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RESUMO

SOUZA, L. C. Silenciamento génico por RNA interferente (RNAIi) em traca-do-
tomateiro, Tuta absoluta (Meyrick): abordagens de entrega do dsRNA. 2022. 67 p.
Dissertacao (Mestrado em Ciéncias) — Centro de Energia Nuclear na Agricultura,
Universidade de S&o Paulo, Piracicaba, 2022.

A Traca-do-tomateiro, Tuta absoluta Meyrick 1917 (Lepidoptera: Gelechiidae), é uma
das pragas de maior importancia econdémica do tomateiro. O inseto pode causar
perdas de 80 a 100% na producao de tomate por meio do consumo dos tecidos do
mesofilo foliar das plantas, causando reducdo da capacidade fotossintética e da
biomassa vegetal. Devido ao uso repetitivo e excessivo de inseticidas sem a devida
rotacao dos principios ativos, associado ao alto nimero de geracdes da praga durante
o ciclo do tomateiro, ha o potencial surgimento de populacdes resistentes de T.
absoluta aos inseticidas, sendo necessarias novas tecnologias para controle desta
praga. O RNA interferente (RNAIi) consiste em um mecanismo de silenciamento génico
que envolve o fornecimento de moléculas de RNA de fita dupla (dsRNA) homologas a
uma sequéncia especifica de gene alvo essencial da praga que leva ao silenciamento
da expressao deste. A entrega da tecnologia de RNAi em campo pode ser via geracao
de plantas que produzam o dsRNA via transgenia ou a producdo de moléculas de
dsRNA para aplicar diretamente na planta e no inseto como um inseticida, sendo
necessario estudos para avaliar a forma eficiente de entrega de RNAI contra os insetos
praga e seu potencial de controle. Com isso, neste estudo foi analisada a entrega de
dsRNA para o controle de T. absoluta via plantas transgénicas e por dsRNA sintético
absorvidos em foliolos de tomateiro destacados. Nas duas formas de entrega, foram
utilizadas as mesmas regidées dos mesmos genes alvos, sendo o0 que codifica a
subunidade A da ATPase vacuolar (V-ATPase A) e a Arginina quinase (AK). Na
primeira etapa do trabalho foi possivel otimizar um método de entrega das plantas de
tomateiro cv. Micro-Tom para lagartas de T. absoluta, que permitiu uma avaliagao
precisa do dano foliar e permitiu o desenvolvimento normal do inseto. O método testou
trés densidades de lagartas expostas para se alimentar nos foliolos do tomateiro, e foi
avaliado a area de leséo, duracao e viabilidade das fases de lagarta, pupa e adulto. O
melhor resultado obtido de acordo com os parametos avaliados foi o de densidade de
3 lagartas réecem eclodidas, sendo colocada uma lagarta por foliolo, podendo manté-
las por 12 dias até completar seu ciclo larval normal, permitindo avaliar o dano foliar.
Posteriormente, foram realizados ensaios com a entrega de tomateiro cv. Micro-Tom
transgénicos empregando a metodologia anterior. Os eventos transgénicos foram
selecionados apds a confirmacdo da transgenia na geragcdo de plantas T3 pela
amplificacdo de fragemtno por reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e pelo nivel de
expressao dos transgenes pela amplificacdo quantitativa de transcritos reverso (RT-
gPCR). Entre os oito eventos V-ATPase-A e cinco AK, foram escolhidos quatro V-
ATPase e trés AK. Os ensaios de entrega dos eventos trangénicos permitiram detectar
a diminuicdo significativa da herbivoria para os eventos AK3 e VATPase 4.1 e o
silenciamento dos genes alvos da T. absoluta quando alimentadas dos eventos AK3



e VATPase 1.2. Para os ensaios conduzidos de entrega de moléculas de dsRNA
sintéticas por meio em foliolos destacados de tomateiro cv. Santa Clara que
absorveram o dsRNA via peciolo houve reducado significativada herbivoria de T.
absoluta nos foliolos tratados com 2 e 4 ug de dsRNA com sequéncias do gene AK e
nos tratamentos com 1 e 4 pug de dsRNA com sequéncias do gene V-ATPase A em
relacdo ao controle com agua. Em conclusdo, este trabalho desenvolveu uma
metodologia eficiente para entrega de tomateiro cv. Micro-Tom e detectou a reducao
da herbivoria e silenciamento génico de T. absoluta quando lagartas se alimentaram
dos eventos transgénicos de RNAi para o gene AK e V-ATPase A. Também
demonstrou menor herbivoria de T. absoluta com a entrega de dsRNA sintetizados in
vitro para os genes alvos AK e V-ATPase A.

Palavras-chave: RNAI. Tuta absoluta. Entregas de dsRNA. Silenciamento génico.



ABSTRACT

SOUZA, L. C. Gene silencing by RNA interference (RNAI) in the South American
tomato pinworm, Tuta absoluta (Meyrick): dsRNA delivery approaches. 2022. 67 p.
Dissertacao (Mestrado em Ciéncias) — Centro de Energia Nuclear na Agricultura,
Universidade de S&o Paulo, Piracicaba, 2022.

