da aplicação direta em plantas 

(JOGA et al., 2018; SAN MIGUEL; SCOTT, 2016). 

A escolha de um método adequado para aplicação de dsRNA sintético é um 

fator crítico para o sucesso do controle de uma praga (CAGLIARI et al., 2019). Para 

insetos que atacam as folhas, o dsRNA sintético poderia ser aplicado diretamente na 

superfície foliar (CAGLIARI et al., 2019). Por outro lado, para insetos minadores de 

folhas, que consomem apenas o conteúdo interno foliar, como a traça-do-tomateiro, o 

dsRNA sintético necessitaria penetrar a folha e estar disponível no mesófilo (HOANG 

et al., 2022; MAJIDIANI et al., 2019). Embora as evidências indiquem que o dsRNA 

sintético é capaz de penetrar as folhas, os mecanismos envolvidos ainda não estão 

elucidados (BENNETT et al., 2020; DALAKOURAS et al., 2016). 

Neste contexto, avaliamos a eficiência da aplicação foliar de dsRNA sintético 

homólogo aos genes AK ou ATPase na mortalidade de larvas de T. absoluta e no 

dano foliar em tomateiro por meio da imersão de folhas ou pulverização em superfície 

de plantas. Em ambos os casos foi adicionado adjuvante não-iônico ao dsRNA 

sintético para facilitar a molhabilidade das folhas. 

Os ensaios para avaliar as condições de manutenção de folhas de tomateiro 

MT em placa de Petri durante a duração do experimento demonstraram que a inclusão 

de papel-filtro no fundo da placa e de algodão no pecíolo das folhas mantiveram mais 

adequadamente a viabilidade das folhas, enquanto as demais condições testadas 

favoreceram o aparecimento de clorose, necrose ou murcha nas folhas (Figura 1, 
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Apêndices). Deste modo, os ensaios de aplicação de dsRNA sintético foram 

conduzidos em folhas mantidas com algodão em placas de Petri sob papel-filtro 

umedecidos. Enquanto isso, os ensaios realizados para estimar a quantidade de 

líquido retido na superfície foliar após a imersão das folhas de tomateiro MT em uma 

solução contendo água e adjuvante demonstraram que, em média, cerca de 200 µL 

de líquido ficam retidos em cada folha (Tabela 1, Apêndice). 

As análises dos dados de mortalidade larval em folhas imersas em dsRNA 

sintético indicaram que os tratamentos com dsAK ou dsATPase foram capazes de 

causar mortalidade significativamente maior que do grupo-controle (água) apenas nas 

maiores doses (10 ou 20 µg de dsAK ou 20 µg de dsATPase por folha) (Figura 10a). 

As análises estatísticas não apontaram diferença significativa na mortalidade entre 

doses de um mesmo gene-alvo (Figura 10b, 10c, 10d). 

 

Figura 10. Mortalidade de larvas de T. absoluta alimentadas em folhas de MT tratadas por imersão em 

solução de dsRNA sintético homólogos aos genes-alvo AK ou ATPase, o gene-controle GFP e Match 

EC® (MH) após 7 d. (a) comparação entre os tratamentos e o grupo-controle (água), e comparação 

entre doses nos tratamentos com (b) dsAK (c) dsATPase ou (d) dsGFP (n = 6; análise estatística por 

ANOVA e teste de comparações múltiplas por Dunnet; * < p = 0,5; ** < p = 0,1; *** < p = 0,05) 
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O dano foliar em tomateiro MT neste experimento só foi estatisticamente  

menor que o grupo controle para os tratamentos com dsGFP ou dsAK na dose de  

20 µg dsRNA/ folha ou de dsATPase na dose de 10 µg dsRNA/ folha, além do 

inseticida comercial Match EC® (MH) (Figura 11 a). Só houve diferença estatística na 

redução do dano foliar entre doses quando comparada a maior e a menor dose de 

dsRNA homólogo ao gene-alvo AK, enquanto não houve diferenças estatísticas no 

dano foliar entre doses de dsATPase ou dsGFP (Figura 11 c, 11 d). 

 

Figura 11. Dano foliar causado por larvas de T. absoluta em folhas de MT imersas em solução de 

dsRNA sintético para silenciamento dos genes-alvo aos genes-alvo AK ou ATPase, o gene-controle 

GFP e Match EC® (MH) após 7 d. (a) comparação entre os tratamentos e o grupo-controle (água), e 

comparação entre doses nos tratamentos com (b) dsAK, (c) dsATPase ou (d) dsGFP (n = 11-16; análise 

estatística por Kruskal-Wallis e teste de comparações múltiplas por Dunn; * < p = 0,5; ** < p = 0,1; *** 

< p = 0,05) 

Uma vez observado um possível efeito da ingestão de dsRNA sintético em 

larvas da traça-do-tomateiro por meio da imersão de folhas, passamos a explorar 

aplicação de dsRNA sintético por pulverização foliar. A pulverização foliar é uma das 

formas mais comuns e viáveis de aplicar pesticidas em plantas (SPADOTTO et al., 

2010). No entanto, estima-se que cerca de 90% do volume do pesticida seja perdido 

durante a pulverização devido à deriva, o que aumenta os riscos ambientais e à saúde 
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humana e eleva os custos de operações, além de causar prejuízos ao atingir 

organismos não-alvo (SPADOTTO et al., 2010; KÖHLER; TRIEBSKORN, 2013).  

Em contrapartida, o silenciamento gênico por RNAi é altamente específico, afetando 

apenas a praga-alvo com especificidade maior, reduzindo assim o impacto ambiental 

e o risco à saúde humana (RODRIGUES; PETRICK, 2020).  

A aplicação foliar de dsRNA sintético pode apresentar importantes limitações, 

tais como a difícil molhabilidade das folhas, devido à hidrofobicidade da cutícula foliar 

e das ceras, além da presença de tricomas (HOANG et al., 2022). Ademais, o dsRNA 

sintético aplicado sobre a superfície de plantas está sujeito à degradação por radiação 

UV e por microrganismos, além de ser lavado da superfície das plantas pela ação da 

chuva (HOANG et al., 2022; KUNTE et al., 2020). No entanto, foi relatado que o 

dsRNA sintético, após secar, não é facilmente removido das folhas pela ação da chuva 

(SAN MIGUEL; SCOTT, 2015).  

A aplicação de biopesticidas à base de dsRNA sintético poderia ser melhorada 

pela adição de surfactantes que aumentem a aderência das moléculas nas plantas, 

aumentando a espalhabilidade do dsRNA sintético sobre as folhas e facilitando a 

penetração foliar (JAIN et al., 2022). Há evidências que o uso de pulverizadores de 

alta pressão possa promover a penetração do RNAs sintético nas folhas 

(DALAKOURAS et al., 2016; SCHWARTZ et al., 2020), o que poderia aumentar a 

disponibilidade do dsRNA no mesófilo para ingestão por insetos minadores de folhas, 

como a traça-do-tomateiro. 

A pulverização foliar de dsRNA sintético resultou em mortalidade larval de  

T. absoluta significativamente maior para todas as doses de dsRNA homólogo ao 

gene AK, com cerca de 60% de mortalidade na maior dose testada (10 µg de dsRNA/ 

planta) (Figura 12a). Ao compararmos a mortalidade larvas entre as doses de dsAK, 

observou-se uma diferença estatística apenas entre a maior e a menor dose, enquanto 

a dose intermediária (5 µg dsRNA/ planta) não apresentou desempenho 

estatisticamente diferente das demais (Figura 12 a, 12 b).  

Em um trabalho anterior de nosso grupo, a utilização de E. coli expressando 

dsAK em uma dieta artificial produziu uma taxa de mortalidade larval de mais de 70% 

(BENTO et al., 2020). Deste modo, sugere-se que o gene AK é um potencial gene-

alvo para silenciamento gênico por RNAi para controle de T. absoluta. 
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Por outro lado, apenas o grupo de larvas expostas ao dsATPase na maior dose 

teve uma mortalidade estatisticamente superior ao grupo-controle (Figura 12 a). Além 

disso, não houve um efeito dose-dependente entre as doses testadas, o que foi 

semelhante aos resultados obtidos no ensaio de imersão de folhas em solução de 

dsRNA sintético (Figura 10d).  

Anteriormente, a aplicação dsRNA sintético homólogo ao gene ATPase sub.  

B em discos foliares de tomateiro promoveu a morte de 60% das larvas, mas utilizando 

uma dose de 50 µg/cm2 de folha (RAMKUMAR et al., 2021). Deste modo, os 

resultados indicam que o gene ATPase pode não ser tão adequado quanto o gene AK 

para controle de T. absoluta. 

A entrega simultânea de dsAK e dsATPase teve um efeito estatisticamente 

maior na mortalidade larval em relação ao grupo-controle (Figura 12 a). No entanto, 

embora tenham sido superiores aos tratamentos com somente dsATPase (Figura 12 

g), os tratamentos com dsAK e dsATPase não apresentaram um efeito sinérgico, 

sendo estatisticamente equivalentes aos tratamentos com a aplicação de apenas 

dsAK (Figura 12 f). Deste modo, não é possível afirmar que o uso simultâneo de dois 

genes-alvo seja mais eficaz para o controle de T. absoluta do que o uso de apenas 

um deles. 

Enquanto isso, o inseticida comercial Malation 1000 EC® causou a morte de 

quase 100% das larvas (Figura 12 a). Deste modo, o uso do inseticida comercial foi 

aparentemente mais eficaz do que o dsRNA sintético contra a traça-do-tomateiro. No 

entanto, é importante ressaltar que o uso de inseticidas químicos pode ter impactos 

negativos na saúde humana e no meio ambiente, enquanto o uso de dsRNA sintético 

como é uma alternativa mais seletiva e sustentável a longo prazo (TANING et al., 

2021). 

Adicionalmente, as doses de 5 ou 10 µg de dsGFP por planta resultaram em 

mortalidade larval superior ao grupo-controle (Figura 12 a), todavia, não houve 

diferença estatística entre as doses (Figura 12 d). A mortalidade larval observada nos 

tratamentos com dsGFP pode ser atribuída a possíveis fenômenos de sobreposição 

de vias de regulação gênica mediadas por RNAs ou saturação da maquinaria central 

de RNAi (COOPER et al., 2019). Esses fenômenos, por sua vez, podem causar uma 

regulação descontrolada da expressão gênica, afetando diferentes sistemas 

biológicos, como o imunológico e o hormonal, além de falhas no controle da expressão 

de elementos genéticos móveis presentes no genoma do inseto (KUNTE et al., 2020).   
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Figura 12. Mortalidade de larvas de T. absoluta após 10 dias de exposição a plantas de tomateiro MT 

pulverizadas com dsRNA sintético (dsAK, dsATPase ou dsGFP) ou Malation 1000 EC®. (a) comparação 

entre tratamentos e grupo-controle (água), comparação entre doses nos tratamentos com (b) dsAK, (c) 

dsATPase, (d) dsGFP ou (e) dsAK + dsATPase (1:1), e comparação entre a entrega de dsAK e 

dsATPase simultaneamente e (f) dsAK ou (g) dsATPase (n = 8; análise estatística por ANOVA e teste 

de comparações múltiplas por Dunnet; ns = não significativo; * < p = 0,5; ** < p = 0,1; *** < p = 0,05; 

**** < p = 0,01). 

Após avaliarmos o dano foliar causado pelas larvas de T. absoluta em tomateiro 

MT pulverizado com dsRNA, constatamos que apenas o tratamento com dsAK na 

maior dose (10 µg dsRNA/ planta) resultou em redução do dano foliar em comparação 

com o grupo-controle (água) (Figura 13 a). Por outro lado, a utilização do dsRNA 

sintético dsAK nas doses de 2,5 até 10 não apresentou diferença estatisticamente 

significativa entre si (Figura 13 b). A média do dano foliar nos tratamentos com  
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dsAK na maior dose foi de cerca de 0,7 cm2, enquanto que no grupo-controle foi de 

1,05 cm2, resultando em redução de aproximadamente 35% no dano foliar no 

tomateiro MT. 

Em relação ao uso do dsATPase, não houve redução significativa do dano foliar 

nas plantas (Figura 13 a), embora tenha sido observada diferença estatística entre a 

maior dose e as duas menores (Figura 13 c). Adicionalmente, a aplicação de dsGFP 

nas plantas não causou redução no dano foliar médio, em comparação com o grupo-

controle, não sendo observada diferença estatística entre as doses testadas (Figura 

13 d). 

Além disso, os tratamentos com dsAK e dsATPase também não resultaram em 

redução significativa do dano foliar em MT (Figura 13 a, 13 e), além de não 

apresentarem diferença estatística com os tratamentos com um só tipo de dsRNA 

(Figura 13 f, 13 g) indicando que a silenciamento simultânea dos dois genes-alvo 

testados pode não ser uma estratégia adequada contra a traça-do-tomateiro. 

É possível que a discrepância entre a alta mortalidade larval e a baixa redução 

no dano foliar observada nos tratamentos com dsRNA sintético esteja atribuída ao 

tempo necessário para que ocorra o processo de silenciamento gênico nas larvas de 

T. absoluta. O silenciamento dos genes-alvo dsAK ou dsATPase pode não ter 

interrompido imediatamente a alimentação das larvas, permitindo que elas 

continuassem a consumir e causar danos nas plantas, indicando ausência do efeito 

paralisante fulminante. Este efeito é comumente observado em inseticidas químicos, 

especialmente, aqueles cujo modo de ação atua no sistema nervoso central dos 

insetos (WICKHAM et al., 1974). A ausência desse efeito é também observada pela 

ação de microrganismos entomopatogênicos, o que representa uma importante 

limitação no controle biológico de pragas (NASCIMENTO et al., 2022). 
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Figura 13. Dano foliar em tomateiro MT pulverizadas com dsRNA sintético (dsAK, dsATPase ou 

dsGFP) ou Malation 1000 EC®. (a) comparação entre tratamentos e grupo-controle (água), comparação 

entre doses nos tratamentos com (b) dsAK, (c) dsATPase, (d) dsGFP ou (e) dsAK + dsATPase (1:1), 

e comparação entre a entrega de dsAK e dsATPase simultaneamente e (f) dsAK ou (g) dsATPase (n 

= 55-62; análise estatística por Kruskal-Wallis e teste de comparações múltiplas por Dunn; ns = não 

significativo; ** < p = 0,1). 

Foi verificado por meio de fitas de papel indicador que o pH das soluções 

contendo dsRNA sintético com adjuvante variou entre 5 e 5,5. Esse pH ácido é 

benéfico para manter a estabilidade do dsRNA antes da aplicação, já que o pH ótimo 

para estabilidade de ácidos nucleicos está entre 4,5 e 5,5 (OIVANEN et al., 1998). A 

superfície foliar apresenta um pH ligeiramente ácido (OERTLI et al., 1977). Quando o 

pH da solução é próximo ao pH da superfície foliar, a cutícula foliar se torna mais 

permeável (REED; TUKEY, 1978), o que pode ter facilitado a penetração do dsRNA 

sintético e, consequentemente, aumentado a eficácia no controle de T. absoluta. 
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A manutenção das plantas em um ambiente úmido antes da aplicação do 

dsRNA sintético por pulverização foliar também pode ter contribuído para ampliar o 

potencial de controle contra a traça-do-tomateiro. Isso porque a umidade estimula a 

abertura estomática, o que poderia favorecer a penetração do dsRNA sintético nas 

folhas, visto que os estômatos são considerados a principal via de entrada de dsRNA 

nas folhas (HOANG et al., 2022). Wang et al. (2023) relataram que a pulverização 

foliar de dsRNA sintético com equipamento de alta pressão possibilitou um maior 

controle da traça-do-tomateiro que a imersão foliar, possivelmente por facilitar a 

penetração do dsRNA na folha. 

Para além da mortalidade larval e do dano foliar, foi avaliada a capacidade de 

redução do acúmulo dos transcritos dos genes-alvo em larvas de T. absoluta pela 

entrega de dsRNA sintético, utilizando a técnica de RT-qPCR. O objetivo foi confirmar 

que as alterações fenotípicas observadas nas larvas foram causadas pelo 

silenciamento dos genes-alvo. 

As análises de expressão relativa de AK ou ATPase em larvas alimentadas com 

dsAK ou dsATPase na dose de 10 µg de dsRNA sintético, respectivamente, 

mostraram redução significativa no nível de transcritos dos gene-alvos no quarto dia, 

em comparação ao grupo-controle e ao tratamento com dsGFP (Figura 14 a, 14 c). 

Porém, no oitavo dia, a expressão relativa do gene AK em larvas tratadas com dsRNA 

sintético homólogo ao gene-alvo AK foi equivalente à expressão em larvas 

alimentadas com dsGFP (Figura 14 b), enquanto que o nível de expressão de ATPase 

foi até mesmo superior em larvas tratadas com dsATPase que larvas do grupo-

controle (Figura 14 d). A análise dos resultados de expressão gênica sugeriu que a 

silenciamento gênico por meio da entrega de dsRNA sintético é eficiente em reduzir a 

expressão dos genes AK ou ATPase em larvas de T. absoluta aos 4 d após o 

tratamento. No entanto, a recuperação da expressão gênica ao longo do tempo 

indicaria a necessidade de aplicações repetidas para manter o efeito do silenciamento, 

possivelmente devido à ausência de RPdR funcionais em insetos ou menor 

distribuição sistêmica (CAMARGO et al., 2015; MONDAL et al., 2021). 
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Figura 14. Nível de expressão relativa dos genes AK ou ATPase em larvas de T. absoluta alimentadas 

com tomateiro Micro-Tom pulverizado 10 µg dsRNA sintético homólogos ao gene AK (a) no dia 4 ou 

(b) no dia 8 após o tratamento; ou ao gene ATPase (c) no dia 4 ou (d) 8 após o tratamento (n = 3-4; 

análise estatística por ANOVA e teste de comparações múltiplas por Dunnet; * < p = 0,5; ** < p = 0,1; 

*** < p = 0,05; ns = não significativo) 

Os genes ATPase e AK estão diretamente envolvidos no metabolismo 

energético celular (LU et al., 2023). Estudos anteriores demonstraram que o 

silenciamento desses genes resultou em adversidades em coleópteras, lepidópteras, 

dípteras e hemípteras, sugerindo potencial como alvos para silenciamento gênico por 

RNAi para controlar pragas (BENTO et al., 2020; CAMARGO et al., 2016; KHAN et 

al., 2023; LIU et al., 2015; MENG et al., 2020). 

O gene AK é responsável pela codificação de uma fosfotransferase que 

desempenha um papel crítico no metabolismo energético celular de invertebrados 

(NEWSHOLME et al., 1978). Além disso, o gene AK não é encontrado em vertebrados, 

o que pode torná-lo um gene-alvo mais específico e seguro com menor risco (LIU et 

al., 2015). 
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O gene ATPase está associado à regulação do pH intracelular e transporte de 

prótons através das membranas celulares (NELSON et al., 2000). Contudo, é 

importante notar que a proteína ATPase é formada por diferentes subunidades (KHAN 

et al., 2023). Um estudo demonstrou que o silenciamento gênico de diversas 

subunidades de ATPase causou mortalidade variável em Frankliniella occidentalis 

(Thysanoptera: Thripidae) (KHAN et al., 2023). 