The South American tomato pinworm, Tuta absoluta Meyrick 1917 (Lepidoptera:
Gelechiidae), is one of the most economically important pests of tomato. The insect
can cause 80 to 100% losses in tomato production through consumption of plant leaf
mesophyll tissues, causing a reduction in photosynthetic capacity and plant biomass.
Due to the repetitive and excessive use of insecticides without proper rotation of the
active ingredients, associated with the high number of generations of the pest during
the tomato cycle, there is the potential emergence of resistant populations of T.
absoluta to insecticides, requiring new technologies to control it. of this plague.
Interfering RNA (RNAI) consists of a gene silencing mechanism that involves the
supply of double-stranded RNA (dsRNA) molecules homologous to a specific
sequence of an essential target gene of the pest that leads to the silencing of its
expression. The delivery of RNAI technology in the field can be via the generation of
plants that produce the dsRNA via transgenics or the production of dsRNA molecules
to apply directly to the plant and insect as an insecticide, requiring studies to evaluate
the efficient way of delivery of dsRNA. RNAI against insect pests and their control
potential. Thus, in this study, the delivery of dsRNA for the control of T. absoluta via
transgenic plants and by synthetic dsRNA absorbed in detached tomato leaflets was
analyzed. In both forms of delivery, the same regions of the same target genes were
used, the one encoding the A subunit of vacuolar ATPase (V-ATPase A) and Arginine
kinase (AK). In the first stage of the work, it was possible to optimize a method of
delivery of tomato plants cv. Micro-Tom for T. absoluta caterpillars, which allowed an
accurate assessment of leaf damage and allowed normal insect development. The
method tested three densities of caterpillars exposed to feed on tomato leaflets, and
the lesion area, duration and viability of the caterpillar, pupal and adult stages were
evaluated. The best result obtained according to the evaluated parameters was the
density of 3 newly hatched caterpillars, with one caterpillar per leaflet, being able to
keep them for 12 days until they complete their normal larval cycle, allowing to evaluate
the leaf damage. Subsequently, tests were carried out with the delivery of tomato cv.
Micro-Tom transgenics using the previous methodology. The transgenic events were
selected after the confirmation of transgenesis in the generation of T3 plants by the
amplification of fragments by polymerase chain reaction (PCR) and by the level of
expression of the transgenes by quantitative amplification of reverse transcripts (RT-
gPCR). Among the eight V-ATPase-A and five AK events, four V-ATPase and three
AK events were chosen. The transgenic event delivery assays allowed to detect a
significant decrease in herbivory for AK3 and VATPase 4.1 events and the silencing of
T. absoluta target genes when fed on AK3 and VATPase 1.2 events. For the delivery
assays of synthetic dSRNA molecules through medium in detached leaflets of tomato
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cv. Santa Clara that absorbed dsRNA via petiole, there was a significant reduction in
the herbivory of T. absoluta in leaflets treated with 2 and 4 pug of dsRNA with AK gene
sequences and in treatments with 1 and 4 ug of dsRNA with V-ATPase A gene
sequences in compared to water control. In conclusion, this work developed an efficient
methodology for the delivery of tomato cv. Micro-Tom e detected the reduction of
herbivory and gene silencing of T. absoluta when caterpillars fed on the transgenic
events of RNAI for gene AK and V-ATPase A. It also showed lower herbivory of T.
absoluta with the delivery of dsRNA synthesized in vitro for the target genes AK and
V-ATPase A.

Keywords: RNAI. Tuta absoluta. dsRNA deliveries. Gene silencing.
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1 INTRODUCAO

A agricultura tem importancia primordial para a humanidade, visto que os
produtos de origem vegetal séo utilizados para inumeros fins, desde para 0 consumo
humano e animal, como também para aplicagées modernas, como na producédo de
biocombustiveis, energia elétrica e medicamentos (BOLFE et al., 2018). Embora o
setor agricola esteja se modernizando com objetivo de atingir maiores indices de
producao agricola, seja pela automatizacao das atividades no campo ou pela adocao
das boas praticas agricolas e da biotecnologia, a baixa produtividade agricola por
fatores climaticos e ocorréncias de pragas e doencas € uma preocupacgao
(Organizacdo das Nacdes Unidas para a Alimentacédo e a Agricultura - FAO et al.,
2021).

O tomate (Solanum lycopersicon L.), originario da América do Sul, é cultivado
em mais de 175 paises e ocupa a oitava colocacdo no ranking agricola global,
representando R$ 58 bilhdes de ddlares no mercado mundial (COMPANHIA
NACIONAL DE ABASTECIMENTO - CONAB, 2019). No Brasil, a producédo de tomate
possui grande relevancia, jA que o pais € o0 nono maior produtor no mundo,
arrecadando cerca de R$ 6,04 bilhdes ao setor agricola (INSTITUTO BRASILEIRO
DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA - IBGE, 2021). Em 2020, aproximadamente
55,6 mil hectares de tomate foram cultivados, produzindo cerca de 3,9 milhdes de
toneladas do fruto, sendo os estados de Goias, Sao Paulo e Minas Gerais 0s maiores
produtores (IBGE, 2021).

A producdo sustentavel de tomate em condicbes de clima tropical, € um
grande desafio devido ao rapido surgimento e crescimento de varias pragas e
doencas. Algumas pragas sao objeto de grande preocupacéo na cultura do tomate
por apresentarem alta incidéncia, como a Tuta absoluta (Meyrick, 1917) (Lepidoptera:
Gelechiidae), conhecida popularmente como a traca-do-tomateiro (PEDROSO,
2020), podendo causar entre 80 e 100% de perdas no rendimento da producéo
agricola comercial de tomate (DESNEUX et al., 2010; GUILLEMAUD et al., 2015).
Descrita como uma espécie nativa da Ameérica do Sul, a T. absoluta se tornou
importante ameaca a producdo mundial devido ao seu rdpido desenvolvimento e
rapida dispersdo e adaptagcdo a novas areas (TONNANG et al., 2015; URBANEJA et
al., 2013).
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As estratégias de manejo para o controle da T. absoluta incluem taticas de
controle cultural, varietal e biolégico (BOTTEGA et al., 2017; KAOUD, 2014;
CAPARROS MEGIDO; HAUBRUGE; VERHEGGEN, 2013; ZAPPALA et al., 2012).
A principal estratégia de controle adotada no Brasil é o controle quimico (DESNEUX
et al.,, 2010; LATORRACA; SOUSA; FORNES, 2008). No entanto, a eficacia do
controle quimico apresenta sérias limitagcdes. O numero excessivo de pulverizacdes
e a auséncia da rotacdo dos principios ativos dos inseticidas aumentam a pressao
de selecao sobre a praga, acarretando o surgimento de populacdes resistentes aos
inseticidas (HADDI et al., 2012; SILVA et al., 2016). Combinado a isso, o habito
minador da praga e arquitetura da planta séo fatores que também dificultam a acéo
dos inseticidas sobre a praga-alvo, gerando falhas de controle no campo (GUEDES
et al., 2019).

Neste contexto, alternativas sustentaveis e ambientalmente responsaveis para
controlar insetos pragas nos cultivos agricolas sdo essenciais. A descoberta e
compreensao de um mecanismo de agéo por RNA de interferéncia (RNAI), altamente
conservado em organismos eucariotos, apresenta potencial no controle de insetos
pragas, levando a alteracdes no desenvolvimento do inseto, perda do apetite,
infertilidade ou até morte (HUVENNE; SMAGGHE, 2010), reduzindo o impacto do
ataque na producao de alimentos.

RNAi é um mecanismo de regulacdo génica que atua em nivel
pés-transcricional (PTGS - post-transcriptional gene silencing), desencadeado por
uma molécula de RNA dupla fita (dsRNA) com sequéncias de nucleotideos
homologas a um gene-alvo (MEISTER; TUSCHL, 2004). O controle da expressao
génica ocorre com a clivagem do RNA mensageiro-alvo (MRNA) no citoplasma,
impedindo a sua traducdo e interferindo na sintese e acumulo de proteinas (CHICAS;
MACINO, 2001). Essa técnica de silenciamento génico possibilita o estudo e
descoberta das funcdes de genes, bem como aplicacbes na agricultura (BELLES,
2010; ZHANG et al., 2017; ZHAO et al., 2011).

Para o controle de insetos, diversas abordagens de RNAIi tem sido analisadas,
demonstrando o potencial do silenciamento em insetos através da entrega de
dsRNA via injecao direta em organismos alvo (ARAKANE et al., 2005; TOMOYASU
et al., 2008); por meio de plantas transgénicas expressando dsRNAs (BAUM et al.,
2007; PRICE; GATEHOUSE, 2008; ZHANG et al., 2017); por meio de organismos

modificados, como virus e bactérias, para expressar dsRNA (BENTO et al., 2019; GU
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et al.,, 2011; TIAN et al., 2009); pela entrega de dsRNA via dieta artificial ou natural
ou a entrega direta via pulverizacdo de dsRNA em superficie foliar, ou mesmo sobre
0 inseto. (SCOTT et al., 2013). A eficacia do mecanismo de RNAi pode variar
dependendo do modo de entrega, espécie-alvo, genes-alvo, tecido, quantidade e
comprimento da molécula de dsRNA fornecida (HUVENNE; SMAGGHE, 2010;
TERENIUS et al.,, 2011). Aliado ao uso do RNAIi para o controle de insetos, a
producéo comercial de moléculas de dsRNA sintéticas avancam e apresentam queda
de custos, se tornando uma opcdo competitiva para fornecimento de dsRNAS,
visando uma alternativa mais barata e eficiente no manejo de insetos-pragas
(RODRIGUES et al., 2021.

O potencial de silenciamento génico por RNAiIi em Tuta absoluta foi
demonstrado por meio da absorcao da solucdo de dsRNA por foliolos destacados de
tomate e expressao transiente apos agroinfiltracao foliar, provocando o silenciamento
dos genes alvos da subunidade A catalitica vacuolar ATPase (V-ATPase A) e a
arginina quinase (AK) (CAMARGO et al., 2016). Plantas transgénicas expressando
dsRNAs homologos a regides dos genes V-ATPase e AK também foram capazes de
afetar o desenvolvimento da T. absoluta e silenciar a expressao dos genes alvos no
inseto (CAMARGO et al., 2016). O fornecimento de Escherichia coli HT115 (DE3)
expressando dsRNA em dieta artificial também causou o silenciamento do gene AK
e aumento na mortalidade larval de T. absoluta (BENTO et al., 2020).