Anteriormente, nosso grupo desenvolveu plantas de tomateiro MT ou bactérias 

E. coli HT115(DE3) transgênicas expressando dsRNA homólogo ao gene ATPase 

sub. A ou AK de T. absoluta que foram capazes de reduzir significativamente o nível 

de expressão dos gene-alvos, bem como causar a morte das larvas da traça-do-

tomateiro, atingindo níveis de controle efetivos (BENTO et al., 2020; CAMARGO et al., 

2016). 

No presente trabalho, nossos resultados indicaram que a pulverização em 

tomateiro MT com dsRNA sintético homólogo aos genes ATPase ou, principalmente, 

AK apresentou eficácia contra T. absoluta, promovendo o silenciamento gênico, 

mortalidade larval e redução do dano foliar em tomateiro MT. No entanto, em um 

cenário mais real, os biopesticidas à base de dsAK ou dsATPase podem não ser 

economicamente viável no controle de T. absoluta. A dose de dsRNA necessária para 

o controle das larvas em cultivos comerciais de tomateiro seria significativamente 

maior do que a dose utilizada no experimento em laboratório com plantas de tomateiro 

MT. As plantas comerciais de tomateiro são maiores (>1 m de altura) do que o 

tomateiro Micro-Tom (∼15 cm de altura), o que demandaria uma quantidade maior de 

dsRNA para cobrir toda a área das plantas e, portanto, aumentaria o custo do 

tratamento (CAMPOS et al., 2010). 

Além disso, as condições ambientais de campo, como a exposição à radiação 

UV, chuva, vento e altas temperaturas, podem acelerar a degradação do dsRNA 

sintético (HOANG et al., 2022; KUNTE et al., 2020). Certamente seria necessário 

aplicar doses ainda maiores de dsRNA para garantir que a eficácia contra a traça-do-

tomateiro em campo fosse próxima a dos ensaios em laboratório, o que também 

encareceria o custo do tratamento. Em termos de custo e escala de produção, 

considera-se economicamente viável a aplicação de 2 a 10 g de dsRNA sintético por 

hectare (ZOTTI et al., 2018). Por outro lado, investigações sobre o potencial de dsRNA 

associado a nanocarreadores para controlar T. absoluta podem ser uma alternativa 

economicamente encorajadora, uma vez que estudos têm mostrado que o uso de 
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nanocarreadores pode aumentar a eficácia do dsRNA sintético, além de reduzir a 

quantidade necessária para obter o mesmo efeito, o que poderia tornar a aplicação 

viável em larga escala (CHRISTIAENS et al., 2018; WANG et al., 2023). 

Por outro lado, o uso de dsRNA sintético poderia ser combinado com outras 

formas de controle de pragas, como por agentes biológicos (DI LELIO et al., 2022; 

SARMAH et al., 2021). Essa abordagem não apenas pode reduzir a quantidade de 

dsRNA aplicado, mas também pode ampliar a eficácia do controle e prevenir a seleção 

de indivíduos resistentes ao silenciamento gênico por RNAi, o que poderia 

comprometer a eficácia dos biopesticidas à base de dsRNA em longo prazo 

(KHAJURIA et al., 2018; MISHRA et al., 2021). 

3.3.2 Microscopia confocal de escaneamento a laser 

3.3.2.1 Pulverização em plantas 

A redução dos custos e o incremento de novos processos de produção 

industrial de dsRNA geram perspectivas positivas para o uso do dsRNA sintético em 

larga escala e a um custo competitivo (RODRIGUES et al., 2021 a, 2021 b). Diante da 

proximidade dos biopesticidas à base de dsRNA sintético estarem disponíveis no 

mercado, pesquisas têm sido realizadas para identificar formas viáveis de utilização 

do produto em campo (CAGLIARI et al., 2019). 

A aplicação do dsRNA sintético por meio da pulverização foliar pode se tornar 

agronomicamente viável (SPADOTTO et al., 2010; KUNTE et al., 2020). Em ensaios 

em campo, a pulverização foliar de Ledprona®, biopesticida à base de dsRNA sintético 

desenvolvido pela GreenLight Bioscience, apresentou desempenho satisfatório no 

controle de L. decemlineata em plantas de batata, sendo comparável a um inseticida 

comercial (RODRIGUES et al., 2021 a, 2021 b; PALLIS et al., 2022). 

A aplicação foliar de dsRNA sintético também seria compatível com as novas 

tecnologias para aplicação de (bio)pesticidas no campo, como os veículos aéreos não-

tripulados (drones), que prometem maior eficiência, menor desperdício e cobertura 

mais ampla devido à facilidade em alcançar áreas de difícil acesso (MOGILI; DEEPAK, 

2018). No entanto, a aplicação foliar de dsRNA sintético pode apresentar limitações 

consideráveis devido à difícil molhabilidade das folhas, causada pela hidrofobicidade 

da cutícula foliar e das ceras, bem como a presença de tricomas (HOANG et al., 2022). 

Além disso, o dsRNA sintético aplicado sobre a superfície de plantas estaria  

exposto a degradação por radiação UV e por microrganismos (HOANG et al., 2022; 
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KUNTE et al., 2020). Fora isso, o dsRNA sintético poderia ser lavado da superfície 

das plantas pela chuva (KUNTE et al., 2020), embora tenha sido relatado que o dsRNA 

sintético, após seco, não seria facilmente removido das folhas pela ação da chuva 

(SAN MIGUEL; SCOTT, 2015). 

Foram descritas evidências da capacidade de penetração de dsRNA (ou 

siRNA) sintético em folhas de A. thaliana (KISELEV et al., 2021), N. benthamiana 

(BENNETT et al., 2020; DALAKOURAS et al., 2016) e algodão (JAIN et al., 2022). 

Entretanto, os mecanismos de penetração foliar do dsRNA sintético ainda são pouco 

conhecidos. Supõe-se que o dsRNA possa ser mais facilmente absorvido por meio 

das aberturas dos estômatos, enquanto que a penetração pela cutícula seria limitada 

(HOANG et al., 2022). A cutícula foliar é formada por poros com até 1 nm de diâmetro 

que permitem a difusão de água para o interior da folha (RUNDEL, 1982). Moléculas 

de dsRNA de 300 pares de base (pb) necessitariam de aberturas com mais de 3 nm 

de diâmetro para passagem (HOANG et al., 2022). Dessa forma, é mais provável que 

o dsRNA penetre a folha pelas aberturas estomáticas do que pela cutícula foliar 

(HOANG et al., 2022). Por outro lado, algumas estratégias podem ser utilizadas para 

facilitar a penetração foliar do dsRNA sintético, como a adição de surfactantes, 

pulverização foliar com equipamentos de alta pressão ou associação do dsRNA com 

nanocarreadores (HOANG et al., 2022; JAIN et al., 2022). 

Após a entrada na folha, o dsRNA pode seguir diferentes rotas dependendo do 

seu processamento em siRNA (HOANG et al., 2022). Caso seja absorvido pelas 

células do parênquima, o dsRNA poderia ser processado em siRNAs pela enzima 

Dicer, sendo utilizados para síntese de siRNAs secundários pela RPdR (DEVERS et 

al., 2020; XIE et al., 2001). Logo em seguida, o siRNA poderia ser difundido via 

simplasto a outras células até atingir o floema, sendo, então, transportado para outras 

partes da planta (DEVERS et al., 2020). Em contrapartida, o dsRNA não processado 

em siRNA, de tamanho de 300 pb ou cerca de 200 kDa, tende a ser difundindo via 

apoplasto, já que a abertura dos plasmodesmos é limitada às moléculas de 40 a 50 

kDa (HOANG et al., 2022; ROBERTS.; OPARKA, 2003). O transporte de dsRNA pelo 

floema ainda é incerto; contudo, há evidências de que o dsRNA pôde se acumular no 

floema de plantas de cevada (Hordeum vulgare) e causar o silenciamento gênico em 

um fungo inoculado em folhas distantes do local de aplicação do dsRNA, sugerindo a 

movimentação do dsRNA pelo floema (KOCH et al., 2016). 
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Nesta perspectiva, buscamos confirmar a penetração do dsRNA sintético por 

meio da pulverização foliar em tomateiro MT. As imagens obtidas por meio de 

microscopia confocal de escaneamento a laser das folhas de plantas de tomateiro MT 

pulverizadas com dsRNA sintético marcado com sonda fluorescente (Cy3) revelaram 

a presença do dsRNA-Cy3 no interior foliar (Figura 15 a.4), sugerindo que o dsRNA 

sintético tem capacidade de penetrar as folhas do tomateiro MT. 

Além da penetração foliar, procuramos confirmar a capacidade de ingestão do 

dsRNA sintético pulverizado em tomateiro MT pelas larvas de T. absoluta. As imagens 

de microscopia confocal das larvas após 24 h de alimentação com plantas tratadas 

com dsRNA-Cy3 indicam que o dsRNA foi eficazmente ingerido pelas larvas em 

diferentes estágios de desenvolvimento (Figura 15 b.4-6 e 15 c.1-3). 

Outros estudos também confirmaram por microscopia confocal a ingestão de 

dsRNA sintético por insetos, sendo o dsRNA entregue via absorção peciolar 

(PAMPOLINI et al., 2020), por aplicação na superfície foliar (JAIN et al., 2022) ou 

raízes (LI et al., 2015) ou pela adição em dieta artificial (GURUSAMY et al., 2020; 

ZHANG et al., 2013). Anteriormente, Camargo et al. (2016) demonstrou que dsRNA 

sintetizado in vitro com ribonucleotídeos marcado com Cy3 (MEGAclear™ RNAi Kit) 

(Ambion, Carlsbad, CA, EUA) foi capaz de ser absorvido pelo pecíolo de folhas de 

tomateiro a partir de uma solução e ser ingerido por larvas de T. absoluta. Nossos 

resultados representam um progresso ao sugerirem que pulverização foliar pode  

ser um método viável para aplicação de dsRNA sintético em tomateiros para controlar 

T. absoluta. 
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Figura 15. Pulverização de dsRNA-Cy3 em tomateiro MT e alimentação de larvas de T. absoluta por 

24 h por microscopia confocal. Tratamento com 2,5 µg de dsRNA sintético não-marcado no (a.1-3) 

interior da folha e (b.1-3) larvas em 3-4° instar; tratamento com 2,5 µg de dsRNA-Cy3 no (a.4-6) interior 

da folha e (b.4-6) larvas em 3-4° instar; (c.1-3) larvas em 1-2° instar alimentadas com dsRNA sintético 

(esquerda) ou dsRNA-Cy3 (direita). Aumento de 100x, escala 200 µm. 

3.3.2.2 Absorção radicular 

As evidências indicam que a pulverização foliar pode ser uma opção viável para 

aplicação de dsRNA sintético para o controle de pragas (RODRIGUES et al., 2021 a, 

2021 b; PALLIS et al., 2022). Entretanto, o dsRNA aplicado superficialmente sobre as 
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plantas pode sofrer degradação por radiação UV ou pela ação de microrganismos, 

possuir baixa adesão sobre as folhas devido à hidrofobicidade da cutícula foliar, ceras 

ou presença de tricomas, além de ser removido por ação da chuva, o que reduziria a 

eficácia dos biopesticidas à base de dsRNA sintético. (HOANG et al., 2022; KUNTE 

et al., 2020). Além disso, a pulverização foliar poderia não ser eficiente para controlar 

insetos que se alimentam de raízes ou caules, uma vez que o dsRNA sintético 

aplicado na folha poderia não estar disponível para ingestão pelas pragas nas outras 

partes da planta (HOANG et al., 2022). 

Uma alternativa à aplicação foliar é a aplicação radicular, na qual o dsRNA é 

absorvido pelas raízes das plantas (BRAGG; RIESKE, 2022a, 2022 b). As primeiras 

evidências de absorção e translocação de dsRNA via radicular foram observadas em 

plantas de A. thaliana e arroz (Oryza sativa) por meio da imersão das raízes em 

solução de dsRNA sintético (LI et al., 2015). A entrega via radicular de dsRNA 

homólogo a genes de A. thaliana ou arroz promoveu o silenciamento de genes 

expressos nas plantas, o que sugere que o dsRNA foi capaz de penetrar as raízes  

(LI et al., 2015). A utilização de dsRNA marcado com sonda fluorescente revelou a 

capacidade de absorção do dsRNA pelas raízes de arroz (LI et al., 2015). 

Paralelamente, a absorção radicular de dsRNA sintético homólogo a um gene 

essencial de Nilaparvata lugens (Hemiptera: Delphacidae) em arroz ou de dsRNA 

sintético homólogo a um gene essencial de Ostrinia furnacalis (Lepidoptera: Pyralidae) 

em milho provocou a mortalidade dos insetos (LI et al., 2015). Quando utilizado dsRNA 

marcado com fluorescência nas plantas também foi possível rastrear o dsRNA no 

interior dos insetos, indicando que a entrega de dsRNA via radicular seria uma opção 

possível para o controle de pragas (LI et al., 2015). Recentemente, estudos 

confirmaram a capacidade de absorção radicular e translocação de dsRNA sintético 

em plantas lenhosas (BRAGG; RIESKE, 2022 a, 2022 b). No entanto, os mecanismos 

exatos associados à penetração do dsRNA em raízes ainda não foram elucidados. 

A entrega de dsRNA sintético via radicular poderia ser uma opção  

mais adequada para cultivo em sistemas hidropônicos, visto que a aplicação 

diretamente no solo tem se mostrado inviável devido à baixa persistência do dsRNA, 

que pode ser facilmente degradado por microrganismos presentes no solo 

(DUBELMAN et al., 2014). Entretanto, adaptações poderiam ser feitas,  

como a associação a nanocarreadores que poderiam proteger o dsRNA da 
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degradação microbiana, bem como promover a penetração nas raízes (SCHWAB  

et al., 2016; WHITFIELD et al., 2018). 

Como alternativa a aplicação foliar, a absorção radicular de solução de dsRNA 

sintético por plantas de tomateiro foi capaz de ocasionar a morte de 80% das larvas 

de T. absoluta (MAJIDIANI et al., 2019). Por sua vez, a habilidade de translocação de 

dsRNA sintético em plantas de tomateiro MT foi confirmada via extração do RNA total 

das folhas e amplificação por PCR convencional (SOUZA1, 2022). No entanto, não há 

informações claras sobre o tempo necessário para translocação do dsRNA para as 

folhas e quais as formas de distribuição na planta de tomateiro. Nesse contexto, 

conduzimos um ensaio onde as raízes de plantas de tomateiro de duas semanas 

foram imersas em solução de dsRNA-Cy3 por 2 ou 4 d para investigar a absorção 

radicular e translocação do dsRNA sintético por meio de imagens de microscopia 

confocal de escaneamento a laser. 

Após 2 d de exposição ao dsRNA-Cy3, as imagens de microscopia confocal 

indicaram uma efetiva absorção radicular do dsRNA (Figura 16 b.1-3). A maior 

intensidade de fluorescência ao redor das células sugere que o transporte inicial nas 

células das raízes possa ocorrer via apoplasto (Figura 16 b.4-6). Além disso, foi 

detectada a fluorescência de dsRNA-Cy3 no caule na região do feixe vascular, 

indicando que a planta teria capacidade de translocar o dsRNA pelo xilema (Figura 17 

b.1-3). Ambas as plantas tratadas ou não tratadas com dsRNA-Cy3 apresentam 

fluorescência nas camadas mais externas do caule, possivelmente em razão da 

autofluorescência da antocianina. Por outro lado, não foi observada fluorescência do 

dsRNA-Cy3 nas folhas (Figura 18 b.1-3).  

As imagens das plantas tratadas com dsRNA-Cy3 por 4 d indicaram uma 

possível distribuição de dsRNA-Cy3 no interior das células das raízes (Figura 19 b.4-

6). O processamento do dsRNA em siRNA permitiria o transporte entre células via 

simplasto (DEVERS et al., 2020), contudo não há informações disponíveis sobre a 

estabilidade do dsRNA-Cy3 após o processamento em siRNA pela enzima Dicer.  

Por fim, foi possível detectar a fluorescência do dsRNA-Cy3 nos elementos 

xilemáticos do caule (Figura 20 b.1-3), bem como nas folhas, embora que, 

aparentemente, não estivessem uniformemente distribuídas no mesófilo (Figura 21 

b.1-3). A distribuição desuniforme, isto é, em formato de pontos, pode indicar o 

 
1 Souza, L. Comunicação pessoal, 2022. 
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acúmulo do dsRNA (ou siRNA) levando ao seu acúmulo em estruturas celulares 

específicas. 

 

Figura 16. Microscopia confocal de raízes de tomateiro MT tratadas com dsRNA via absorção radicular 

por 2 d. (a.1-3) tratamento com dsRNA ou (b.1-6) dsRNA-Cy3. (a/b.1-3) aumento de 100x, escala 200 

µm, (a.4-6) aumento de 400 x, escala 50 µm 
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Figura 17. Microscopia confocal de secções do caule de plantas de tomateiro MT expostas ao (a.1-3) 

dsRNA ou (b.1-3) dsRNA-cy4 via absorção radicular por 2 d. Seta amarela aponta fluorescência de 

Cy3 no feixe vascular do tomateiro MT. Aumento de 100x, escala 200 µm 

 

Figura 18. Folhas de tomateiro MT exposto ao dsRNA sintético via absorção radicular por 2 d por 

microscopia confocal. Tratamento com (a.1-3) dsRNA ou (b.1-3) dsRNA-Cy3. Aumento de 100x, escala 

200 µm 
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Figura 19. Exposição de raízes de tomateiro MT em solução de dsRNA sintético por 4 d. Tratamento 

com (a.1-6) dsRNA ou (b.1-6) dsRNA-Cy3. (a/b.1-3) aumento de 100x, escala 200 µm (a/b.4-6) 

aumento de 400x, escala 50 µm 

 

  



87 

 

Figura 20. Secção transversal de caules de plantas de tomateiro MT tratadas com dsRNA sintético via 

radicular por 4 d. Exposição ao (a.1-3) dsRNA sintético ou (b.1-3) dsRNA-Cy3. Aumento de 100x, 

escala 200 µm 

 

Figura 21. Suposta translocação de dsRNA em folhas de plantas de tomateiro MT via absorção 

radicular. Tratamento com (a.1-3) dsRNA sintético ou (b.1-3) dsRNA-Cy3. Aumento de 100x, escala 

200 µm.   
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3.4 Conclusão 

Os resultados indicaram que tanto a imersão de folhas quanto a pulverização 

de plantas com dsRNA sintético resultaram em aumento da mortalidade larval e 

redução do dano foliar em tomateiro. Entretanto, a pulverização em plantas, por ser 

um método de aplicação foliar mais próximo da realidade no campo, pode ser 

considerada uma forma mais adequada para estudos de eficiência agronômica de 

biopesticidas à base em dsRNA sintético para o controle da traça-do-tomateiro. 

O dsRNA homólogo ao gene-alvo AK apresentou o melhor desempenho, 

contudo evidências indicam a ausência de efeito sinérgico na mortalidade das larvas 

ao se aplicar dsRNA sintético homólogos ao AK e ATPase ao mesmo tempo. Além 

disso, foi observado o efeito de dose-dependente na mortalidade larval e dano foliar 

em tomateiro da aplicação de dsAK, embora não tenha sido evidenciado para 

dsATPase. Fora isso, a pulverização do dsRNA sintético para o gene-controle GFP 

resultou em mortalidade significativamente maior do que o grupo-controle (água), 

indicando a necessidade de mais investigações sobre os efeitos secundários do RNAi.  

A pulverização foliar de dsRNA sintético homólogos aos genes AK ou ATPase 

em tomateiro MT foi capaz de induzir ao silenciamento gênico em larvas de T. absoluta 

após 4 d de alimentação, mas foi observada a recuperação da expressão gênica aos 

níveis normais após 8 d, o que confirma a necessidade da entrega constante de 

dsRNA sintético às larvas para manter o efeito do silenciamento gênico. 

As imagens de microscopia confocal de escaneamento a laser confirmaram a 

habilidade de penetração foliar em tomateiro MT e ingestão larval de dsRNA sintético, 

atestando a viabilidade da pulverização foliar de dsRNA sintético para controle de uma 

praga agrícola minadora de folhas. 

Por fim, as imagens de microscopia confocal também demonstraram que o 

tomateiro MT é capaz de absorver o dsRNA sintético pelas raízes, possivelmente via 

apoplasto, além de translocar para as folhas, o que poderia ser uma alternativa para 

entrega de dsRNA sintético a T. absoluta. 
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4. dsRNA SINTÉTICO ASSOCIADO A NANOCARREADORES DE ZEÍNA PARA 

CONTROLE DE Tuta absoluta 

 

Resumo 

A tecnologia de RNA de interferência (RNAi) usando dsRNA sintético pode ser uma 

alternativa eficaz e não-transformativa para controlar pragas agrícolas, especialmente 

diante das crescentes preocupações com a resistência dos insetos a inseticidas e 

tecnologias transgênicas baseadas na toxina Cry. No entanto, existem desafios como 

a rápida degradação, baixa absorção celular e alto custo de síntese de dsRNA que 

dificultam o desenvolvimento da tecnologia como um biodefensivo agrícola. Estudos 

indicam que o uso de nanocarreadores para o silenciamento gênico via RNAi poderia 

superar ou contornar essas limitações, sendo viáveis para controle de lepidópteros 

por via oral. Os nanocarreadores de zeína (nZs) são nanomateriais renováveis, de 

baixo custo e toxicidade e com capacidade de proteger e entregar fármacos, genes 

ou biopesticidas a diversos organismos. Há poucos estudos sobre o uso desses 

nanocarreadores para o controle de pragas, e, portanto, foi investigado o potencial de 

entrega de dsRNA usando nZ como estratégia para controlar a traça-do-tomateiro 

(Tuta absoluta) em plantas de tomateiro (Solanum lycopersicum) ‘Micro-Tom’. A 

associação entre nZ e dsRNA homólogo aos genes-alvo arginina kinase (AK) ou 

ATPase vacuolar (ATPase) ou o gene-controle Green Fluorescent Protein (GFP) 

atingiu alta eficiência de encapsulamento para as três sequencias, formando coloides 

estáveis de tamanho médio entre 142 e 185 nm, com índice de polidispersão (PDI) de 

até 2,1, e potencial Zeta entre 14,6 e 16,8 mV. Em ensaio com larvas, a pulverização 

de nZ-dsRNA em plantas de tomateiro não apresentou eficácia de controle da traça-

do-tomateiro quando comparado ao dsRNA não-carreado, embora possa ter 

apresentado um potencial efeito para controle de T. absoluta na fase de ovo. Foi 

demonstrada a habilidade de nZ-dsRNA penetrar nas folhas de MT e foram ingeridos 

por larvas. Também foi demonstrada a capacidade da raiz de MT absorver nZ-dsRNA 

e translocar para folhas. No entanto, um ensaio de toxidez sugeriu um possível efeito 

negativo da absorção radicular de nZ em MT. 

Palavras-chave: dsRNA nanocarreado. Formulação. Nanobiopesticida. Nanomaterial 

polimérico. Nanotoxicologia. 
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Abstract 

The RNA interference (RNAi) technology using synthetic dsRNA can be an effective 

and non-transformative alternative to control agricultural pests, especially in the face 

of growing concerns about insect resistance to insecticides and transgenic 

technologies based on Cry toxin. However, there are challenges such as rapid 

degradation, low cellular absorption, and high synthesis cost of dsRNA that hinder the 

development of the technology as an agricultural biodefense. Studies indicate that the 

use of nanocarriers for gene silencing via RNAi could overcome or circumvent these 

limitations, being viable for controlling lepidopterans orally. Zein nanocarriers (nZs) are 

renewable, low-cost, low-toxicity nanomaterials with the ability to protect and deliver 

drugs, genes, or biopesticides to various organisms. There are few studies on the use 

of these nanocarriers for pest control, and therefore, the potential for dsRNA delivery 

using nZ was investigated as a strategy to control tomato leaf miner (Tuta absoluta) in 

tomato plants (Solanum lycopersicum) 'Micro-Tom'. The association between nZ and 

dsRNA homologous to the target genes arginine kinase (AK) or vacuolar ATPase 

(ATPase) or the control gene Green Fluorescent Protein (GFP) achieved high 

encapsulation efficiency, forming stable colloids with an average size between 142 and 

185 nm, with a polydispersity index (PDI) of up to 2.1, and Zeta potential between 14.6 

and 16.8 mV. In a larval bioassay, the spraying of nZ-dsRNA on tomato plants did not 

show efficacy in controlling tomato leafminer when compared to non-carried dsRNA, 

although it may have shown potential to control T. absoluta in the egg stage. The ability 

of nZ-dsRNA to penetrate MT leaves and be ingested by larvae was confirmed. The 

ability of MT roots to absorb nZ-dsRNA and translocate it to leaves was also 

demonstrated. However, a toxicity assay suggested a possible negative effect of root 

absorption of nZ in MT. 

Keywords: Formulation. Nanobiopesticides. Nanocarried dsRNA. Nanotoxicology. 

Polymeric nanomaterial.  
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4.1 Introdução 

O silenciamento gênico por RNA de interferência (RNAi) é um fenômeno 

altamente conservado em eucariotos e capaz de inibir a expressão de genes a partir 

da entrega de RNAs em dupla-fita (dsRNA) (FIRE et al., 1998; JOGA et al., 2016). A 

tecnologia de RNAi tem sido estudada para aplicação na agricultura, em destaque, 

para o controle de insetos-praga (KUNTE et al., 2020). 

Plantas ou microrganismos transgênicos expressando dsRNA demonstraram 

índices satisfatórios para o controle de insetos (BENTO et al., 2020; MOHAN et al., 

2021; Di LELIO et al., 2022). No entanto, os altos investimentos em pesquisa e 

desenvolvimento, o custoso processo de desregulamentação e a aceitação limitada 

por consumidores dificultam a difusão e comercialização de produtos oriundos da 

tecnologia de RNAi por OGM (KUNTE et al., 2020).  

Paralelamente, abordagens não-transformativa têm sido avaliadas para 

controlar pragas por RNAi por meio do uso de moléculas de dsRNA sintetizado in vitro 

(JOGA et al., 2016). Embora o custo de síntese de dsRNA ainda seja elevado, 

diversas empresas têm investido em tecnologias para redução do custo final a partir 

de novos processos para produção industrial (GUAN et al., 2021).  

A aplicação de dsRNA sintético pode apresentar eficácia no controle de insetos, 

principalmente, coleópteros; no entanto, a baixa persistência no ambiente devido a 

rápida degradação ambiental e a recalcitrância ao RNAi por lepidópteros e dípteros 

limitam o desenvolvimento de biopesticidas à base de dsRNA sintético (KUNTE et al., 

2020). 

Uma alternativa que tem sido explorada para superar algumas das limitações 

do uso de dsRNA sintético é a sua aplicação em associação com nanocarreadores 

(CHRISTIAENS et al., 2020). Essa abordagem poderia aumentar a estabilidade do 

dsRNA no ambiente, protegendo-o da degradação abiótica e por microrganismos, 

elevar a eficiência do controle de lepidópteros por RNAi, impedindo a hidrólise alcalina 

no intestino, além de facilitar a absorção celular, permitindo a redução das doses 

aplicadas (PUGSLEY et al., 2021; JAIN et al., 2022). 

A zeína, uma proteína abundante do endosperma de milho, tem sido  

explorada como um nanocarreador para a entrega de fármacos e agroquímicos 

(PALIWAL; PALAKURTHI, 2014). Devido aos seus mais de 50% de resíduos 

hidrofóbicos, a zeína possui caráter anfipático e pode espontaneamente se  
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estruturar na forma de nano ou microestruturas sob condições específicas, como em 

meio aquoso (EL SHARKAWI et al., 2017). 

Estudos farmacológicos em células humanas sugerem que as 

nanoformulações de fármacos com zeína puderam promover a absorção celular de 

fármacos (DONG et al., 2016; KAMMOUN et al., 2022), além de protegê-los da 

degradação enzimática precoce (NUNES et al., 2020). Estudos toxicológicos em 

células humanas e nematoides comprovaram a segurança da zeína por apresentar 

baixa citotoxicidade, alta biocompatibilidade e biodegradabilidade (MARTÍNEZ-

LÓPEZ et al., 2021; GERMANO-COSTA et al., 2022). Deste modo, os 

nanocarreadores de zeína são apontados como potenciais nanoformulações para a 

entrega de medicamentos ou genes em humanos (CHEN et al., 2022; NUNES et al., 

2020). 

Na agricultura, os estudos de aplicação de nanocarreadores de zeína são 

recentes e pouco frequentes. No entanto, as combinações de nanopartículas de zeína 

com óleos essenciais de plantas (DE OLIVEIRA et al., 2020; MONTEIRO et al., 2021; 

PASCOLI et al, 2020; SARAIVA et al., 2021; STRAMARKOU et al., 2020), ou com 

fitoquímicos (DE OLIVEIRA et al., 2019), foram eficientes no controle de diversas 

espécies de insetos e ácaros, bem como patógenos de peixes (LUIS et al., 2020). 

Além disso, a associação com zeína reduziu a toxicidade de óleos essenciais para 

organismos não-alvo e plantas (DE OLIVEIRA et al., 2020; SARAIVA et al., 2021). 

Embora a zeína tenha uma excelente afinidade como nanocarreador para 

entrega de DNA ou pequenos RNAs (sRNA) para terapias gênicas (CHEN et al., 2022; 

KARTHIKEYAN et al., 2015; REGIER et al., 2012), ainda não há estudos sobre sua 

associação com dsRNA sintético para controlar pragas agrícolas. Nesse contexto, o 

objetivo deste trabalho foi investigar o uso de nanocarreadores de zeína associados 

a dsRNA sintético a para controlar a traça-do-tomateiro por RNAi.  

 

4.2 Materiais e métodos 

4.2.1 Obtenção de nanocarreadores de zeína (nZ) 

Em parceria com o grupo de pesquisa do Prof. Dr. Leonardo Fraceto, do 

Laboratório de Nanotecnologia Ambiental, da UNESP, Campus Sorocaba, foram 

utilizados nanocarreadores à base de zeína para associação ao dsRNA sintético. 
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4.2.2 Associação do dsRNA sintético a nZ (nZ-dsRNA) 

4.2.2.1 Síntese do nZ 

Uma solução de 2% de zeína (p/v) foi preparada diluindo zeína in natura (Sigma 

Aldrich) em solução de 85% (v/v) de etanol overnight. Depois, a solução foi 

centrifugada a 1750 g por 30 min em temperatura ambiente e o sobrenadante foi 

coletado e aquecido em banho-maria a 75°C por 15 min. A solução final de 2% de 

zeína foi filtrada com um filtro de nylon de 0,45 μm e armazenada em temperatura 

ambiente. 

 

Figura 21. Encapsulamento do dsRNA sintético em nanocarreadores de zeína (nZ) (criado com 

Biorender.com) 

A associação entre o dsRNA sintético e o nanocarreador de zeína (nZ) foi 

realizada diluindo as concentrações de dsRNA sintético (25, 50 ou 100 ng/µL) na 

solução de zeína. A solução de zeína e dsRNA foi então adicionada a uma solução 

de 2% de Pluronic™ F-68 (Sigma-Aldrich, San Luis, Missouri, EUA) (v/v), agitada por 

20 min, e reduzida a 2,5 mL sob vácuo utilizando um rota-evaporador (Tecnal, 

Piracicaba, São Paulo, Brasil) à 40 °C (Figura 21). A suspensão nZ-dsRNA foi 

imediatamente usada em ensaios de caracterização e atividade biológica. O mesmo 

processo foi repetido para associação com três moléculas diferentes de dsRNA 

sintético (dsAK, dsATPase e dsGFP). 

4.2.2.2 Caracterização físico-química 

Uma amostra de 50 µL de nZ-dsRNA foi diluída em 950 µL de água DEPC 

inativada e analisada no dispositivo ZetaSizer Nano ZS90 (Malvern Panalytica, 

Malvern, Reino Unido). A análise foi realizada a 25°C e foram medidos três parâmetros 
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físico-químicos do sistema coloidal do nZ-dsRNA: tamanho médio (nm), índice de 

polidispersão (PDI) e potencial zeta (mV). As leituras foram realizadas a 0 h e 24 h em 

triplicatas técnicas. 

4.2.2.3 Caracterização molecular 

A caracterização molecular do nZ-dsRNA sintético foi realizada com o objetivo 

de avaliar a eficiência de encapsulamento das moléculas de dsRNA sintético em nZ e 

a integridade do dsRNA após o encapsulamento. A eficiência de encapsulamento foi 

avaliada pelo ensaio de imobilização por eletroforese em gel de agarose, que separa 

as moléculas de dsRNA sintético não-encapsuladas (que migram pelo gel) das 

moléculas encapsuladas (que ficam imóveis nos poços) (Figura 22). 

 

Figura 22. Ensaio de imobilização de dsRNA nanocarreado em gel de agarose (criado com 

Biorender.com) 

Alíquotas das suspensões do nZ-dsRNA (2.500 ng de dsRNA) foram 

carregadas em um gel de 1,5% agarose em tampão 1x Tris-acetato-EDTA (TAE) e 

coradas com 1% (v/v) de brometo de etídio. Após a corrida eletroforética, o software 

ImageLab foi utilizado para estimar a quantidade de dsRNA não-encapsulado pela 

intensidade da fluorescência das bandas formadas. A quantidade de dsRNA não-

encapsulado foi estimada por comparação com bandas de dsRNA sintético de 

quantidades conhecidas. O ensaio foi realizado com quatro réplicas. 

A eficiência de encapsulamento do dsRNA sintético em nZ foi estimada pela 

seguinte fórmula:  

𝐸𝑓𝑖𝑐𝑖ê𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑒 𝑒𝑛𝑐𝑎𝑝𝑠𝑢𝑙𝑎𝑚𝑒𝑛𝑡𝑜 (%) =  100 −
(𝑞𝑢𝑎𝑛𝑡𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑑𝑒 𝑑𝑠𝑅𝑁𝐴 𝑛ã𝑜−𝑒𝑛𝑐𝑎𝑝𝑠𝑢𝑙𝑎𝑑𝑜 ∗ 100)

𝑞𝑢𝑎𝑛𝑡𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑑𝑒 𝑑𝑠𝑅𝑁𝐴 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑐𝑎𝑟𝑟𝑒𝑔𝑎𝑑𝑜 𝑛𝑜 𝑔𝑒𝑙 𝑑𝑒 𝑎𝑔𝑎𝑟𝑜𝑠𝑒
 

 

Fórmula 1. Cálculo da eficiência de encapsulamento do dsRNA sintético em nanocarreadores de zeína 

(nZ) pelo método de imobilização por eletroforese em gel de agarose 



100 
 

Foram propostas duas formas de liberação dos dsRNA sintéticos das nZ: por 

precipitação alcalina e por degradação com proteinase K. Este experimento foi feito 

para verificar se os métodos propostos são efetivos para liberar o dsRNA sintético das 

nZ e se ele mantém sua integridade após o encapsulamento. A liberação do dsRNA 

sintético das nZ por precipitação alcalina foi realizada pelo ajuste do pH da suspensão 

para 12 pela adição de 0,2 N NaOH. Após, as suspensões ficaram em repouso  

por 45 min em temperatura ambiente. O método de liberação do dsRNA sintético das 

nZ por degradação com proteinase K foi realizado a partir da adição de 250, 500 e 

1000 µg de proteinase K em suspensão do nZ-dsAK em microtubo, com volume final 

igual a 1 mL, a 60°C por 45 min. 

O dsAK - concentração de 50 ng/µL de dsRNA sintético- foi utilizado como 

molécula-modelo para comparação entre as formas de liberação. A avaliação da 

efetividade e da integridade do dsRNA liberado foi feita por eletroforese em de gel de 

1,5% agarose com TAE 1x e 1% (v/v) de brometo de etídio e 2 V cm-1.  

4.2.3 Pulverização do nZ-dsRNA em tomateiro “Micro-Tom” 

Os ensaios de fornecimento de nZ-dsRNA foram implementados pela 

pulverização foliar de plantas MT, visto que esse método apresentou melhor 

desempenho para a entrega dos dsRNA sintéticos anteriormente. O ensaio foi 

realizado pulverizando 2 mL por planta de nZ-dsRNA nas doses de 2, 5, 5, 10 ou 20 

µg dsRNA em plantas "MT" de 40 d após germinação com um aerógrafo a uma 

distância de 25 cm. Nove larvas neonatas de T. absoluta foram inoculadas em cada 

planta (três neonatas por folha e três folhas por planta). Foram incluídos controles 

negativos com água e adjuvante ou apenas nZ, bem como controles positivos com os 

inseticidas comerciais Match® EC (MH) (Syngenta, Basileia, Suíça), do grupo químico 

das benzoiluréias (inibidores da biossíntese de quitina) ou Malation 1000 EC (ML) 

(FMC Corporation, Filadélfia, Pensilvânia, EUA), do grupo dos organofosforados 

(inibidores de acetilcolinesterase), nas doses recomendadas pelos fabricantes. Além 

disso, foram estabelecidos tratamentos com dsRNA sintético para comparar sua 

eficiência com ou sem a presença do nZ. Foram usadas oito réplicas por tratamento, 

totalizando 72 larvas por tratamento. As plantas foram mantidas em estantes com luz 

controlada em uma sala com temperatura, luminosidade e umidade do ar reguladas 

(25 ± 1°C, 14:8h e 60 ± 10%).  
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Dez dias após a aplicação, foram avaliados a mortalidade larval e o dano foliar 

em tomateiros MT, por meio da estimativa da área das lesões a partir de imagens 

fotográficas das folhas analisadas pelo software ImageJ. O peso das larvas 

sobreviventes também foi estimado pelo cálculo da diferença entre o peso de 

microtubos com cinco indivíduos e o peso de microtubos vazios. 