A partir desse contexto, o presente estudo obteve geracbes avancadas
em homozigose de eventos transgénicos expressando dsRNA de genes-alvo
de T. absoluta gerados por Camargo et al. (2016). Os eventos transgénicos foram
caracterizados molecularmente, para posteriormente avaliagao do efeito da expresséao
de fragmento de dsRNAs AK e V-ATPase A sob investigando diversos parametros
bioldgicos relacionados ao desenvolvimento e dano provocado pela Tuta absoluta.
Para tal, foi testado o numero suficiente de lagartas por folha que permitiesse a
alimentacao e sobrevivéncia dos individuos até o final do ciclo de vida, analisando os
resultados de duragéo das fases larval, pupal e adulto, viabilidade larval e pupal, e
dano ou éarea foliar consumida. Além disso, foi avaliado o efeito nas lagartas de

T. absoluta da alimentacao apods a entrega de moléculas de dsRNA sintéticas.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Tuta absoluta

A traca-do-tomateiro foi primeiramente descrita como Phthorimaea absoluta
(Meyrick 1917) coletada em Huancayo, Peru. O nome do género foi alterado trés
vezes, para Gnorimoschema absoluta (1962), Scrobipalpula absoluta (1964),
Scrobipalpuloides absoluta (1987), e por fim nomeada de Tuta absoluta (Povolny,
1994). A T. absoluta € um microlepidoptero minador pertence a ordem Lepidoptera,
subordem Ditrysia, superfamilia Gelechioidea, familia Gelechiidae e subfamilia
Gelechiinae (MICHEREFF FILHO; GUIMARAES; MOURA, 2013).

A T. absoluta teve sua origem na América do Sul, especificamente na regido
do Chile (GUILLEMAUD et al., 2015). As populagcdes de T. absoluta eram restritas a
Ameérica do Sul até meados de 2006, quando foi detectada inicialmente na Espanha
e espalhou-se rapidamente pelo sul da Europa e, posteriormente, pelo norte da
Africa. Atualmente, a T. absoluta esta presente em todos os paises do Mediterraneo
(DESNEUX et al., 2010), possuindo ampla disperséo e alto potencial reprodutivo
nas regiées, possuindo a capacidade de se desenvolver em uma ampla faixa de
temperaturas entre 10 e 30°C (BARRIENTOS et al., 1998; KRECHEMER,;
FOERSTER, 2015) (Figura 1).

Tuta absoluta (GNORAB)

O Present @ Transient

2021-11-11
(c) EPPO hiips://gd.eppo.int

Figura 1 — Distribui¢cdo geogréfica da Tuta absoluta no mundo (EPPO, 2021)
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Os hospedeiros da traca-do-tomateiro séo as plantas da familia Solanaceae,
sendo o tomateiro o principal hospedeiro. Pode sobreviver em outras solanaceas,
como batata (S. tuberosum), berinjela (S. melongena) e S. gracilius (GALARZA,
1984), e em espécies selvagens do género Solanum, Datura e Nicotiana
(CIFUENTES; CHYNOWETH; BIELZA, 2011).

No tomateiro (Solanum lycopersicum), o ciclo de vida da T. absoluta em média
é de 22 dias em temperaturas variando entre 25 e 27°C, podendo oscilar de 22
a 73 dias dependendo das condi¢cdes ambientais (BARRIENTOS et al.,, 1998;
URBANEJA et al., 2013). Considerada uma espécie multivoltina, pode apresentar
10 a 12 geragOes por ano, e no Estado de S&o Paulo estima-se a ocorréncia de
6 a 9 geracdes por ano (MIHSFELDT, 1998). O ciclo de vida da T. absoluta
compreende quatro estagios de desenvolvimento, ovo, larva, pupa e adulto,
sendo considerada um inseto holometabolo por apresentar metamorfose completa
(SANDA et al., 2018) (Figura 2). Em sua fase adulta, T. absoluta € uma mariposa
pequena de 10 a 11 mm de comprimento, com habitos crepuscular-noturno-auroral,
e apresenta coloracdo cinza-prateada, antenas filiformes e palpos labiais recurvados
(URBANEJA et al., 2013).

A longevidade dos adultos em média é de 10 dias, podendo variar em funcéo
da temperatura, do tipo de alimento da fase larval e do sexo. Os machos emergem
antes que as fémeas, e o acasalamento ocorre logo apds a emergéncia dos adultos.
As fémeas fecundadas possuem o habito de ovopositar individualmente ao longo das
nervuras dos foliolos, na superficie superior e inferior das folhas. Podem também
depositar seus ovos em brotos, hastes, no calice das folhas e nos frutos (DESNEUX
et al., 2010; URBANEJA et al., 2013). As fémeas tém alta capacidade reprodutiva,
ovipositando cerca de 260 a 300 ovos durante seu ciclo de vida, e 76% dos ovos séo
depositados na primeira postura (BOGORNI; CARVALHO, 2006; MIHSFELDT, 1998;
SANDA et al., 2018). Os ovos séo elipticos, pequenos (0,36 mm x 0,22 mm), e variam
de branco cremoso a amarelo brilhante (SANDA et al., 2018).