4.2.4 Avaliação do potencial ovicida do nZ-dsRNA 

O efeito ovicida do nZ-dsRNA foi avaliado pela exposição de ovos em plantas 

MT de 45 d pulverizadas com nZ-dsRNA (50 ng/µL de dsRNA) na dose de 20 µg de 

dsRNA (dsAK ou dsGFP). Após secas, 10 ovos de T. absoluta foram colocados na 

superfície foliar de cada planta (cinco ovos por folha, um ovo por folíolo). Plantas foram 

também pulverizadas com nZ ou dsRNA sintético. A avaliação do efeito nos ovos foi 

feita verificando as larvas nas folhas no 6º e 7º dia após a inoculação, visto a 

dificuldade de analisar a sobrevivência do embrião dentro do ovo e que as larvas de 

T. absoluta eclodem no quinto dia após a postura. 

4.2.5 Detecção de nZ-dsRNA por microscopia confocal 

A técnica de detecção utilizada foi microscopia confocal de escaneamento a 

laser C2 (Nikon, Tóquio, Japão). A sonda fluorescente usada foi marcada com 

isotiocianato de fluoresceína (FITC). A zeína in natura marcada com FITC (nZ-FITC) 

foi cedida pelo Prof. Dr. Leonardo Fraceto (UNESP-Sorocaba, SP). A solução de 2% 

nZ-FITC foi preparada a partir da diluição do nZ-FITC e nZ (na proporção 1:19) em 

85% (v/v) etanol com agitação overnight. A solução foi então centrifugada a 1750 g 

por 30 min em temperatura ambiente. O sobrenadante foi coletado e submetido a 

banho-maria a 75°C por 15 min. Por fim, a solução de 2% nZ-FITC teve o pH ajustado 

para 4,0 com adição de 0,2 N HCl e filtrada com filtro de seringa de nylon de 0,45 µm. 

Para encapsulamento do dsRNA sintético em nZ-FITC, foi utilizada a molécula de 

dsAK na concentração de 50 ng/µL de dsRNA seguindo o mesmo procedimento que 

“4.2.2 Síntese do nZ e associação ao dsRNA sintético (nZ-dsRNA)”. 

4.2.5.1 Pulverização em tomateiro “Micro-Tom” 

Plantas de tomateiro MT de 40 d foram pulverizadas com suspensão do nZ-

FITC-dsRNA contendo 20 µg de dsRNA por planta. Um grupo controle de plantas 
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tratadas apenas com nZ-dsAK não-marcado também foi estabelecido. As plantas 

foram infestadas com ovos e larvas de T. absoluta em 1-2° ou 3-4° instar e mantidas 

em condições controladas (14:8h luz artificial, 25 ± 1°C temperatura e 60 ± 10% 

umidade relativa). Cerca de 24 h após a aplicação, folhas sem sinais de dano  

de T. absoluta tiveram pedaços de aproximadamente 1 cm2 seccionados com auxílio 

de um bisturi, que foram utilizados para montagem de lâminas para visualização em 

microscópio confocal. Os ovos foram coletados e também visualizados por 

microscopia confocal. Enquanto isso, uma parte das larvas foi coletada e sacrificada 

por congelamento para visualização em microscópio confocal. O restante das larvas 

foi transferido para microtubos de 1,5 mL para coleta das fezes. Após 2h, as fezes 

depositadas nas paredes dos microtubos foram coletadas e utilizadas para montagem 

de placas que foram também analisadas por microscopia confocal. Ovos, larvas e 

fezes tratadas com nZ-dsAK não-marcado formaram o grupo controle. 

4.2.5.2 Absorção radicular e translocação em tomateiro “Micro-Tom” 

As raízes de plantas de tomateiro MT de duas semanas após germinação em 

substrato foram lavadas e cada planta foi colocada em um tubo plástico de 50 mL com 

15 mL de suspensão do nZ-FITC-dsRNA (dose de 20 µg de dsRNA). Os tubos tiveram 

as tampas furadas para permitir a passagem de ar e foram mantidos em estante de 

luz com condições controladas. Nos dias 2, 4 e 8, as plantas foram seccionadas com 

auxílio de um bisturi e tiveram amostras das raízes, caules, pecíolos e folhas coletadas 

e visualizadas em microscópio confocal (λ igual 495/521 nm). Amostras de plantas 

tratadas com nZ-dsRNA não-marcado foram usadas como grupo-controle. 

Adicionalmente, larvas de T. absoluta foram inoculadas em plantas tratadas com 

 nZ-FITC-dsRNA por oito dias e, após 48 h, foram coletadas e examinadas por 

microscopia confocal. Larvas alimentadas com plantas tratadas com nZ-dsRNA não 

marcado foram usadas como grupo-controle. 

4.2.6 Efeitos do nZ em tomateiro Micro-Tom 

Plantas de tomateiro MT com duas semanas de idade germinadas em uma 

mistura de turfa vegetal e vermiculita (1:1) (substrato) foram lavadas em água-corrente 

para remoção de substrato das raízes e foram feitas medições do comprimento das 

raízes ou das partes aéreas e largura dos caules das plantas. Em seguida, as  
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plantas foram colocadas em tubos de plástico contendo nZ ou caseína nas doses de 

2 ou 4 µg.  Como grupo-controle, plantas foram mantidas em tubos com apenas água 

DEPC inativada. Seis horas após, alíquotas de 200 µL das suspensões do nZ ou 

caseína ou da água foram coletadas de três tubos com plantas aleatórios, a densidade 

óptica das amostras foi mensurada no Nanodrop no comprimento de onda de 600 nm, 

visando avaliar a crescimento de microrganismos. 

Após 12 d, as plantas foram removidas dos tubos e novamente medidas. As 

medidas do comprimento das raízes, partes aéreas e largura dos caules foram 

repetidas após o tratamento com nZ ou caseína. O percentual de aumento das raízes, 

partes aéreas e larguras dos caules foi calculado com base nas diferenças nas 

medidas antes e após o tratamento com nZ ou caseína. Cada tratamento foi realizado 

com 10 réplicas. Foram também coletadas alíquotas de 200 µL das suspensões do 

nZ ou caseína ou da água dos tubos (os mesmos que anteriormente). As amostras 

coletadas foram lidas no Nanodrop no comprimento de onda de 600 nm e a diferença 

entre as amostras de 12 d e as de 6 h (branco) foi utilizada para estimar a quantificação 

de células por meio da densidade óptica.  

4.2.7 Análises estatísticas 

As análises estatísticas foram conduzidas nos softwares R ou GraphPad Prism. 

As análises estatísticas da mortalidade de larvas de T. absoluta foram realizadas por 

ANOVA e testes de Dunnet, a fim de comparar os tratamentos e o grupo-controle 

(água), bem como para comparar os efeitos entre as doses de dsRNA sintético ou de 

nZ-dsRNA e os efeitos entre dsRNA sintético e nZ-dsRNA. 

No experimento de redução do peso larval ou estimativa do dano foliar causado 

pelo ataque de larvas de T. absoluta foi utilizada a análise estatística Kruskal-Wallis e 

testes de Dunn para comparar os tratamentos e o grupo-controle (água), bem como 

para comparar os efeitos entre dsRNA sintético e nZ-dsRNA. 

As análises estatísticas do experimento de eclosão de larvas de T. absoluta 

foram conduzidas por ANOVA e por teste de comparação por Dunnet para comparar 

o tratamento nZ-dsRNA e os demais grupos. 

Por fim, os experimentos de efeitos da exposição do nZ via radicular ou 

absorbância das amostras foram analisados por ANOVA e por teste de comparações 

múltiplas por Tukey. 
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4.3 Resultados e discussão 

4.3.1 Caracterização físico-química e molecular 

As proteínas de sementes desempenham um papel fundamental na nutrição 

humana, especialmente como fonte de aminoácidos essenciais (MCKEVITH, 2004). 

Uma classe de proteínas de reserva tipicamente encontrada em grãos de cereais são 

as prolaminas, que são pouco solúveis em água e melhor solubilizadas em etanol 

devido à sua composição de aminoácidos, sendo ricas em prolina e glutamina 

(SHEWRY et al., 1995). A zeína é um exemplo clássico de prolaminas e é uma classe 

de proteínas exclusivas do milho, que representam uma fração significativa do total 

de proteínas presentes no endosperma do grão (SHUKLA; CHERYAN, 2001). As 

zeínas são compostas por quatro proteínas (α-, β-, γ-, Δ-), sendo que a α-zeína 

corresponde a 70-85% do total de zeína (WILSON, 1991; PADUA; GARDIOLA, 2015) 

(Figura 1, anexos). A α-zeína é formada por duas subunidades de 19 e 22 kDa, ricas 

em aminoácidos apolares, como leucina, alanina e prolina, mas também possui 

aminoácidos polares, como glutamina, serina e asparagina (WILSON, 1991). Assim, 

a zeína apresenta uma característica anfipática, com uma cadeia central de 

aminoácidos hidrofóbicos e cadeias laterais hidrofílicas (WILSON, 1991; PADUA; 

GARDIOLA, 2015) (Figura 2, anexos). 

Estudos indicam que a zeína tem propriedades semelhantes às dos plásticos 

convencionais, como resistência à água e durabilidade (SHUKLA; CHERYAN,  

2001; HAMDANI et al., 2020). Por ser um material renovável e biodegradável,  

a zeína é considerada uma alternativa de baixo custo e sustentável para  

produção de embalagens alimentícias, tintas ou adesivos (ANDERSON; LAMSAL, 

2011). 

Devido à sua insolubilidade em água, a zeína tem a habilidade de formar 

espontaneamente estruturas em escala nanométrica a partir de sua diluição em 

solvente orgânico, seguida da exposição em meio aquoso, método conhecido como 

precipitação por antissolvente (PADUA; GARDIOLA, 2015). Este é um dos métodos 

mais barato e simples para síntese de nanocarreadores de zeína (nZ) e que também 

garante uniformidade e mais baixo tamanho médio dos coloides (DE OLIVEIRA et al., 

2019; LI et al., 2022; PASCOLI et al., 2020). 

Os nZs vêm sendo estudadas para formulação de moléculas, como 

medicamentos, cosméticos e pesticidas, visando a proteção das moléculas  

contra degradação, o aumento da absorção tecidual e celular ou ação prolongada  
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em razão das propriedades de liberação controlada do nZ (NUNES et al., 2020; 

PASCOLI et al., 2020). Além disso, os nZs possuem baixa toxicidade, alta 

biodegradabilidade e biocompatibilidade, sendo considerados materiais  

seguros pela agência americana de vigilância sanitária Food and Drug Administration 

(FDA) (CHEN et al., 2022; MARTÍNEZ-LÓPEZ et al., 2021; GERMANO-COSTA  

et al., 2022). 

Alguns estudos indicaram que nZ têm alta afinidade com ácidos nucleicos, 

incluindo DNA em dupla-fita (dsDNA), DNA plasmidial (pDNA) ou siRNA (REGIER et 

al., 2012; CHEN et al., 2022; KARTHIKEYAN et al., 2015), o que sugere uma 

perspectiva positiva para associação com dsRNA. No entanto, não há informações 

sobre a ligação e estabilidade entre nZ e dsRNA, o que torna essa uma oportunidade 

para estudar o potencial de um nanomaterial sustentável para formulação de dsRNA 

sintético para o controle de uma praga agrícola por RNAi. 

Neste contexto, foram conduzidos ensaios para avaliar a ligação e a 

estabilidade do nZ-dsRNA por meio da determinação do tamanho médio, do índice de 

polidispersão (PDI), do potencial Zeta e da eficiência de encapsulamento  

(EE%), bem como a integridade do dsRNA encapsulado em nZ por meio da 

degradação do nZ-dsRNA por uma protease ou por precipitação alcalina.  

Foram utilizadas concentrações crescentes de dsRNA sintético (25, 50 e 100 ng/µL) 

para encapsulamento em nZ e três moléculas de dsRNA (dsAK, dsATPase ou 

dsGFP). 

A partir da leitura de amostras do nZ-dsRNA no tempo 0 h por meio da técnica 

de espalhamento dinâmico de luz (Dynamic light scattering, DLS) foi observado que o 

aumento da concentração de dsRNA sintético resultou em alterações significativas no 

tamanho médio do nZ-dsRNA (Figura 23). A concentração de 25 ng/µL de dsRNA 

sintético produziu nanoestruturas de 142-172 nm, enquanto a concentração de  

50 ng/µL de dsRNA sintético formou nanoestruturas de 168-185 nm. Por outro lado, a 

concentração de 100 ng/µL de dsRNA sintético (dsAK ou dsATPase) promoveu a 

formação dos maiores coloides, até mesmo extrapolando o limite máximo da escala 

nanométrica (<500 nm) (Figura 23 a). O aumento do tamanho médio do nZ-dsRNA 

conforme o aumento da concentração do dsRNA sintético utilizado para 

encapsulamento pode estar relacionado ao agregamento dos coloides entre si  

(LI et al., 2022). 
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O índice de polidispersão (PDI) das amostras do nZ-dsRNA também foi 

avaliado. O PDI avalia a distribuição do tamanho das partículas em uma amostra e é 

utilizado para avaliar a homogeneidade dos coloides no sistema (DANAEI et al.,  

2018). O PDI varia de 0 a 1, sendo que valores próximos de 0 indicam uma distribuição 

mais homogênea das partículas na amostra (DANAEI et al., 2018). Valores  

ideais de PDI ficam abaixo de 0,2 (DANAEI et al., 2018). Foi observado que as 

amostras do nZ-dsATPase ou nZ-dsGFP apresentaram PDI abaixo de 0,2  

para todas as concentrações de dsRNA sintético testadas (Figura 23b).  

Isso indica que as nanoestruturas nessas amostras apresentam uma distribuição mais 

uniforme. No entanto, no caso do nZ-dsAK, foi observado um aumento do PDI à 

medida que maiores concentrações de dsRNA sintético foram adicionadas na 

formulação, o que indica maior heterogeneidade na distribuição de tamanho dos 

coloides. 

O terceiro parâmetro avaliado foi o potencial Zeta, que mede o potencial 

eletrocinético na zona de cisalhamento (JOUDEH; LINKE, 2022). Essa medição é 

utilizada para estimar a carga elétrica na interface entre o meio e a primeira  

camada de solvatação do coloide (JOUDEH; LINKE, 2022). Ao compararmos o 

potencial Zeta do nZ (sem adição de dsRNA) e nZ-dsRNA, notamos um  

aumento da eletronegatividade à medida que a concentração de dsRNA sintético 

aumenta (Tabela 4; Figura 23c). O aumento da eletronegatividade do  

nZ-dsRNA era esperado devido à carga negativa do dsRNA, como já relatado na 

associação de dsRNA com outros tipos de nanocarreadores poliméricos 

(CHRISTIENS et al., 2018; DHADAPANI et al., 2020; LU et al., 2022).  

Isto é uma evidência que o dsRNA sintético pode se ligar ao nZ por meio de interações 

elétricas (LI et al., 2022). 
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Figura 23. Caracterização físico-química do nZ-dsRNA em 0 h: (a) tamanho médio (nm), (b) Índice de 

Polidispersão (PDI) e (c) potencial Zeta (mV) do nZ-dsRNA. 

Também foi observado que a estabilidade das amostras do nZ-dsAK (100 ng/µL 

de dsRNA sintético) diminuiu ao longo do tempo, com a formação de agregados 

macroscópicos após cerca de 4 h, enquanto as amostras do nZ-dsAK (50 ng/µL de 

dsRNA sintético) permaneceram estáveis (Figura 24). 

 

Figura 24. Formação de agregados a partir do aumento da concentração de dsRNA sintético para 

formulação do nZ-dsAK. Seta vermelha aponta um agregado macroscópico após cerca de 4 horas 

indicando baixa estabilidade e não-uniformidade do nZ-dsAK na concentração de 100 ng/µL. 

As leituras realizadas 24 h após a síntese indicam que nZ-dsRNA nas 

concentrações de 25 ou 50 ng/µL de dsRNA são estáveis, uma vez que não foram 

observadas alterações expressivas nos parâmetros físico-químicos avaliados  
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(Tabela 4). No entanto, na concentração de 100 ng/µL de dsRNA, houve uma forte 

tendência de precipitação do nZ-dsRNA para dsAK ou dsATPase, o que pode explicar 

a queda no tamanho médio das partículas. Nesse caso, o nZ-dsRNA precipitado e 

aderido ao fundo dos tubos impediria a leitura adequada. Além disso, a precipitação 

do nZ-dsRNA nas amostras com maior concentração de dsRNA também pode afetar 

a medição do potencial Zeta, já que a quantidade de dsRNA presente no sobrenadante 

estaria reduzida, resultando em um menor valor de eletronegatividade (Tabela 4). 

 

Tabela 4. Caracterização físico-química (tamanho médio; Índice de Polidispersão (PDI); Potencial Zeta) 

do nZ-dsRNA (sem dsRNA, ou com dsGFP, dsAK ou dsATPase) nos intervalos de 0 e 24 h 

 0 h 24 h 

nZ- 

dsRNA 

dsRNA 

(ng/µL) 

Tamanho 

médio (nm) 
PDI 

Potencial 

Zeta (mV) 

Tamanho 

médio (nm) 
PDI 

Potencial 

Zeta (mV) 

Formação de 

agregados? 

nZ Ø 141,2 ± 1,0 0,17 ± 0,01 29,3 ± 1,7 146,9 ± 1,8 0,16 ± 0,01 32,2 ± 0,1 Não 

dsGFP 

25 172,0 ± 3,8 0,18 ± 0,01 20,9 ± 0,7 180,4 ± 0,8 0,15 ± 0,02 22,6 ± 0,4 Não 

50 176,7 ± 0,2 0,16 ± 0,01 15,7 ± 4,4 182,4 ± 2,0 0,15 ± 0,01 17,3 ± 0,4 Não 

100 183,0 ± 3,1 0,18 ± 0,01 10,6 ± 0,3 185,0 ± 3,8 0,12 ± 0,03 9,4 ± 0,5 Não 

dsAK 

25 152,3 ± 1,2 0,17 ± 0,01 20,4 ± 0,2 155,9 ± 1,6 0,15 ± 0,01 22,5 ± 0,2 Não 

50 185,3 ± 1,3 0,21 ± 0,02 16,8 ± 0,2 188,9 ± 1,1 0,16 ± 0,01 15,0 ± 0,5 Não 

100 600,4 ± 11,0 0,3 ± 0,02 -1,3 ± 0,1 172,1 ± 46,0 0,67 ± 0,12 0,8 ± 0,1 Sim 

dsATPase 

25 146,57 ± 1,5 0,18 ± 0,01 24,5 ± 0,3 146,89 ± 0,2 0,19 ± 0,01 23,6 ± 0,4 Não 

50 168,23 ± 1,9 0,18 ± 0,01 14,6 ± 0,6 215,1 ± 2,5 0,17 ± 0,02 13,1 ± 0,8 Não 

100 443,1 ± 10,7 0,19 ± 0,01 2,3 ± 0,4 176,8 ± 1,15 0,38 ± 0,02 10,1 ± 0,5 Sim 

 

Diversos estudos investigaram a associação de nanocarreadores com dsRNA, 

destacando a influência da matriz química e da funcionalização dos nanomateriais na 

ligação entre nanocarreadores e os ácidos nucleicos (DAS et al., 2015; 

GONZÁLEZ‑GRANDÍO et al., 2021; MENDES et al., 2022). Frequentemente, 

nanomateriais passam por um processo de funcionalização, isto é, adição de grupos 

(âncoras) catiônicas na superfície do nanocarreador que permite as interações 

eletrostáticas com dsRNA (YIU et al., 2013). Contudo, foi demonstrado que muitos  
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dos compostos utilizados como âncoras podem apresentar toxidez, como a 

polietilenoimina (PEI) (GONZÁLEZ‑GRANDÍO et al., 2021).  