A fase juvenil inicia apés a eclosao das lagartas, 4 a 6 dias apds a oviposi¢ao
em condicdes de temperaturas entre 20 e 25°C (NEGI et al., 2020). A fase de lagarta,
em condi¢cdes controladas de temperatura e umidade (25+1°C; 65+10% UR), pode
variar de 13 a 15 dias, e consiste em 4 instares, bem definidos em tamanho e cor
(BOGORNI; CARVALHO, 2006; DE CASSIA; COELHO; FRANCA, 1987). O primeiro

instar larval é caracterizado pelas lagartas de cor creme e a cabeca escura,
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medindo 1,6 mm de comprimento. Apés a ecloséo, as larvas penetram nas folhas,
frutos ou haste e vao se tornando progressivamente verdes com a alimentacao.
No segundo, terceiro e quarto instar, as larvas medem aproximadamente 2,8; 4,7 e
8 mm, respectivamente, e podem ser diferenciadas com maior precisdo através da
medicao da largura da capsula cefalica. Apds o desenvolvimento das lagartas, param
de se alimentar e tornam-se pupas (URBANEJA et al., 2013).

As pupas (crisdlida) sdo obtectas, medem de 4 a 5 mm, apresentam
inicialmente coloragéo esverdeada e, posteriormente, coloragcdo marrom-amarelada.
Podem ser envoltas por uma teia de seda esbranquicada, cuja funcéo é protecéo e
fixagdo nas plantas. Quando dentro de galerias e frutos, nota-se a auséncia das teias
de seda. A fase de pupa dura em média 10 dias, podendo ocorrer com as pupas fixas
na superficie de folhas novas e em folhas velhas, hastes, frutos e préxima a superficie
do solo (BOGORNI; CARVALHO, 2006; DE CASSIA; COELHO; FRANCA, 1987,
SANDA et al., 2018).

Ciclo de vida da Tuta absoluta

Pupa
Fase de pupa: 10a11d

e 2
¥ 4

I

L1 L2 L3 L4

Adulto
Longevidade: 10a 11 d

N

22dias
(ovo a adulto)

 T2silec
“UR: 65£10% -

\

Lagarta
Fase larval:13a 15d

Figura 2 - Ciclo biolégico da Tuta absoluta. Esquema demonstrando as quatro fases de
desenvolvimento (ovo, larva, pupa e adulto), variacdo da duracdo de cada fase e dano foliar
por Tuta absoluta

Os danos ocasionados pelas lagartas de T. absoluta na cultura do tomate sé&o
preocupantes, visto que podem atacar durante todo o ciclo de desenvolvimento da
cultura (BIONDI; GUEDES; WAN, 2018). Uma importante caracteristica da biologia
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da traca-do-tomateiro é seu habito minador e o consumo dos tecidos do mesdfilo das
folhas, produzindo, deste modo, minas irregulares, que posteriormente, tornam-se
lessdes necroticas causando reducdo da capacidade fotossintética e da biomassa
vegetal. Ja o ataque aos frutos e as hastes, sado caracterizados pela formacao de
galerias, podendo comprometer o desenvolvimento das plantas, e tornando mais
suceptiveis ao ataque de patdégenos, com infeccbes secundarias (HARIZANOVA,
STOEVA; MOHAMEDOVA, 2009; URBANEJA et al., 2013).

Considerada uma praga devastadora do tomate, a T. absoluta causa perdas
de 80 a 100% na producao se nao controlada de forma adequada (DESNEUX et al.,
2010; GUILLEMAUD et al., 2015; PFEIFFER et al., 2013). As taticas de controle de
T. absoluta séo realizadas pelo uso de inseticidas quimicos, feroménios sexuais e
armadilhas. Além da soltura de predadores e parasitdides, da pulverizacdo de
biopesticidas a base de micro-organismos ou metabdlitos secundarios de plantas e
incorporacgao de cultivares de tomateiro tolerantes (SANDA et al., 2018; URBANEJA
et al., 2013).

O controle quimico € o método mais utilizado, porém apresenta limitada
eficiéncia, devido ao habito minador da praga, que dificulta o alcance da molécula
inseticida na lagarta no interior da folha, o que acarreta também rapida capacidade
de surgimento de populacfes resistentes aos inseticidas (SILVA et al., 2016).
Dos inseticidas registados para controle de T. absoluta, j4 ha relatos de populacdes
resistente aos ingredientes ativos cloridrato de cartape, abamectina, permetrina, e,
mais recentemente, as diamidas, o novo grupo de inseticidas mais usados contra
lepidopteros (HADDI et al., 2012; RODITAKIS et al., 2015; SIQUEIRA; GUEDES;
PICANCO, 2012).

O uso de agentes bioloégicos como bioinseticidas a base de Bacillus
thuringiensis, Beauveria bassiana ou liberacdo de parasitoides tem apresentado
sucesso no manejo da praga para niveis limiares significativamente mais baixos
(URBANEJA et al., 2012; AYNALEM et al., 2021; GIUSTOLIN et al., 2001; PIRES et
al., 2010; AYNALEM et al., 2021; SALAS GERVASSIO et al., 2019) . No entanto, no
controle de pragas esses agentes de controle podem nao ser eficientes para niveis
populacionais altos das pragas e podem ser severamente afetados por planejamento
inadequado, especialmente quando os métodos de controle quimico sdo usados
conjuntamente (PIRES et al., 2010).
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Todas as taticas de manejo apresentam certa eficacia contra a praga, porém
é dificil que uma unica abordagem possa controlar totalmente, principalmente em
grandes areas e com altos niveis de infestagdo. Com isso, novas abordagens séo
requeridas no controle de Tuta absoluta para prevenir o aparecimento de populacdes
resistentes, reduzir o excesso de pulverizacdes de quimicos e preservar 0s inimigos

naturais.

2.2  RNAIi: Mecanismo do silenciamento génico por RNA interferente (RNAI)

Os primeiros indicios de silenciamento génico por RNA de interferéncia
surgiram no inicio da década de 1990, a partir de um trabalho que buscava a
introducéo de coépias extras do gene chalcona sintase (CHS) em petlnias visando
obtencdo de plantas com flores de pigmentacdo mais intensa. Entretanto, os
resultados obtidos foram de plantas com flores totalmente ou parcialmente brancas
e roxas, indicando uma diminuicdo da expressédo de transcritos do gene enddgeno,
contrariando a hipoétese inicial que a insercdo de cOpias extras poderia aumentar a
expressdo do gene de interesse (NAPOLI; LEMIEUX; JORGENSEN, 1990). O
fendmeno foi descrito como Co-supressao. Posteriormente, com a caracterizagao
molecular e maior compreesdo do fendmeno foi denominado de ‘silenciamento
génico poés-transcricional’ (post-transcriptional gene silencing — PTGS).

Mecanismos moleculares similares foram descritos em diversos outros
organismos, e estavam relacionados a um importante mecanismo natural de defesa
antiviral, responsavel por proteger as células contra a infeccdo de RNAs de virus, ou,
ainda, atuar no controle da expressdo de elementos genéticos moveis
(DOWNWARD, 2004; OBBARD et al., 2009). Em 1998, a partir de um estudo
utilizando o nematoide Caenorhabditis elegans, determinou que a molécula
desencadeadora do PTGS era o RNA de fita dupla (em inglés, double-strand RNA—
dsRNA) (FIRE et al., 1998). Assim, foi cunhado o termo “Interferéncia de RNA” (RNAI)
para nomear o silenciamento génico a partir de moléculas de dsRNA (FIRE et al.,
1998). O trabalho, de autoria principal do Dr. Andrew Fire e do Dr. Craig Mello foi
laureado com prémio Nobel em medicina e fisiologia no ano de 2006
(FIRE et al., 1998).

O RNAI é um mecanismo de regulagéo génica, altamente conservado durante

a evolugdo dos organismos eucariontes. Atua em nivel pos-transcricional sobre
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moléculas de mRNA no citoplasma. O mecanismo é desencadeado pela presenca
de um dsRNAs com sequéncias de nucleotideos homologas ao gene alvo (MEISTER;
TUSCHL, 2004). As moléculas de dsRNAs sdo processadas por enzimas RNAse-lIl,
de uma categoria denominadas como Dicer, resultando em moléculas de cadeia
dupla menores, nomeadas como pequenos RNAs de interferéncia (siRNA). Os
siRNAs possuem tamanho de 20 a 25 nucleotideos (nt), apresentando 2 nt
protundentes (overhanging) na extremidade 3’-OH de cada fita, e normalmente
possuem um grupo fosfato na extremidade 5’ (ELBASHIR et al., 2001).

Apos o processamento, o SiRNA é rearranjado em um complexo efetor de
multicomponentes denominado “complexo silenciador induzido por RNA” (RNA
Induced Silencing Complex—RISC), que contém uma proteina importante da familia
Argonauta (Ago). A proteina Ago contém um dominio RNAse-H, responsavel pela
clivagem e descarte de uma das fitas do siRNA, e associa a outra fita ao complexo
RISC resultando em um complexo RISC ativo (KETTING, 2011). O complexo RISC
se liga por complementariedade da sequéncia de nucleotideos ao mRNA alvo, realiza
a clivagem deste e impede que ocorra a traducdo do mRNA (HUTVAGNER; SIMARD,
2008).

O silenciamento génico de RNA é classificado em autbnomo e ndo-autbnomo.
O RNAIi autbnomo refere-se ao silenciamento restrito as células que produzem
dsRNA ou que sao diretamente expostas a dsRNA introduzido experimentalmente
(WHANGBO; HUNTER, 2008). Para que ocorra o silenciamento génico nas células,
ou o RNAI autbnomo, é necessario gue se tenha os componentes celulares para o
processamento do dsRNA e formacao do complexo RISC. Diferentemente, quando
o0 dsRNA é absorvido do ambiente, ha o envolvimento do RNAI ndo-autbnomo, que
engloba o processo de absorcdo (denominado RNAi ambiental) e o de transmisséo
(RNAI sistémico), quando as células possuem a capacidade de exportar 0 dSRNA,
ou, pelo menos, sinais de silenciamento derivados do dsRNA, para outras células
distantes ou mesmo outros tecidos, e sua ocorréncia depende das proteinas de
membrana (SID) e da enzima RdRP (HUVENNE; SMAGGHE, 2010; JOGA et al.,
2016; WHANGBO; HUNTER, 2008). Um fato importante € que o RNAi ambiental
pode ser observado em organismos uni e multicelulares, enquanto RNAI sistémico é