Um nanomaterial polimérico muito utilizado para associação com dsRNA são 

os nanocarreadores de quitosana, um polissacarídeo produzido a partir da 

desacetilação da quitina e que pode se associar diretamente (sem uso de âncoras) ao 

dsRNA (PUSGLEY et al., 2021). As moléculas de quitosana apresentam cadeias 

laterais catiônicas que interagem eletrostaticamente com os agrupamentos fosfato dos 

nucleotídeos, atingindo excelente eficiência de encapsulamento do dsRNA 

(PUSGLEY et al., 2021; WANG et al., 2023). 

Em nosso estudo, não foi possível investigar a ligação entre nZ e o dsRNA em 

detalhes, o que limita as suposições sobre o mecanismo de ligação entre os 

componentes. Contudo, é provável que o dsRNA se ligue ao nZ por meio de interações 

elétricas, como forças de atração e repulsão entre as moléculas (LI et al., 2022).  

Essas interações poderiam ocorrer entre aminoácidos positivamente carregados 

presentes na zeína e o dsRNA (PADUA; GARDIOLA, 2015). Além disso, poderiam 

haver interações dipolo-dipolo entre o exterior do dsRNA e as cadeias laterais 

hidrofílicas do nZ (REGIER et al., 2012). Também poderia ocorrer a formação de 

pontes de hidrogênio entre os átomos de oxigênio dos grupos fosfato do dsRNA e 

átomos de hidrogênio de hidroxilas das cadeias laterais do nZ (LIU et al., 2022; 

MELZAK et al., 1996). 

A eficiência de encapsulamento (EE%) é uma medida indireta que avalia a 

quantidade de dsRNA associado à zeína (nZ) em relação à quantidade total de dsRNA 

utilizado no processo de encapsulamento. Essa medida é calculada pela diferença 

entre a quantidade inicial de dsRNA utilizada e a quantidade de dsRNA que 

permaneceu livre no meio, após o processo de encapsulamento. O termo 

"encapsulamento" é utilizado para descrever a associação do dsRNA à zeína (nZ), e 

não necessariamente significa que o dsRNA está contido ou em uma estrutura 

fechada (nanocápsula), uma vez que não foi possível avaliar a morfologia do  

nZ-dsRNA em nosso estudo. 

O ensaio de imobilização por eletroforese em gel de agarose foi escolhido para 

avaliar a EE%, pois permite separar o dsRNA encapsulado do não-encapsulado.  

O gel de agarose é uma matriz porosa que possibilita que somente o dsRNA  

não-encapsulado migre em direção ao polo positivo do campo elétrico,  

enquanto o dsRNA encapsulado permanece imóvel no poço (JAIN et al., 2022).  
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Dessa forma, a quantidade de dsRNA encapsulado pode ser quantificada por meio da 

diferença entre a quantidade total de dsRNA utilizada e a quantidade de dsRNA  

não-encapsulado, utilizando-se uma curva padrão formada por bandas de dsRNA com 

quantidades conhecidas. 

 

Figura 25. Ensaio de imobilização por eletroforese em gel de 1,5% agarose e TAE 1x para (a) dsGFP 

(b) dsAK e (c) dsATPase (1- padrão molecular 100 pb, formulação do nZ-dsRNA a partir de 2- 25, 3- 

50, 4- 100 ng/µL de dsRNA sintético, 5- nZ, 6- dsRNA sintético) e (d) eficiência de encapsulamento (EE 

(%)) de dsRNA em nZ 

A eficiência de encapsulamento (EE%) aumentou conforme o aumento da à 

concentração de dsRNA sintético na formulação com nZ (Figura 25). Os valores 

máximos de EE% foram de 88,1%, 94,3% e 96,7% para dsGFP, dsAK e dsATPase, 

respectivamente, na maior concentração de dsRNA sintético testada (100 ng/µL). Uma 

possível explicação para a diferença nos valores de EE% entre as sequências de 

dsRNA pode estar relacionada ao conteúdo G-C. As sequências de dsAK e 

dsATPase, que possuem conteúdos G-C similares (∼50%), apresentaram, na maior 

concentração testada, valores de EE% próximos. Por outro lado, dsGFP, que possui 

um conteúdo G-C menor (∼30%), exibiu uma menor eficiência de encapsulamento em 

comparação às outras sequências. 

Portanto, aparentemente a associação entre nZ e dsRNA foi influenciada pela 

concentração inicial e a sequência de dsRNA. Em relação à concentração, é mais 

comum que o dsRNA seja mais encapsulado em nanocarreadores quando 

adicionadas menores concentrações de dsRNA (ou maiores concentrações do 
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nanocarreador) (JAIN et al., 2022; WANG et al., 2023). Isso ocorre porque haveria 

uma maior proporção de nanocarreadores em relação ao dsRNA, o que aumenta a 

probabilidade de interação entre as moléculas (CHRISTIENS et al., 2020).  

Por outro lado, estudos sobre o encapsulamento de diferentes compostos em 

nanocarreadores, incluindo nZ, indicam que o aumento da concentração inicial da 

molécula de interesse pode aumentar a interação com o nanocarreador (HOU et al., 

2015; LI et al., 2022; WANG et al., 2013). Em particular, foi observado que 

concentrações mais altas de um fármaco permitiram uma maior associação aos 

nanocarreadores à base de quitosana e um mineral, mas somente até um certo ponto, 

quando ocorreu a saturação dos coloides (HOU et al., 2015). De maneira semelhante, 

os maiores índices de encapsulamento de um flavorizante em nZ foram obtidos a partir 

das maiores concentrações do flavorizante (WANG et al., 2013). Um estudo sobre o 

encapsulamento da rutina (vitamina P) em nZ também obteve resultados 

semelhantes, sugerindo que o aumento do encapsulamento da rutina seja pela 

interação entre os nZs (LI et al., 2022). Com base nessas evidências, uma hipótese 

seria que a interação entre os coloides do nZ poderia promover a formação de uma 

"rede" de dsRNA sintético, permitindo que mais moléculas de dsRNA sintético 

ficassem “presas” entre os coloides (Figura 26). 

 

Figura 26. Modelo hipotético da formação do nZ-dsRNA (criado com Biorender.com) 

Além da afinidade, é importante verificar se a integridade do dsRNA submetido 

ao encapsulamento em nZ permaneceu inalterada (GALLARATE et al., 2011; ZELIKIN 
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et al., 2007). Foram testados dois métodos in vitro para liberar o dsRNA do nZ-dsRNA 

a fim de verificar a integridade de dsRNA após encapsulamento: por precipitação 

alcalina (Figura 27 b) ou digestão por proteinase K (Figura 27 c). Ambas as formas 

foram capazes de induzir a liberação do dsRNA do nZ; contudo, a precipitação alcalina 

(pH igual a 12) promoveu a degradação de parte do dsRNA como esperado, de modo 

que impediu a avaliação integridade do ácido nucleico, uma vez que o dsRNA tende 

a sofrer hidrólise em pH alcalino (Figura 27 a). Por outro lado, a digestão do nZ-dsRNA 

por proteinase K (dose de 1.000 µg) foi capaz de liberar o dsRNA do nZ de modo que 

não influenciasse na integridade do dsRNA sintético (Figura 27 a). A proteinase K é 

uma protease de amplo espectro e é utilizada para extração de ácidos nucleicos com 

alto grau de pureza (ZYBAILOV et al., 2007). Deste modo, era sabido que, em 

condições normais, a proteinase K não deveria afetar a integridade de dsRNA. Assim, 

foi possível verificar que o dsRNA sintético aparentemente não sofreu degradação 

visível durante o processo de encapsulamento, o que é imprescindível para o 

desenvolvimento de um sistema eficiente de entrega de dsRNA sintético. 

 

Figura 27. Integridade do dsRNA após formulação em nZ. (A) Imagem de gel de 1,5% agarose em 1X 

TAE : canaleta M- padrão 100 pb; 1 – nZ; 2 – nZ-dsRNA; 3 – nZ em pH 12; 4 – nZ-dsRNA em pH 12; 5 

– nZ e proteinase K; 6 – nZ-dsRNA e proteinase K); (B) efeito de nZ-dsRNA sob vários pH (1 – pH 5; 2 

– pH 6; 3 – pH 12); seta vermelha aponta formação de precipitado quando pH da suspenção foi ajustado 

para 12,0; (C) digestão de nZ-dsRNA por proteinase K (1 – 0; 2 – 250 µg; 3 – 500 µg ou 4 – 1000 µg 

de proteinase K) 
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4.3.3 Controle de T. absoluta por nZ-dsRNA 

4.3.3.1 Efeitos em larvas 

O controle da traça-do-tomateiro é um desafio para agricultura mundial, uma 

vez que a praga tem se espalhado pelo planeta e tem potencial de destruir 

significativamente as plantações de tomate (DESNEUX et al., 2021). Nesse sentido, 

a utilização de nanopesticidas tem sido explorada como uma alternativa para 

aumentar a eficácia de moléculas pesticidas no controle da praga na fase larval 

(CHERIF et al., 2021; SALAZAR et al., 2022; WANG et al., 2023).  

A formulação de um inseticida comercial com nanopolímeros de poli(D,L-

lactídeo) apresentou uma concentração letal média (CL50) menor e uma taxa de 

mortalidade mais alta das larvas de T. absoluta em ensaios em laboratório que a 

versão não-formulada, mas não houve diferença estatisticamente significativa em 

ensaios em campo (CHERIF et al., 2021).  

Além de inseticidas sintéticos, nanocarreadores têm sido utilizados com 

sucesso para formulação de biopesticidas contra T. absoluta (SALAZAR et al., 2022). 

A ingestão de folhas tratadas com óleos essenciais de Citrus spp. nanocarreados por 

polietilenoglicol (PEG) causou maior mortalidade em larvas que os tratamentos não-

formulados (CAMPOLO et al., 2017). Além disso, os óleos essenciais de Laureliopsis 

philippiana formulados em nanoemulsões promoveram um aumento significativo do 

controle do inseto, com uma taxa de mortalidade de até 75%, em comparação com 

apenas 27% na versão não-carreada (SALAZAR et al., 2022).  

Recentemente, tem sido utilizado o dsRNA associado a nanocarreadores para 

silenciar genes-alvo em larvas da traça-do-tomateiro (WANG et al., 2023). Dentre os 

nanocarreadores utilizados, destaca-se a quitosana e o Star polycation (SPc) (WANG 

et al., 2023). Este último é um polímero ramificado, composto por diversas cadeias 

catiônicas que irradiam de um núcleo central (YAN et al., 2022). Tanto o dsRNA 

nanocarreado por quitosana quanto o dsRNA nanocarreado pelo SPc induziram o 

silenciamento do gene-alvo nas larvas, bem como reduziram a sobrevivência de 

pupas e adultos (WANG et al., 2023). 

Uma vez que os dados da caracterização do nZ-dsRNA confirmaram a ligação 

e estabilidade do dsRNA sintético e nZ, bem como a integridade do dsRNA após o 

encapsulamento, foi realizada uma avaliação da eficácia do nZ-dsRNA no controle de 

larvas da traça-do-tomateiro, comparando-o com o dsRNA não-carreado. Para o 

ensaio de eficácia, escolheu-se a concentração de 50 ng/µL de dsRNA sintético para 
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formulação com nZ, devido à sua estabilidade e eficiência de encapsulamento mais 

elevada em comparação às outras concentrações de dsRNA sintético estáveis 

testadas (Tabela 4). A aplicação foliar do nZ-dsRNA em tomateiro MT foi realizada por 

meio de pulverização com equipamento de alta pressão. Após 10 dias, tanto as larvas 

quanto as plantas foram avaliadas. 

A entrega do nZ-dsRNA por pulverização às larvas da traça-do-tomateiro 

provocou mortalidade larval de T. absoluta em maior proporção apenas na maior dose 

de nZ-dsAK (cerca de 30% de mortalidade) (Figura 28 a). Por outro lado, o dsAK  

não-carreado (sem nZ) causou mortalidade significativamente maior que o grupo 

controle (água) para as quatro doses testadas de dsRNA sintético, com efeito dose-

dependente, atingindo até 73% na maior dose de dsRNA sintético (20 µg/planta) 

(Figura 28 a, 28 b). Enquanto nenhum tratamento de pulverização com nZ-dsATPase 

causou mortalidade das larvas estatisticamente maior que o grupo-controle, o 

dsATPase apresentou mortalidade larval superior ao grupo-controle apenas na maior 

e na menor dose, aparentemente sem efeito dose-dependente (Figura 28a, 28c). Não 

foi constatado efeito dose-dependente em nenhum tratamento com nZ-dsRNA (Figura 

28e-28g). É possível observar diferenças estatísticas entre todas as doses iguais de 

dsAK e nZ-dsAK, enquanto que para dsATPase e nZ-dsATPase essa diferença 

estatística só é notada na menor dose (Figura 28h, 28i). 

Com relação ao gene-controle, foi observado que o dsGFP apresentou uma 

mortalidade larval significativamente maior em comparação ao grupo-controle, 

enquanto que o nZ-dsGFP não foi capaz de causar o mesmo efeito (Figura 28a). 

Ambos os tratamentos não apresentaram um efeito dose-dependente, porém, ao 

compararmos a mortalidade das larvas entre as mesmas doses dos tratamentos, foi 

observado que as doses intermediárias de dsGFP causaram taxas de mortalidade 

estatisticamente maiores do que as de nZ-dsGFP (Figura 28d, 28g, 28j). É importante 

destacar que a alta mortalidade larval resultante da exposição ao dsRNA sintético não-

homólogo a genes de insetos pode estar relacionada a fenômenos hipotéticos de 

sobreposição das vias de regulação gênica mediadas por RNAs ou de saturação da 

maquinaria central de RNAi (COOPER et al., 2019). Esses fenômenos podem levar a 

uma regulação descontrolada da expressão gênica, afetando os componentes de 

diferentes sistemas biológicos, como o imunológico e o hormonal, além de influenciar 

negativamente o controle da expressão de elementos genéticos móveis presentes no 

genoma do inseto (KUNTE et al., 2020). 
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Figura 28. Mortalidade de larvas de T. absoluta após 10 d de alimentação com plantas de tomateiro 

MT pulverizado com dsRNA sintético ou nZ-dsRNA. MH: Match EC, ML: Malation 1000 (a) comparação 

estatística entre tratamentos nZ, AK, ATPase, GFP, nZ-AK, nZ-ATPase, nZ-GFP, MH ou ML e grupo-

controle (água); comparação entre doses de (b) dsAK, (c) dsATPase, (d)  dsGFP; (e) nZ-AK, (f) nZ-

ATPase (g) nZ-GFP; e comparação dos efeitos entre (h) dsAK e nZ-AK, (i) dsATPase e nZ-ATPase e 

(g) dsGFP e nZ-GFP (n = 8; análise estatística por ANOVA e testes de Dunnet; * < p = 0,5; ** < p = 0,1; 

*** < p = 0,05; **** < p = 0,01; ns = não significativo) 

Para avaliar possíveis alterações fenotípicas nas larvas de T. absoluta 

causadas pela alimentação com plantas MT pulverizadas com dsRNA sintético ou  

nZ-dsRNA, foi examinado o peso médio das larvas sobreviventes. A alimentação com 

dsAK e o inseticida comercial MH foram capazes de reduzir o peso médio das larvas 

em comparação com o grupo controle (água) (Figura 29a). Por outro lado, o dsATPase 
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não apresentou efeito sobre o peso fresco das larvas, enquanto a dose de 5 µg de 

dsGFP induziu um efeito redutor no peso larval (Figura 29a). Quanto aos tratamentos 

com nZ-dsRNA, os resultados foram inconclusivos, uma vez que a menor dose do  

nZ-dsAK (2,5 µg de dsRNA) e as duas menores doses do nZ-dsATPase (2,5 ou 5 µg 

de dsRNA) reduziram significativamente o peso médio das larvas, enquanto nenhum 

tratamento com nZ-dsGFP causou um efeito semelhante (Figura 29a). 

 

Figura 29. Média do peso de larvas de T. absoluta sobreviventes após ingestão de plantas de tomateiro 

MT tratado com dsRNA sintético ou nZ-dsRNA. (a) comparação estatística entre tratamentos nZ, AK, 

ATP, GFP, nZ-AK, nZ-ATP, nZ-GFP ou MH e grupo-controle (água); comparação entre doses de (b) 

dsAK, (c) dsATP, (d)  dsGFP; (e) nZ-AK, (f) nZ-ATPase (g) nZ-GFP; e comparação dos efeitos entre 

(h) dsAK e nZ-AK, (i) dsATPase e nZ-ATPase e (g) dsGFP e nZ-GFP (n = 3-11; análise estatística por 

Kruskal-Wallis e teste de Dunn; * < p = 0,5; ** < p = 0,1; *** < p = 0,05; ns = não significativo) 
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As imagens fotográficas das larvas após 10 dias de alimentação com plantas 

de tomateiro pulverizadas com dsRNA sintético ou nZ-dsRNA, reforçam os dados 

obtidos a partir do peso (Figura 30). As larvas expostas ao dsAK apresentaram-se 

raquíticas, com alguns indivíduos exibindo coloração esbranquiçada, possivelmente 

devido à incapacidade de se alimentarem das folhas. Já para os tratamentos com 

dsATPase, não foram observados sinais de raquitismo semelhantes ao tratamento 

com dsAK. Além disso, não foram identificadas alterações fenotípicas nas larvas 

submetidas ao nZ-dsRNA (dsAK ou dsATPase). 

 

Figura 30. Larvas de T. absoluta de 10 d alimentadas com plantas de tomateiro MT pulverizadas com 

dsRNA sintético ou nZ-dsRNA nas doses de 20 ou 10 µg de dsRNA homólogos aos genes AK, ATPase 

ou GFP, além do grupo-controle (água), nZ ou Match EC (MH). Aumento de 10 x, escala 20 mm. 

Após avaliarmos o dano foliar causado pelas larvas de T. absoluta em tomateiro 

MT pulverizado com dsRNA ou nZ-dsRNA por 10 dias, observamos que os 

tratamentos com nZ-dsAK ou nZ-dsATPase não resultaram em redução do dano foliar 

(Figura 31a). Por outro lado, verificamos que a utilização de dsRNA sintético dsAK 
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nas doses de 10 ou 20 µg ou dsATPase na dose de 20 µg, assim como o inseticida 

comercial MH, causou redução estatisticamente significativa do dano foliar, em 

comparação com o grupo-controle (água) (Figura 31a). A média do dano foliar nos 

tratamentos com dsAK ou dsATPase foi de cerca de 0,3 cm2 e 0,9 cm2, 

respectivamente, enquanto que no grupo-controle foi de 1,25 cm2, ou seja, houve 

redução de cerca de 30 a 75% no dano foliar.  