exclusivo dos organismos multicelulares.
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Desde sua descoberta, o RNAi emergiu como uma ferramenta Gtil em genética
reversa para o estudo de funcdo e regulacdo dos genes devido seu potencial
silenciador de genes (BEN-AMAR et al., 2016). Por meio de estudos em biologia foi
possivel identificar o potencial da aplicagdo pratica de RNAi em campos da
agricultura a medicina. Em relacdo a agricultura, a atividade de RNAI foi alcancada
em insetos (NANDETY et al.,, 2014). Estudos iniciais com RNAi empregavam a
microinjecdo como forma de entrega de dsRNA aos insetos, além da imersédo de
cultura de células ou larvas de insetos em solugbes ricas em dsRNA, os quais
forneceram embasamento para a atividade RNAI nestes organismos e auxiliaram na
escolha de genes alvos essenciais para silenciamento em insetos (KOCH; KOGEL,
2014). Os silenciamentos de genes essenciais nos insetos podem levar a morte,
tornando o dsRNA uma molécula inseticida para o controle de pragas.

Nos insetos, 0 RNAI pode ocorrer por diversas formas de entregas da molécula
de dsRNA, administradas a célula por microinjecéo, transfeccdo ou expressdo de
transcritos na forma de repeticdes invertidas (hairpin) ou transgenes enddgenos,
assim como via alimentacao artificial com dieta, imersao de folha em solucéo, peciolo
destacado ou aplicacdo tépica no inseto ou planta via pulverizacao, injecao tronco, e
absorcao radicular (BURAND; HUNTER, 2013; RODRIGUES; FIGUEIRA, 2016).

Visando a aplicabilidade em campo, a alimentac&o e/ou ingestao da molécula
de dsRNA é uma forma de entrega mais pratica para controle de insetos em larga
escala (YU et al., 2013). Porém, a entrega de dsRNA por ingestao possui limitacbes
a serem superadas que influenciam na eficiéncia do silenciamento génico
(HUVENNE; SMAGGHE, 2010). Os lepidépteros e coleGpteros possuem uma matriz
ou membrana peritréfica no intestino meédio, que consiste em uma rede organizada
de fibrilas de quitina mantidas juntas por proteinas de ligacdo e glicanos, que
preenchem o0s espagos intersticiais, criando uma peneira molecular, cujas
propriedades sédo dependentes do conteudo ibnico e pH (HEGEDUS et al., 2009;
LEHANE, 1997). A matriz peritrofica € uma barreira contra patdgenos e substancias
toxicas, bem como protecédo das células do intestino a danos mecanicos (LEHANE,
2002). Também controla o transporte de alimentos para o interior do intestino médio,
0 que pode interferir no caminho do dsRNA até o intestino (SHI et al., 2004).

Existem também ribonucleases presentes no instestino dos insetos que
podem afetar a estabilidade da molécula de dsRNA causando rapida degradacéo
(JOGA et al, 2016; KATOCH; THAKUR, 2012; WANG et al.,, 2016). Mais
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recentemente, em individuos da ordem lepidoptera, foi descoberto um gene
denominado up56, que codifica uma proteina, ‘RNAI efficiency-related nuclease’
(Rease), responsavel pela digestdo de dsRNA tanto in vitro quanto in vivo (GUAN et
al., 2018). Além disso, espécies das ordens Lepidoptera, Coleptera e Diptera
possuem intestinos com pH extremamente alcalinos (pH > 8,0), reduzindo a
estabilidade da molécula de dsRNA (HARRISON, 2001).

2.3 Captagao, transferéncia e amplificacdo do dsRNA nas células

O mecanismo de captacdo e movimento de dsRNA célula a célula foi descrito
pela primeira vez no organismo modelo C. elegans, onde multiplas proteinas SID
agem com as vias endociticas e sdo essenciais para a captacdo e dispersdo de
dsRNA (TIJSTERMAN et al., 2004; WINSTON et al., 2007). A proteina de membrana
denominada SID-2 é responséavel pela absorcdo dos dsRNA no intestino de
C. elegans via ingestdo, estdo situadas nas células epiteliais do intestino e
transportam os dsRNAs por endocitose do Iiumen intestinal para o interior da célula
(MCEWAN; WEISMAN; HUNTER, 2012). Posteriormente, por meio de canais SID-1,
proteinas de membrana conservadas com multiplos dominios transmembrana,
exportam as moléculas de dsRNA por movimento passivo para outras células
(WINSTON; MOLODOWITCH; HUNTER, 2002). Foi identificado em C. elegans
também uma proteina SID-3 como uma tirosina quinase conservada necessaria para
a importacao eficiente de dsRNA (JOSE et al., 2012), e uma SID-5 que interage com
proteinas endossOmicas tardias e auxilia na propagacao extracelular do sinal de
RNAI (HINAS; WRIGHT; HUNTER, 2012).