Ao compararmos os tratamentos dsRNA e nZ-dsRNA, notamos que ambas as 

doses de dsAK ou apenas a maior dose de dsATPase foram mais eficazes na redução 

do dano foliar do que os tratamentos nanocarreado nZ-dsAK ou nZ-dsATPase (Figura 

31b, 31c). Adicionalmente, a aplicação de dsGFP ou nZ-dsGFP nas plantas não 

causou redução no dano foliar médio, em comparação com o grupo-controle, e os 

tratamentos dsGFP e nZ-dsGFP não diferiram entre si (Figura 31d, 31g). 

 

Figura 31. Dano foliar causado pelo ataque de larvas de T. absoluta em tomateiros MT pulverizados 

com dsRNA sintético ou nZ-dsRNA (a) comparação estatística entre tratamentos nZ, AK, ATP, GFP, 

nZ-AK, nZ-ATP, nZ-GFP ou MH e grupo-controle (água); comparação entre tratamentos e grupo-

controle (água) e comparação entre (b) dsAK e nZ-AK, (c) dsATPase e nZ-ATPase e (d) dsGFP e nZ-

GFP (n = 40-62); análise estatística por Kruskal-Wallis e testes de Dunn; * < p = 0,5; ** < p = 0,1; *** < 

p = 0,05; **** < p = 0,01; ns = não significativo) 
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As imagens das folhas do tomateiro MT confirmam a eficácia do tratamento 

com dsAK na dose de 20 µg na redução do dano foliar causado por T. absoluta e a 

ineficiência do nZ-dsRNA (Figura 32a). Além disso, foi observado um número 

considerável de pequenas larvas mortas dentro dos danos nas folhas dos tratamentos 

com 20 µg de dsAK (Figura 32b). 

 

Figura 32. (A) Dano foliar causado por larvas de T. absoluta em tomateiro MT pulverizado com dsRNA 

sintético ou nZ-dsRNA após 10 dias; (B) setas vermelhas indicam larvas de T. absoluta mortas em 

folhas de tomateiro MT pulverizados com 20 µg de dsRNA sintético homólogo ao gene AK, aumento 

de 20 até 50 x 

Com base na análise dos dados de mortalidade e peso larval, bem como no 

dano foliar no tomateiro, fica evidente que o uso de nZ-dsRNA não foi eficaz no 

controle das larvas de T. absoluta, enquanto que o uso de dsRNA sintético (não-

carreado), especialmente dsAK, foi eficaz e equivalente a um inseticida comercial. 

Para o controle de insetos por dsRNA sintético associado a nanocarreadores, 

os relatos de ausência ou piora do efeito no controle de insetos pelo uso de dsRNA 

nanocarreado são mais escassos. Um estudo explorou o uso de dsRNA sintético 
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associado a três nanocarreadores em controlar A. aegypt (DAS et al., 2015). Enquanto 

que a entrega de dsRNA associado a pontos quânticos de carbono (CQD) ou 

nanocarreadores de quitosana provocou a redução dos transcritos do gene-alvo e a 

mortalidade de larvas, a entrega de dsRNA associado a nanopartículas de óxido de 

sílica não causou redução significativa do nível de mRNA do gene-alvo nem provocou 

a mortalidade de larvas (DAS et al., 2015).  

Mais recentemente, foi investigado o controle de B. tabaci pela aplicação foliar 

de dsRNA sintético associado ao BioClay®, um nanocarreador de dupla-camada de 

argila (JAIN et al., 2022). Dos quatros genes-alvos testados, três foram capazes de 

reduzir significativamente o nível de transcritos de seus respectivos genes-alvo tanto 

na forma carreada quanto na forma não-carreada (JAIN et al., 2022). Contudo, foi 

constatado que o dsRNA homólogo ao gene zinc finger protein (zfp), envolvido nos 

processos de digestão em insetos, só ocasionou silenciamento do gene-alvo na forma 

não-carreada (JAIN et a., 2022). Enquanto o BioClay® demonstrou eficácia variável 

no controle de B. tabaci, supostamente dependente do gene-alvo escolhido para 

silenciamento, a desestabilização do dsRNA durante o processo de encapsulamento 

em nanocarreadores de zeína pode ter sido a causa da ineficácia do nZ-dsRNA no 

controle da traça-do-tomateiro.  

A precipitação por antissolvente é um método comum para a preparação de nZ 

e já foi utilizada com sucesso para encapsulamento de óleos essenciais com potencial 

inseticida (DE OLIVEIRA et al., 2020; MONTEIRO et al., 2021; PASCOLI et al, 2020). 

Esse método é baseado na diferença de solubilidade da zeína em solução orgânica e 

aquosa, o que leva à formação de nanocarreadores (LI et al., 2022). A natureza 

anfipática da zeína permite que ela seja dissolvida em um solvente orgânico, como o 

etanol, e quando exposta a uma solução aquosa, se autoestruture em coloides 

nanométricos (LIU et al., 2023). 

Para encapsulamento do dsRNA sintético pelo método de precipitação por 

antissolvente, a zeína foi diluída em etanol e, em seguida, o dsRNA sintético foi 

adicionado à solução de zeína. Depois disso, a solução zeína-dsRNA foi exposta a 

uma solução aquosa de Pluronic™ F-68 para precipitação e formação de nZ-dsRNA. 

Por meio do método de precipitação por antissolvente obtivemos alta eficiência de 

encapsulamento do dsRNA sintético em nZ, além de que, quando nZ-dsRNA foi 

digerido por uma protease, dsRNA se manteve aparentemente integro pós-

encapsulamento (Figura 27). Contudo, a adição do dsRNA na solução de zeína diluída 
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em etanol pode ter afetado propriedades físico-químicas do dsRNA, como a 

solubilidade, a carga elétrica, bem como as interações hidrofóbicas e hidrofílicas 

responsáveis pela estabilidade da estrutura secundária do RNA (NAKANO; 

SUGIMOTO, 2016). Quando essas propriedades foram alteradas, pode ter ocorrido a 

desestabilização ou desnaturação do dsRNA, resultando na perda de sua função 

biológica e, consequentemente, incapacidade de nZ-dsRNA de causar silenciamento 

gênico em larvas de T. absoluta. 

Embora existam outros métodos para síntese de nZ, como dispersão líquido-

líquido ou diálise, esses métodos também envolvem a diluição da zeína em solvente 

orgânico (LIU et al., 2023). Há, ainda, um método de preparação de nZ pela exposição 

da zeína em solução alcalina, denominado “método impulsionado por pH” (pH-driven 

method), contudo também não seria adequado porque o pH alto promoveria a 

degradação do dsRNA (LIU et al., 2023). 

Uma outra hipótese que poderia explicar a piora do controle da traça-do-

tomateiro pela entrega de dsRNA sintético associado a nZ é a capacidade limitada de 

penetração foliar e ingestão pelas larvas do nZ-dsRNA. Os hábitos alimentares dos 

insetos-praga são diversos e a aplicação foliar do dsRNA nanocarreado nem sempre 

poderia ser adequada (CAGLIARI et al., 2018). Para os insetos mastigadores de 

folhas, que se alimentam das folhas por completo, a aplicação foliar de um dsRNA 

nanocarreado não seria um fator limitante (CAGLIARI et al., 2018; HOANG et al., 

2022). Por outro lado, para os insetos que consomem apenas os tecidos internos da 

folha, como as larvas da traça-do-tomateiro, o dsRNA nanocarreado deve ser capaz 

de penetrar a folha, caso o contrário, o dsRNA não seria ingerido (KUNTE et al., 2020; 

MAJIDIANI et al., 2019). Deste modo, a eficácia de controle das larvas de T. absoluta 

pela aplicação foliar de dsRNA nanocarreado é fortemente dependente da habilidade 

do coloide em penetrar a folha e estar disponível no mesófilo para ingestão pelas 

larvas.  

Previamente demonstramos que o dsRNA sintético marcado com sonda 

fluorescente Cy3 (dsRNA-Cy3) foi capaz de penetrar a folha do tomateiro MT e ser 

ingerido pelas larvas de T. absoluta (Capítulo 2, pag. 83, Figura 15). Contudo, as 

propriedades físico-químicas do sistema coloidal formado por nZ e dsRNA, como 

carga elétrica positiva (14-16 mV) e tamanho médio de 168-185 nm, poderiam 

influenciar a penetração foliar, de modo que o dsRNA estaria limitado a superfície 

foliar e indisponível para ingestão pelas larvas. 
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Uma outra possível explicação para a redução no efeito do controle de  

T. absoluta pela aplicação do nZ-dsRNA estaria relacionada a habilidade de nZ em 

modular a expressão de genes de defesa no tomateiro MT (NARASIMHAMURTHY et 

al., 2022), o que poderia ter levado à degradação mais rápida do nZ-dsRNA pela 

planta, reduzindo a oferta de dsRNA disponível para o inseto. No entanto, atualmente, 

há poucas informações disponíveis sobre os efeitos do nZ na expressão gênica de 

plantas. Evidências indicaram que alguns nanomateriais podem modular a defesa das 

plantas, especialmente contra patógenos (PINSINO et al., 2020). Nanopartículas de 

óxido de titânio, nanopartículas de prata e nanotubos de carbono (CNTs) afetaram 

negativamente a expressão de genes de defesa contra patógenos em A. thaliana, a 

ponto de promover a infecção bacteriana nas plantas (GARCÍA-SANCHES et al., 

2015). Por outro lado, nanocarreadores de quitosana ou nanopartículas de cobre 

induziram positivamente a síntese de enzimas e metabólitos secundários envolvidos 

na resistência de plantas contra fitopatógenos (CHANDRA et al., 2015; MOHAMED, 

2019; SIDDAIAH et al., 2018). Além disso, nanopartículas de ouro foram capazes de 

induzir a expressão de microRNAs envolvidos na regulação do crescimento de A. 

thaliana (KUMAR et al., 2013).  

A partir disso, a exposição do nZ às plantas de tomateiro poderia ter promovido 

a síntese de enzimas capazes de degradar o nZ-dsRNA mais rapidamente, quando 

comparado ao dsRNA não-carreado. No entanto, não está claro se o nZ é capaz de 

alterar a expressão gênicas de plantas, sendo necessários mais estudos para 

investigar essa possibilidade.  

A ineficiência do nZ-dsRNA em controlar a traça-do-tomateiro também pode ser 

atribuída às propriedades físico-químicas do nZ, que afetaram a liberação do dsRNA 

do nZ após a ingestão pelo inseto, bem como sua estabilidade no intestino das larvas. 

Nanocarreadores podem apresentar propriedades de liberação estímulo-responsivas, 

ou seja, liberar a molécula carreada sob determinadas condições (CAMARA et al., 

2019). Os principais fatores que determinam quais propriedades de liberação um 

nanocarreador terá são a composição, proporção e tipos de interação entre a matriz, 

molécula carreada e aditivos (LEE; YEO, 2016). Comumente, nanocarreadores são 

projetados para serem responsivos à degradação enzimática, às mudanças de pH, 

temperatura ou salinidade, às interações com campos elétricos ou à oxidação 

(CAMARA et al., 2019). 
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Embora as propriedades de liberação do nZ sejam pouco avaliadas, estudos 

anteriores demonstraram que enzimas do suco intestinal ou tripsina de Spodoptera 

frugiperda foi capaz de promover a liberação in vitro de óleos essenciais encapsulados 

em nZ (MONTEIRO et al., 2021). Uma ausência pressuposta ou baixa expressão de 

homólogos de tripsina pelas células do intestino de T. absoluta poderiam justificar a 

ineficácia da liberação do dsRNA do nZ. Contudo, a tripsina é uma das principais e 

altamente conservadas proteases do suco intestinal dos insetos (HEMMATI; 

MEHRABADI, et al., 2020), sendo já investigado o papel da tripsina na degradação de 

proteínas em T. absoluta (HAMZA et al., 2018; LAZAREVIĆ; JANKOVIĆ-TOMANIĆ, 

et al., 2015). Portanto, seria improvável que a ineficiência na liberação do dsRNA do 

nZ seja devido à ineficiência de homólogos à tripsina nas larvas da traça-do-tomateiro. 

Outro fator importante a ser considerado na liberação de moléculas 

nanocarreadas é o pH (CAMARA et al., 2019). Zhong et al. (2022) relataram que um 

vermífugo encapsulado em nZ e sílica teve a liberação estimulada em pH alcalino  

(pH = 9,0). Esse fenômeno pode ser explicado pela tendência do nZ em se tornar 

eletricamente negativo em pH alcalino (SPASOJEVIĆ et al., 2020), resultando na 

repulsão entre o nZ e o vermífugo de carga negativa, promovendo a liberação 

(ZHONG et al., 2022). Com base nisso, nossos resultados apresentariam uma 

contradição, já que o nZ-dsRNA, quando ingerido pelas larvas, seria exposto ao suco 

intestinal alcalino, o que promoveria a liberação do dsRNA do nZ por repulsão elétrica 

(ZHONG et al., 2022). Por outro lado, a estabilidade do nZ é fortemente influenciada 

pelo pH, sendo que em pH acima de 6,0 o nZ tendem a precipitar (ABDELSALAM et 

al., 2021; LI et al., 2021). Isso ocorre porque o ponto isoelétrico da zeína é 6,2 e, em 

pH alcalino, é alterado a carga elétrica dos aminoácidos, bem como são promovidas 

reações de desaminação de glutaminas e asparaginas da α-zeína (ABDELSALAM et 

al., 2021). 

O pH do intestino médio das larvas de lepidópteras varia entre 9 e 11 (KUNTE 

et al., 2020), o que poderia promover a precipitação e formação de agregados do  

nZ-dsRNA no intestino das larvas de T. absoluta (LI et al., 2022). Esses agregados, 

devido ao seu tamanho maior, poderiam dificultar a sua digestão pelas enzimas 

presentes no intestino, bem como a passagem pela membrana peritrófica e absorção 

pelas células, impedindo a indução do fenômeno de silenciamento gênico. Em nosso 

estudo, observamos que o nZ-dsRNA precipitou quando exposto ao pH 12  

(Figura 27). No entanto, não foi possível avaliar a liberação do dsRNA em  
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pH alcalino, uma vez que a molécula foi degradada quando relevada por eletroforese 

em gel de agarose (Fig. 27).  

Além disso, é possível que as alterações na expressão dos genes-alvo em 

larvas de T. absoluta após a ingestão de nanoestruturas estejam relacionadas à piora 

dos efeitos do dsRNA nanocarreado por nZ em comparação com o dsRNA sintético 

não-carreado. Estudos anteriores mostraram que a exposição a nanopartículas pode 

levar a alterações na expressão gênica em artrópodes (ARTAL et al., 2020; YAN et 

al., 2022). Análise do transcriptoma de um artrópode marinho exposto a 

nanopartículas de prata revelou alterações na expressão de genes envolvidos em 

diversos processos biológicos, em especial, a atividades catalíticas ou de peptidases 

(ARTAL et al., 2020). Enquanto isso, a análise do transcriptoma de larvas de  

D. melanogaster expostas a Star polycation (SPc) permitiu identificar mais de  

500 genes diferencialmente expressos, sendo 170 genes com regulação positiva e 

muito dos quais relacionados ao metabolismo celular (YAN et al., 2022). 

Um estudo recente realizado em células SF9 in vitro mostrou que a entrega de 

SPc-dsRNA promoveu a expressão diferencial de 249 genes, sendo 150 regulados 

positivamente, incluindo genes envolvidos no metabolismo celular (MA et al., 2022). 

Nesta perspectiva, poderíamos supor que a piora do efeito do controle de T. absoluta 

pela aplicação do nZ-dsRNA pode estar relacionada à regulação positiva da 

expressão dos genes-alvo AK ou ATPase nas larvas causada pela exposição ao nZ. 

O aumento da expressão desses genes-alvo poderia dificultar a redução do nível de 

transcritos pelo fenômeno de silenciamento gênico por RNAi, impedindo a ocorrência 

de efeitos adversos nas larvas. Em contrapartida, em um estudo com B. mori, foi 

demonstrado que a exposição de larvas a nanopartículas de óxido de zinco reduziu a 

expressão de AK (BELAL; GAD, 2023). No entanto, é importante ressaltar que os 

efeitos causados por nanoestruturas na expressão gênica podem variar entre 

espécies e dependem de vários fatores, como o tipo de nanoestrutura e a dose 

aplicada (BENELLI et al., 2018). 

4.3.3.2 Potencial ovicida  

O controle de insetos na fase de ovo tem histórico de ser negligenciado por ser 

considerada a fase do desenvolvimento dos insetos mais difícil de ser controlada por 

moléculas pesticidas (CAMPBELL et al., 2016). A dificuldade do controle de insetos 

na fase de ovo é devido ao fato dos embriões serem protegidos por um envelope 
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denominado cório, cuja função é impedir a penetração de patógenos, atenuar a 

desidratação e reduzir o dano mecânico (AL-DOSARY et al., 2010). Assim, o cório é 

a principal barreira que dificulta as moléculas pesticidas de atingirem o embrião 

(CAMPBELL et al., 2016). Apesar da dificuldade, diversos estudos demonstraram que 

alguns pesticidas sintéticos ou óleos essenciais de plantas são capazes de provocar 

a mortalidade dos embriões quando aplicado nos ovos (ALVES et al., 2019; 

MEHROTRA; SMALLMAN, 1957; TUNÇ et al., 2000).  

Para o controle da traça-do-tomateiro na fase de ovo, um estudo recente 

demonstrou que os óleos essenciais de nim e os de folhas de mogno africano (Khaya 

senegalensis) foram eficazes na inibição da eclosão de 100% dos embriões 

(SAWADOGO et al., 2022). No entanto, um estudo com óleos essenciais de três 

espécies de Citrus nanocarreados por PEG mostrou que a aplicação de óleos de  

C. reticulada e C. limon causaram baixa mortalidade contra os embriões, mesmo 

quando nanocarreados (COMPOLO et al., 2017). Já o óleo de C. sinensis 

nanocarreado causou a morte de 46% dos embriões, quase duas vezes maior que a 

forma não-carreada (COMPOLO et al., 2017). Além disso, ainda que existam opções 

comerciais indicados para o controle de larvas de T. absoluta, possivelmente não 

sejam adequados para controlar ovos da praga, uma vez que apenas um de  

13 inseticidas testados foi capaz de causar mortalidade nos embriões (HAFSI et al., 

2012). 

A eficácia do uso de dsRNA sintético para controle de pragas na fase de ovo é 

controversa. Alguns estudos apontam a habilidade de dsRNA sintético em penetrar 

ovos de insetos (PAMPOLINI et al., 2020) e de inibir da eclosão de larvas (MARTIN; 

SCOTT, 2016), enquanto que outros não encontraram um efeito letal nos embriões 

(PALLIS et al., 2022) ou só foi observado algum efeito quando o dsRNA foi associado 

a um nanocarreador (JAIN et al., 2022).  

A ineficiência de dsRNA sintético para controle de ovos pode estar relacionada 

ao gene-alvo escolhido para silenciamento e pela proteção do embrião pelo cório 

(NITNAVARE et al., 2021). Genes com altos níveis de expressão durante o 

desenvolvimento embrionário poderiam não ser alvos adequados para silenciamento 

gênico, dado a dificuldade em reduzir o acúmulo de mRNA nas células a ponto de 

influenciar negativamente o embrião (WANG et al., 2018; NITNAVARE et al., 2021). 

Embora seja suposto que o dsRNA sintético ou dsRNA nanocarreado possa penetrar 

o cório e atingir o embrião (PAMPOLINI et al., 2020; JAIN et al., 2022), a estrutura e 

https://www.nature.com/articles/180097a0#auth-K__N_-MEHROTRA
https://www.nature.com/articles/180097a0#auth-B__N_-SMALLMAN
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composição química do cório é altamente variável entre os insetos, o que explicaria 

os distintos efeitos observados da exposição de ovos de diferentes espécies ao 

dsRNA sintético (AL-DOSARY et al., 2010; NITNAVARE et al., 2021).  

Neste contexto, foi avaliado os efeitos da exposição de ovos de T. absoluta ao 

nZ-dsRNA para controle na fase embrionária. A exposição de ovos às plantas tratadas 

com nZ-dsRNA (gene-alvo AK) na dose de 20 µg de dsRNA fez com que apenas  

55% das larvas eclodissem no sexto dia, enquanto os demais tratamentos atingiram 

taxas de eclosão próximas de 70% (Figura 33a). Contudo, no sétimo dia, todos os 

tratamentos, incluindo nZ-dsAK, apresentaram taxas acumuladas de eclosão 

próximas de 75% (Figura 33b, 33c). Isto sugere que o tratamento com nZ-dsAK foi 

capaz de prolongar o desenvolvimento embrionário de T. absoluta. 

 

Figura 33. Eclosão de larvas de Tuta absoluta de ovos inoculados em plantas MT pulverizadas com 

nZ-dsRNA ou dsRNA após (a) 6 d, (b) 7 d e (c) 6 e 7 d (n = 8; análise estatística por ANOVA e teste de 

comparação por Dunnet entre o tratamento nZ-dsRNA e os demais grupos; * < p = 0,5; ** < p = 0,1; *** 

< p = 0,05; ns = não significativo) 

Imagens de microscopia confocal revelaram a presença da fluorescência de 

FITC em nZ marcada em estruturas do embrião a partir da exposição dos ovos às 

plantas tratadas com 20 µg do nZ-FITC-dsRNA, confirmando a capacidade de 

penetração do nZ-dsRNA no ovo (Figura 34).  
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Figura 34. Ovos de T. absoluta cerca de 24 h após inoculação em plantas MT tratadas com (a)  

nZ-dsRNA ou (b) nZ-FITC-dsRNA observadas sob microscopia confocal (10x). Aumento 100x, escala 

100 µm 

Embora a exposição ao nZ-dsRNA não tenha sido eficaz na inibição da eclosão 

das larvas da traça-do-tomateiro, o suposto prolongamento do período de 

desenvolvimento embrionário poderia aumentar o tempo de exposição dos ovos aos 

parasitoides de ovos, como os do gênero Trichogramma spp., empregados 

comercialmente no controle biológico de pragas (PARRA, 2010). Trichogramma 

pretiosum (Hymenoptera: Trichogrammatidae) é um parasitoide que deposita seus 

ovos dentro dos ovos da traça-do-tomateiro (RUBIO et al., 2022). Quando as larvas 

de T. pretiosum eclodem, elas passam a se alimentar do embrião, matando-o (RUBIO 

et al., 2022). Quanto mais tempo a traça-do-tomateiro permanece na fase de ovo, 

maior seria a oportunidade para o T. pretiosum parasitar o ovo, e, deste modo,  

o nZ-dsRNA poderia aumentar a eficiência do controle biológico de T. absoluta por 

parasitoides. Todavia, são necessários mais estudos para avaliar a eficácia do uso 

conjunto de biopesticidas à base de dsRNA sintético e combinação com parasitoides 

de ovos para controle de T. absoluta, assim como investigar modo de penetração de 

dsRNA carreado ou não-carreado nos ovos de insetos e os possíveis efeitos nos 

embriões. 
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4.3.4 Microscopia confocal de escaneamento a laser 

4.3.4.1 Pulverização foliar 

Diversos estudos investigaram a habilidade de penetração de plantas por 

ácidos nucleicos associados a nanocarreadores, bem como elucidar os mecanismos 

envolvidos neste processo (JAIN et al., 2022; THAGUN et al., 2022; WANG et al., 

2023). Thagun et al. (2022) observaram que a pulverização de dsDNA encapsulado 

com diversos peptídeos penetrantes de células (cell-penetrating peptides – CPP) 

promoveu a penetração foliar em plantas de A. thaliana, soja ou tomateiro.  

As evidências indicam que os CPPs-DNA penetraram principalmente pelos estômatos 

da folha, com acúmulo nas câmaras subestomáticas e posterior difusão até o mesófilo 

foliar (THAGUN et al., 2022). No entanto, não se pode descartar a contribuição da 

cutícula na penetração foliar dos CPPs-DNA (THAGUN et al., 2022). Quando 

associados com siRNA, CPPs-siRNA foram capazes de silenciar um transgene em  

A. thaliana, indicando também sua habilidade de absorção celular (THAGUN et al., 

2022). Em paralelo, nanopartículas de ouro funcionalizadas com polietilenoimina (PEI) 

ou nanoestruturas de DNA foram eficientes no silenciamento de transgene em 

Nicotiana benthamiana pela de entrega de siRNA homólogo ao transgene (ZHANG et 

al., 2020; ZHANG et al., 2021). 

Jain et al. (2022) constataram que a adição de surfactantes favorece a 

penetração foliar do dsRNA sintético ou do dsRNA-BioClay® em plantas de  

algodão, em comparação com a aplicação sem surfactante. Também demonstraram 

que a associação ao nanocarreador não impediu que o dsRNA alcançasse o mesófilo 

foliar e o feixe vascular (JAIN et al., 2022). Ademais, também foi comprovada a 

capacidade de penetração foliar do dsRNA associado ao Star polycation  

(SPc) em tomateiro, embora a eficiência de penetração foliar do dsRNA carreado por 

quitosana não tenha sido estatisticamente superior à do dsRNA não-carreado  

(WANG et al., 2023). 

Apesar da pulverização foliar ser eficiente para entrega de ácidos nucleicos 

nanocarreados, essa forma de aplicação foliar pode apresentar limitações 

importantes. Estudos demonstraram que perdas de até 90% por deriva são comuns 

durante a pulverização foliar (SPADOTTO et al., 2010). A utilização de  

adjuvantes pode ser necessária para melhorar a eficiência da penetração  

(JAIN et al., 2022). DNA ou RNA nanocarreado pode ser acumulado e degradado nos 

tricomas (THAGUN et al., 2022). Outro fator que pode limitar a penetração de 
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moléculas nanocarreadas em uma planta, é a baixa densidade foliar de estômatos, 

uma vez que são consideradas a principal via de entrada de moléculas nanocarreadas 

nas folhas (THAGUN et al., 2022). 

As larvas de T. absoluta são minadoras de folhas, alimentando-se quase que 

exclusivamente do mesófilo (MICHEREFF FILHO et al., 2013). A ineficácia do  

nZ-dsRNA em controlar a traça-do-tomateiro poderia estar relacionada a incapacidade 

do nZ-dsRNA em penetrar as folhas do tomateiro e atingir o mesófilo. Deste modo, as 

larvas não teriam ingerido o dsRNA nos experimentos descritos neste trabalho, 

impedindo o silenciamento gênico por RNAi. Neste contexto, foi investigada a 

habilidade de penetração foliar do nZ-dsRNA por meio da pulverização foliar em 

tomateiro MT a partir de imagens de microscopia confocal de escaneamento a laser e 

marcação do nZ com sonda fluorescente FITC (nZ-FITC-dsRNA). 

Cerca de 24 h após a pulverização, foi possível observar a fluorescência de 

FITC na superfície foliar, em destaque, nos tricomas (Figura 35b.1-2). Ao ajustar o 

foco para as estruturas internas da folha, verificou-se a fluorescência FITC no mesófilo 

(Figura 35b.3-4), indicando que nZ-FITC-dsRNA foi capaz de penetrar a folha do 

tomateiro quando aplicado superficialmente sobre a planta. 
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Figura 35. Microscopia confocal de folha de tomateiro “MT’” cerca de 24 h após pulverização foliar de 

(a) nZ-dsRNA ou (b) nZ-FITC-dsRNA; (b1-b2) estruturas da superfície foliar e (b3-b4) estruturas 

internas da folha. Aumento 100x, escala 200 µm 

 

Além da capacidade de nZ-dsRNA penetrar na folha, foi avaliada a ingestão em 

larvas de T. absoluta. Quando as plantas pulverizadas com nZ-FITC-dsRNA foram 

oferecidas às larvas da traça-do-tomateiro em 1-2° ou 3-4° instar foi possível observar 

a fluorescência de FITC em seus intestinos, confirmando a capacidade de larvas da 

traça-do-tomateiro em diferentes instares de ingerir o nZ-dsRNA aplicado 

superficialmente no tomateiro MT (Figura 36b.1-2, Figura 37b, 37c.1-4).  
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Figura 36. Larvas de T. absoluta em 1-2° instar após 24h de alimentação em plantas de tomateiro MT 

tratadas com (a) nZ-dsRNA ou (b) nZ-FITC-dsRNA por microscopia confocal. Aumento 100x, escala 

200 µm 

 

Figura 37. Observação lateral ou frontal de larvas de T. absoluta em 3-4° instar após 24h de 

alimentação em plantas MT tratadas com (a1-2; c1-4) nZ-dsRNA ou (b1-4; d1-4) nZ-FITC-dsRNA por 

microscopia confocal. Aumento 100x, escala 200 µm 



132 
 

Deste modo, a análise conjunta das imagens de microscopia confocal das 

folhas e das larvas permitem descartar que a ineficácia do nZ-dsRNA no controle de 

T. absoluta teria sido pela incapacidade do nZ-dsRNA em penetrar na folha de 

tomateiro MT e em ser ingerido pelas larvas. 

Por fim, foi possível detectar a fluorescência de FITC em fezes de larvas 

alimentadas com nZ-FITC-dsRNA, indicando a excreção do nZ-dsRNA pelas larvas 

(Figura 38). Esse resultado pode sugerir que o nZ não seja degradado nem 

metabolizado pelas células intestinais do inseto, o que pode impedir a liberação do 

dsRNA sintético e, consequentemente, o silenciamento gênico. Todavia, um estudo 

realizado por Monteiro et al. (2021) também detectou a presença do nZ-FITC  

em associação com compostos botânicos com propriedades inseticidas nas fezes de 

S. frugiperda. No entanto, quando o composto botânico foi encapsulado em nZ, 

observou-se um aumento da mortalidade larval, ao contrário do que foi observado em 

nosso estudo. 

 

Figura 38. Microscopia confocal de fezes de larvas de T. absoluta em 3-4° instar após 24h de 

alimentação em plantas MT tratadas com (a1-2) nZ-dsRNA ou (b1-2) nZ-FITC-dsRNA. Aumento 100x, 

escala 200 µm 
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4.3.4.2 Absorção radicular 

A capacidade de absorção radicular e translocação de nanoestruturas em 

plantas têm sido alvo de estudos nas últimas décadas (SCHWAB et al., 2016). A 

interação de nanoestruturas carbônicas ou inorgânicas com plantas tem sido mais 

investigada em razão de seus efeitos mais conhecidos, tais como o estímulo ao 

crescimento radicular, ganho de biomassa ou atenuação do estresse abiótico ou 

biótico (ADREES et al., 2022; DA CRUZ et al., 2019). No entanto, a exposição de 

plantas a estes tipos de nanomateriais está relacionada à inibição da atividade de 

enzimas desintoxicantes, à produção excessiva de espécies reativas de oxigênio e à 

liberação de íons metálicos, indicando reações a toxicidade às plantas (ZHANG et al., 

2018). Por outro lado, a interação das plantas com nanoestruturas orgânicas, em 

destaque, as poliméricas, como os nZ, que supostamente apresentam menor 

toxicidade, é pouco estudada (PRASAD et al., 2017). 

Como alternativa à pulverização foliar, foi avaliada a capacidade de absorção 

radicular e translocação do nZ-dsRNA em tomateiro MT e ingestão das plantas por 

larvas de T. absoluta. A marcação do nZ com FITC permitiu a observação dos tecidos 

de tomateiro MT e larvas de T. absoluta expostos ao nZ-FITC-dsRNA por microscopia 

confocal de escaneamento a laser. Plantas e larvas tratadas com nZ-dsRNA não-

marcado foram utilizadas como controle. 

Após 2 dias de exposição via radicular do nZ-FITC-dsRNA, foi observada a 

fluorescência de FITC nos tecidos internos das raízes e do caule de tomateiro MT 

(Figura 39b.1-4), indicando que nZ-dsRNA possui a habilidade de penetrar as raízes 

do tomateiro MT. No entanto, não foi detectada a fluorescência no pecíolo ou nas 

folhas (Figura 39b.5-8). Também não foi observada a fluorescência de FITC nas 

amostras do grupo controle (Figura 39a.1-8). 

Após 4 dias, foi possível observar a fluorescência de FITC em todos os tecidos 

de tomateiro, incluindo o pecíolo e as folhas (Figura 40b.1-8). Observou-se também a 

fluorescência de FITC na superfície da parede externa das raízes, possivelmente 

devido a adesão do nZ-dsRNA aos exsudados e mucilagem das raízes. Além disso, é 

possível ver com maior nitidez as estruturas dos vasos xilemáticos no caule e no 

pecíolo, de modo que poderia ser suposto o acúmulo do nZ-dsRNA nos vasos 

condutores do xilema (Figura 40b.3-4). 
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A exposição por 8 dias do nZ-FITC-dsRNA nos permitiu detectar a 

fluorescência de FITC em todas as amostras de tomateiro MT (Figura 42b.1-6), 

enquanto que não foi possível observar sinais de fluorescência no grupo-controle 

(Figura 41a.1-4, Figura 42a.1-6). As amostras vegetais após tratamento por 8 dias 

permitiram a observação das estruturas radiculares com maior nitidez (Figura 41b.1-

2), possivelmente em razão do acúmulo do nZ-FITC-dsRNA pelo tecido após 

prolongada exposição. Além do mais, é possível observar que a fluorescência de FITC 

concentra-se ao redor das células vegetais (Figura 41b.3-4). Esta evidência nos 

permitiria supor que o transporte celular do nZ-dsRNA é via apoplasto, com baixo nível 

de internalização celular.  

 

Figura 39. Microscopia confocal de (1-2) raízes, (3-4) caules, (5-6) pecíolos ou (7-8) folhas de tomateiro 

MT de 2 semanas tratadas por 2 d com (a) nZ-dsRNA ou (b) nZ-FITC-dsRNA via absorção radicular. 

(1 e 2) aumento de 400x, escala 50 µm ou (3-8) aumento de 100x, escala 100 µm 
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Figura 40. Microscopia confocal de (1-2) raízes, (3-4) caules, (5-6) pecíolos ou (7-8) folhas de plantas 

de tomateiro MT de 2 semanas após 4 d de tratamento com (a) nZ-dsRNA ou (b) nZ-FITC-dsRNA via 

absorção radicular. Setas azuis apontam possível acúmulo do nZ-dsRNA em mucilagem ou exsudados 

das raízes. Aumento de 100x, escala 100 µm 
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Figura 41. Microscopia confocal da raiz de tomateiro MT de 2 semanas tratado com nZ-FITC-dsRNA 

via absorção radicular por 8 d. Planta de tomateiro MT (a) controle ou (b) tratado com nZ-FITC-dsRNA; 

(1-2) aumento 100x, escala 200 µm e (3-4) aumento 400x, escala 50 µm 
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Figura 42. Microscopia confocal da suposta translocação do nZ-FITC-dsRNA em planta de tomateiro 

MT após 8 d via absorção radicular. Observação de (1-2) caule, (3-4) pecíolo ou (5-6) folha de tomateiro 

MT tratado com (a) nZ-dsRNA ou (b) nZ-FITC-dsRNA. Aumento 100x, escala 200 µm 

Já havia sido verificada a capacidade de absorção radicular e translocação do 

nZ em plantas de cana-de-açúcar (PRASAD et al., 2017) e soja (RISTROPH et al., 

2017). Nos ensaios com cana, apenas duas horas foram suficientes para que as 

plantas absorvessem e translocassem o nZ-FITC para as folhas, com aumento 

progressivo da fluorescência em função do tempo de exposição (PRASAD et al., 

2017). Nos ensaios com soja, foi possível detectar a fluorescência de FITC nas 

estruturas internas das raízes após 1 h, com aumento significativo até 24 h e atingindo 

o equilíbrio a partir de 48 h, enquanto que foi possível detectar nZ nas folhas logo na 

primeira avaliação, no segundo dia (RISTROPH et al., 2017). Nossos resultados 

indicam que a detecção da fluorescência de FITC nas folhas no quarto dia, com 

aumento da fluorescência no oitavo dia, seria uma evidência da capacidade do 

tomateiro MT em translocar nZ-FITC-dsRNA para as folhas. A mais rápida absorção 

e translocação do nZ em soja ou cana pode estar relacionada, principalmente, às 

concentrações do nZ-FITC testadas. Nos ensaios de cana e soja, foram utilizadas 

soluções do nZ-FITC 3.000 e 6.000 vezes mais concentradas que à testada por nosso 

grupo. Além disso, outros fatores podem influenciar na habilidade de absorção 

radicular e translocação de nanoestruturas em plantas, com as propriedades do 
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nanomaterial e pelas diferenças morfofisiológicas entre as espécies vegetais 

(RISTROPH et al., 2017). 

O tamanho médio das nanoestruturas é uma das propriedades mais influentes 

na penetração em raízes (LIN et al., 2009; ZHU et al., 2012). Nanoestruturas de menor 

tamanho poderiam entrar pelos poros das raízes, cujo o diâmetro médio é de 5  

a 20 nm (NAIR et al., 2010). Em contrapartida, nanoestruturas maiores poderiam 

penetrar as raízes pela via de entrada crack (crack-entry pathway) (LI et al., 2020), 

também utilizada por bactérias simbiontes para infectar às raízes de leguminosas 

(SHARMA et al., 2020). Outras vias possíveis de penetração de nanoestruturas em 

raízes são o tecido meristemático apical na ponta das raízes, onde a porosidade é alta 

devido à divisão celular (ZHU et al., 2012), e por lesões ou ranhuras no tecido radicular 

(SCHWAB et al., 2016). Em razão do tamanho médio próximo de 200 nm, nZ-dsRNA 

mais provavelmente teria penetrado nas raízes pela via crack-entry, contudo, mais 

estudos devem ser conduzidos para entender a via de penetração do nZ-dsRNA em 

tomateiro MT. 

A carga elétrica da superfície das nanoestruturas também exerceria influência 

na absorção radicular (ZHU et al., 2012; LI et al., 2016). Estudos indicam que 

nanocarreadores com carga positiva seriam mais facilmente absorvidos pelas raízes 

em razão da maior afinidade com a parede celular vegetal de carga negativa por causa 

da abundância de polissacarídeos aniônicos (MEYCHIK; YERMAKOV, 2001; ZHU et 

al., 2012). 

Evidências indicam que o processo de transporte pela parede celular é também 

influenciado pelo tamanho e carga elétrica das nanoestruturas (SCHWAB et al., 2016). 

De modo geral, a absorção por endocitose dependente de clatrina ocorre com 

nanoestruturas com até 120 nm, o tamanho médio das vesículas endocíticas 

(SCHWAB et al., 2016). Por outro lado, nanoestruturas com tamanho médio entre 200 

e 500 nm seriam transportados por endocitose independente de clatrina (SCHWAB et 

al., 2016). Enquanto isso, nanomateriais de carga positiva teriam maior afinidade com 

a membrana vesicular negativa e, deste modo, maior eficiência no transporte (ONELLI 

et al., 2008). Além disso, vias não-endocíticas poderiam estar associadas ao 

transporte de nanoestruturas solúveis em água e com até 1 nm, como mediada por 

aquaporinas (RICO et al., 2011). Com base no tamanho médio do nZ-dsRNA estimado 

em 180 nm, seria mais provável que a endocitose independente de clatrina esteja 

relacionada a absorção celular. Por outro lado, não se pode descartar que existam 
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transportadores transmembranas específicos nas células de tomateiro MT que 

poderiam estar associados com a absorção celular do nZ e mais estudos devem ser 

conduzidos para confirmação da presença destes transportadores nas raízes de 

tomateiros. 

Uma vez que as nanoestruturas ultrapassam a parede celular, elas podem se 

espalhar pelo apoplasto ou simplasto até alcançar os vasos condutores (ZHU et al., 

2012). Diversos estudos demonstraram que o transporte de nanoestruturas entre 

células ocorre principalmente via apoplasto, uma vez que esta forma de passagem 

não requer internalização endocítica e é menos afetada pelo tamanho das 

nanoestruturas (AVELLAN et al., 2018; SCHWAB et al., 2016; ZHU et al., 2012). No 

entanto, a difusão de nanomateriais com carga positiva poderia ser dificultada devido 

ao acúmulo em razão da interação com a parede celular de carga negativa (LIN et al., 

2009; AVELLAN et al., 2018). 

Além disso, a movimentação de nanoestruturas via simplasto é limitada devido 

ao diâmetro dos plasmodesmos (15-40 nm ou 900 Da), o que tornaria difícil a 

passagem de nanoestruturas maiores (ZHAI et al., 2014). No entanto, sabe-se que 

em determinadas condições, como na presença de cálcio, em situações de estresse 

ou durante infecções virais, os plasmodesmos podem se expandir e permitir a 

passagem de moléculas de até 40 kDa (DIERZ; HERTHE, 2011; ROBERTS; 

OPARKA, 2003; SCHOLTHOF et al., 2005). Ainda não está claro se as nanoestruturas 

têm a capacidade de modular a expansão da abertura dos plasmodesmos, embora 

tenha sido observado que nanopartículas de óxido de titânio (>40nm) foram 

transportadas pelo simplasto em células das raízes de trigo (LARUE et al., 2012). O 

tamanho médio do nZ-dsAK muito maior que 40 nm e as imagens de microscopia 

confocal que revelaram maior intensidade de fluorescência no entorno das células 

(Figura 41b.4), sugerindo que a distribuição do nZ-dsRNA pelas células das raízes 

possa ocorrer via apoplasto. 

Ao atingir os vasos xilemáticos, os fenômenos de transpiração e capilaridade 

estariam associados a movimentação das nanoestruturas até as folhas (HU; LI, 2022; 

SCHWAB et al., 2016). A distribuição das nanoestruturas pelos elementos dos vasos 

não seria limitada pelo tamanho pois o diâmetro desses vasos é maior do que o 

diâmetro de nanoestruturas (até 500 nm) (MORAES et al., 2022). Com isso, as 

nanoestruturas poderiam se mover pelos elementos dos vasos e serem distribuídas 

até as folhas (HU; LI, 2022). No entanto, nanomateriais de carga positiva poderiam 
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ficar aderidos às estruturas dos vasos xilemáticos, o que poderia dificultar ou impedir 

sua movimentação pela planta (ZHU et al., 2012). Ao consideramos a carga elétrica 

do nZ-dsRNA igual a +16 mV poderíamos relacionar a ausência de fluorescência nas 

amostras de pecíolos e folhas no segundo dia, mas a presença de fluorescência no 

quarto e oitavo dia, devido à dificuldade de movimentação do nZ-dsRNA com carga 

positiva pela planta. 

Além das propriedades dos nanomateriais, determinadas características 

morfológicas ou fisiológicas poderiam facilitar a absorção radicular e o movimento das 

nanoestruturas nas plantas (ZHU et al., 2012; WU; LI, 2022). Como exemplos, plantas 

com raízes mais longas e, por isso, com maior área radicular, teriam maior habilidade 

de captar nanoestruturas (ZHU et al., 2012). Além disso, a densidade de 

plasmodesmos nas células é variável entre as espécies vegetais (ROBARDS et al., 

1975). Ademais, plantas dicotiledôneas, que apresentam taxa de transpiração mais 

elevada que monocotiledôneas, poderiam transportar nanoestruturas para as folhas 

com maior eficiência (WU; LI, 2022). 

Por fim, ao oferecermos as plantas de tomateiro MT que absorveram o nZ-

FITC-dsRNA pelas raízes por oito dias às larvas de T. absoluta, é possível detectar a 

fluorescência de FITC no intestino delas (Figura 43a-b). Isso confirma a habilidade de 

ingestão pelas larvas do nZ-dsRNA absorvido pelas raízes e translocado em plantas 

de tomateiro MT.  

 

Figura 43. Microscopia confocal de larvas de T. absoluta alimentadas com plantas de tomateiro MT 

tratadas por 8 d com nZ-dsRNA (esquerda) ou nZ-FITC-dsRNA (direita) via absorção radicular. Imagem 

em (a) RGB (Red, Green, Blue) ou (b) filtro de FITC (λ igual à 495 nm/521 nm). Aumento 100x, escala 

200 µm 
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Sondas fluorescentes são amplamente utilizadas em estudos de absorção e 

distribuição de nanomateriais em plantas, bem como em estudos de ingestão por 

insetos (JAIN et al., 2022; ZHANG et al., 2022). Entretanto, a estabilidade da ligação 

entre o nanomaterial e a sonda é uma limitação que pode comprometer a precisão 

dos resultados obtidos (AVELLAN et al., 2018). Caso esta ligação não seja estável, a 

fluorescência detectada pode não corresponder à posição real da nanoestrutura no 

tecido vegetal ou animal (AVELLAN et al., 2018). 

RISTROPH et al. (2017) estudaram a estabilidade da ligação entre FITC e nZ 

e concluíram que a ligação é estável por até 10 dias. Entretanto, outras técnicas, como 

a microscopia eletrônica de varredura ou difração de raios-X, podem ser empregadas 

em conjunto com a microscopia confocal de escaneamento à laser para minimizar 

essa limitação (AVELLAN et al., 2018; MALATESTA et al., 2021). 

4.3.5 Toxicidade de zeína ao tomateiro MT 

As potenciais aplicações de nanomateriais na agricultura, tais como a nutrição 

ou proteção de plantas, bem como a remediação e recuperação de solos, podem 

aumentar a exposição de nanoestruturas ao meio ambiente (ADREES et al., 2022; 

DUTTA et al., 2022; KORPAYEV et al., 2021). Por essa razão, a segurança dos 

nanomateriais às plantas tem sido alvo de investigação (BUNDSCHUH et al., 2018).  

Embora a toxicidade de nanoestruturas metálicas ou carbônicas seja 

constantemente estudada, há poucas informações sobre os efeitos adversos da 

exposição de plantas a nanomateriais poliméricos, em especial ao nZ (ASLI; 

NEUMANN; 2009; BENELLI, 2018; DIETZ; HERTH, 2011). Alguns estudos 

demonstraram que nZ associados à óleos essenciais não apresentam toxicidade para 

sementes ou plantas de feijão, sugerindo que o uso do nZ pode ser seguro para o 

cultivo de plantas (DE OLIVEIRA et al., 2018; MONTEIRO et al., 2021; PASCOLI et 

al., 2020). Enquanto isso, a zeína utilizada para confecção de bioembalagens para o 

armazenamento de frutos de tomate pós-colheita não apenas manteve a qualidade, 

mas também impediu o amadurecimento precoce dos frutos, prolongando o tempo de 

prateleira (ZAPATA et al., 2008).  

No entanto, não há informações acerca da segurança da exposição radicular 

de plantas ao nZ e sua toxicidade. Neste contexto, com objetivo de avaliar a toxicidade 

de nZ via absorção radicular em tomateiros MT, expusemos plantas de MT  
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de 2 semanas em suspensões do nZ (2 ou 4 µg) por 12 dias. Plantas também foram 

expostas a um outro tipo de proteína, a caseína. 

Ao avaliar o crescimento das partes radiculares e aéreas, bem como o 

engrossamento do caule das plantas tratadas com nZ, observamos uma redução 

significativa no comprimento das raízes tratadas, com maiores prejuízos às plantas 

submetidas à maior dose do nZ (Figura 44a). No entanto, também constatamos 

diferenças estatísticas na variação do comprimento das plantas tratadas com caseína 

(Figura 44a). Ao compararmos o crescimento da parte aérea das plantas, notamos 

uma diferença significativa entre as plantas tratadas com a maior e a menor dose do 

nZ, embora os resultados tenham sido estatisticamente semelhantes aos tratamentos 

com água ou caseína (Figura 44b). Por outro lado, não foi observada diferença 

estatística na largura dos caules após 12 d de tratamento com nZ (Figura 44c). Por 

fim, constatamos que as plantas tratadas com a maior dose de nZ apresentaram folhas 

cloróticas e queda dos cotilédones, enquanto tanto a maior quanto a menor dose do 

nZ propiciaram o apodrecimento das raízes (Figura 45). 

 

Figura 44. Efeitos da exposição do nZ via radicular na variação, em porcentagem, do comprimento (a) 

das raízes, (b) da parte aérea e (c) da largura do caule em plantas de tomateiro MT por 12 d. (n = 10; 

análise estatística por ANOVA e teste de comparações múltiplas por Tukey; letras iguais indicam que 

as médias não diferiram entre si; ns = não significativo) 
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Figura 45. Toxidez do nZ em tomateiro MT de 2 semanas após 12 d de exposição via radicular. 

Tratamento com (A) água, (B) 2 µg ou (C) 4 µg de caseína, (D) 2 µg ou (E) 4µ do nZ. Setas vermelhas 

apontam clorose nas folhas; setas azuis indicam apodrecimento do coleto. 

Com base nos resultados da exposição de tomateiros a nZ, podemos sugerir 

que os nanocarreadores de zeína teriam um efeito tóxico direto sobre as plantas. A 

exposição de nanopartículas às plantas pelas raízes costuma estar associada à 

obstrução dos poros radiculares, a alterações no fluxo de nutrientes e água nas 

plantas, à formação excessiva de espécies reativas de oxigênio ou à modulação da 

expressão gênica (VERMA et al., 2021). 

Por outro lado, as leituras indicaram maior absorbância em 600 nm nas 

amostras de nZ, enquanto as amostras de caseína não apresentaram diferença 

estatística em relação à água (Figura 46). O valor da absorbância em 600 nm é uma 

medida indireta da concentração bacteriana numa suspensão, portanto, os resultados 

sugerem que o tratamento com nZ poderia ter promovido maior crescimento de 

bactérias do que a caseína e a água. Assim, a toxicidade observada nas plantas pode 

ter sido causada por metabólitos secundários produzidos por microrganismos durante 

fermentação do nZ (VERBEKE et al., 2015; U et al., 2021). 
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Figura 46. Absorbância em 600 nm de suspensões do nZ após 12 d de contato com as raízes de 

tomateiro MT; (n = 3; análise estatística por ANOVA e teste de comparações múltiplas por Tukey; letras 

iguais indicam que as médias não diferiram entre si) 

No entanto, é importante destacar que mais estudos devem ser conduzidos 

para entender completamente a causa da toxidez em plantas expostas a nZ, bem 

como para identificar quaisquer efeitos indesejáveis que possam estar associados à 

aplicação do nZ em culturas agrícolas a fim de estabelecer limites seguros de 

exposição para evitar riscos potenciais. 

 

4.4 Conclusão 

Este estudo forneceu evidências de que o dsRNA sintético pode se ligar ao 

nanocarreador nZ com alta eficiência por meio de interações eletrostáticas, conforme 

observado pelo aumento na eletronegatividade do nZ-dsRNA. Foi observado um 

aumento no tamanho médio das nanoestruturas formadas com o aumento da 

concentração de dsRNA sintético utilizado para encapsulamento, o que pode estar 

relacionado ao agregamento dos coloides entre si. A exposição de nZ-dsRNA à 

proteinase K foi capaz de degradar o nZ e liberar o dsRNA, o que evidencia que o 

dsRNA permaneceu íntegro e o processo de encapsulamento pode não ter degradado 

o dsRNA sintético. 

Apesar de o uso de nZ-dsRNA tenha sido ineficaz no controle de larvas  

de T. absoluta comparado ao dsRNA sintético, há potencial de uso vantajoso do nZ-

dsRNA no controle da traça-do-tomateiro na fase de ovo. Embora não tenha inibido a 

eclosão de larvas, o dsRNA nanocarreado prolongou o desenvolvimento embrionário, 

o que poderia aumentar o tempo de exposição dos ovos a parasitoides de ovos como 

T. pretiosum e aumentar presumidamente a eficiência do controle biológico. 
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As imagens de microscopia confocal de escaneamento a laser confirmaram a 

capacidade de nZ-dsRNA em penetrar em folhas de tomateiro MT ou ovos  

de T. absoluta, além de confirmarem que larvas em diversos instares são capazes de 

ingerir e excretar o nZ-dsRNA pulverizado sobre as plantas. O nZ-dsRNA também foi 

absorvido pelas raízes do tomateiro MT e translocado através do xilema para as 

folhas. A presença de fluorescência de FITC ao redor das células vegetais sugere que 

o transporte celular do nZ-dsRNA ocorre principalmente pelo apoplasto. 

A aplicação radicular do dsRNA nanocarreado pode ser uma alternativa para o 

controle de traça-do-tomateiro, embora a exposição radicular de tomateiros ao nZ 

tenha resultado em efeitos adversos, como redução do comprimento das raízes, 

apodrecimento das raízes e folhas cloróticas. As leituras também indicaram maior 

crescimento bacteriano nas amostras de nZ, o que pode ter contribuído para a 

toxicidade observada nas plantas. Portanto, é importante considerar a segurança do 

uso de nanocarreadores de zeína na agricultura antes de sua ampla aplicação. 
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5. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Em nosso trabalho, investigamos a viabilidade de uso do dsRNA sintético 

como uma alternativa para o controle da traça-do-tomateiro por RNAi. A pulverização 

foliar de dsRNA sintético mostrou-se capaz de controlar as larvas de T. absoluta, 

causando até 73% de mortalidade em relação ao controle. Esses resultados 

 sugerem que a aplicação foliar de dsRNA sintético pode ser um método eficiente 

contra esse inseto minador de folhas. No entanto, é necessário ressaltar  

que ainda existem alguns importantes desafios a serem superados, tais como  

custo, formulação e escala de aplicação, antes que essa abordagem possa ser 

implementada em larga escala na agricultura. 

O uso de dsRNA sintético homólogo atingindo o gene arginina kinase (AK)  

foi mais eficiente do que ATPase vacuolar (ATPase) contra T. absoluta.  

No entanto, também observamos a recuperação do nível de acúmulo de transcritos 

do gene alvo nas larvas após um período, o que sugere a necessidade de  

aplicações com alguma frequência, o que pode reduzir a eficiência do controle.  

É crucial identificar e selecionar genes-alvos com efeitos mais drásticos,  

cujo silenciamento cause um impacto significativo e prolongado na  

sobrevivência da praga para maximizar a eficiência do dsRNA sintético como 

biopesticida.  

A produção em larga escala de dsRNA sintético a um custo  

acessível representa um importante desafio. Avanços tecnológicos têm reduzido os 

custos de produção de dsRNA nos últimos anos, tornando os biopesticidas à  

base de dsRNA sintéticos mais atrativos. No entanto, ainda são necessários esforços 

para aprimorar os processos de produção, visando a redução dos custos  

e a ampliação da oferta de dsRNA sintético, a fim de tornar essa  

tecnologia economicamente viável e suprir demandas do mercado. 

Uma das limitações do dsRNA sintético como biopesticida é a rápida 

degradação ambiental. Para superar essa limitação, é necessário  

desenvolver métodos que garantam a estabilidade do dsRNA no ambiente.  

Além disso, a baixa absorção celular pelos insetos também representa um  

desafio significativo para o uso do RNAi no controle de pragas. Uma abordagem  

que pode ajudar a superar essas limitações é o uso de nanocarreadores na  

entrega de dsRNA. Neste estudo, os nanocarreadores de zeína (nZ) associados ao 
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dsRNA não foram eficazes no controle das larvas da traça-do-tomateiro.  

Portanto, explorar outros tipos de nanocarreadores, especialmente  

nanomateriais sustentáveis e com baixo impacto ambiental, pode ser uma opção 

encorajadora para melhorar a estabilidade e a entrega do dsRNA. 
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Figura 1. Folhas de tomateiro MT foram mantidas em placas de Petri de plástico por 15 dias em 

diferentes condições experimentais: (a) ausência de papel-filtro na placa e algodão umedecido no 

pecíolo, (b) presença apenas de papel-filtro umedecido na placa, (c) presença apenas de algodão 

umedecido no pecíolo e (d) presença de papel-filtro na placa e algodão umedecido no pecíolo 

 

Tabela 1. Estimativa do volume de solução de dsRNA sintético com adjuvante retido em folhas 

de tomateiro MT por imersão foliar. 

Folha Peso fresco (µg) 
Peso fresco molhado 

(µg) 
Solução retida na 

folha (µL) 

1 346,3 584,1 237,8 

2 322,6 519,1 196,5 

3 464,1 699,0 234,9 

4 382,6 607,4 224,8 

5 283,9 487,9 204,0 

6 338,5 510,3 171,8 

7 164,0 350,3 186,3 

8 394,8 597,9 203,1 

9 243,4 431,8 188,4 

10 300,0 517,5 217,5 

11 388,0 586,9 198,9 

12 344,1 537,0 192,9 

Média da solução de dsRNA retida por folha 201,0 

 

  



160 
 

  



161 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ANEXOS 

  



162 
 

 

 

  



163 

 

 

Figura 1. Representação da separação de zeína por eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE 

(ANDERSON; LAMSAL, 2011) 

 

 

 

 

Figura 2. Representações da estrutura da zeína (DE VRIES et al., 2014) 