Em insetos, tém sido foram identificados ortdlogos de SID-1, denominadas
SID-like (SIL-A, SIL-B e SIL-C) em diversas ordens e espécies, mas, até entdo, ndo
é claro o envolvimento desses ortélogos na captagdo dos dsRNA nesses organismos
(HUVENNE; SMAGGHE, 2010; VELEZ; FISHILEVICH, 2018). Em pulgbes do
algoddao e da soja (Aphis gossypii, Aphis glycines), por exemplo, as proteinas
SIL sao estruturalmente semelhantes a SID-1 de C. elegans, porém seu papel na
mediacdo da captagcdo de dsRNA néo foi confirmado (BANSAL; MICHEL, 2013;
XU; HAN, 2008). Em organismos do género Tribolium, genes semelhantes a Sid-1
podem nédo ser ortdlogos a Sid-1 de C. elegans, mas sim ao gene Tag-130 que nao
esta relacionado ao RNAiI ambiental em nematdides (TOMOYASU et al., 2008).
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Ja as espécies Nilaparvata lugens (XU et al., 2013), Leptinotarsa decemlineata
(CAPPELLE et al., 2016), e Tribolium castaneum (MILLER; BROWN; TOMOYASU,
2008) possuem proteinas do canal tipo SID-1 que estao envolvidas no processo de
absorcdo de dsRNA. No transcriptoma de T. absoluta foram encontrados homologos
de SID-1, mas nao de SID-2 (CAMARGO et al., 2015). O fato é que o gene sid-2 até
agora nao foi encontrado em espécies de insetos, e com base na gama de insetos
estudados até agora, o papel das proteinas SIL na captacdo de dsRNA nesses
organismos é claramente varidvel, com o SIL facilitando o RNAi em algumas
espécies, mas ndao em outras (JOGA et al., 2016).

Em insetos dipteros, nenhum ortélogo SIL foi encontrado e, ainda assim, o
RNAI foi demonstrado em muitas moscas e mosquitos, indicando que as proteinas SIL
também ndo sdo necessarias para a captacdo de dsRNA nesses insetos (BOISSON
et al., 2006; GOTO; KADOWAKI; KITAGAWA, 2003; PETRUK et al., 2006). Em
Drosophila melanogaster, ndo foi possivel identificar homologos de SID-1, e a
importacdo do dsRNA extracelular ocorre por um processo endocitico seletivo
mediada pela proteina clatrina formando vesiculas iniciais até a liberacdo
endossbmica para o citoplasma (SALEH et al., 2006; ULVILA et al.,, 2006).
Nos insetos, a absorcdo de dsRNAs em varias espécies envolve a endocitose
mediada por clatrina, como no Tribolium castaneum, Bactrocera dorsalis, Diabrotica
virgifera, Leptinotarsa decemlineata (CAPPELLE et al.,, 2016; LI et al.,, 2015;
PINHEIRO et al., 2018; SALEH et al., 2006; XIAO et al., 2015). Mas ainda néo se tem
conhecimento de como o dsRNA é liberado do endossomo, e este pode permanecer
preso em algumas células, como por exemplo nos lepidépteros, que apresentam
recalcitrdncia ao RNAi (YOON; GURUSAMY; PALLI, 2017).

Outro mecanismo celular importante para o efeito do RNAIi é a amplificacdo do
sinal de dsRNA, influenciado pela presenca de uma RNA-polimerase dependente de
RNA (RNA-dependent RNA Polymerase - RdRP), que amplifica gerando
siRNAs secundarios, que prolongam o silenciamento génico, que podem agir na
mesma célula ou serem transportados para outras mais distantes (HUVENNE;
SMAGGHE, 2010; JOGA et al., 2016). O mecanismo consite no alongamento da fita
do siRNAs ligada ao mRNA alvo (ssRNA), produzindo mais moléculas de dsRNA
(SIJEN et al., 2001). A RdRP esta presente em nematdides e plantas, e € responsavel
pela resposta robusta de RNAI nesses organismos. Entretanto, em insetos, nao foi
encontrado nenhum homaologo candnico de RARP (TERENIUS et al., 2011), incluindo
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em T. absoluta (CAMARGO et al.,, 2015), o que pode acarretar a demanda de
grandes quantidades de moléculas de dsRNA para obtencéo de um efeito moderado
de silenciamento génico, especialmente em insetos das ordens Hemiptera e

Lepidoptera que sdo menos sensiveis ao RNAI (Dalmay et al., 2000).

2.4 Métodos de entrega de dsRNA aos insetos

A primeira aplicacdo de RNAiI bem-sucedida em insetos foi realizada com o
método de entrega por microinjecdo, que gerou a perda de asas por meio do
silenciamento de dois genes em D. melanogaster (KENNERDELL; CARTHEW,
1998). Posteriormente, essa técnica foi utilizada em diversas espécies de insetos,
como Tribolium castaneum (BROWN et al., 1999), Anopheles gambiae (BLANDIN
et al., 2009), D. melanogaster, Apis mellifera (BELLES, 2010), demonstrando a
conservacao do mecanismo de RNAI nos insetos, além de ser uma ferramenta Util
para estudos gendmicos funcionais (JOGA et al., 2016). Em paralelo, outras
formas de entrega foram sendo testadas e validadas nos insetos de varias ordens.
Por exemplo, ensaios com Plutella xylostella mostraram que larvas alimentadas com
goticulas de dsRNA apresentaram reducdo eficiente da expressdo de um gene
envolvido na resisténcia ao inseticida permetrina (BAUTISTA et al., 2009).
Em Bemisia tabaci foi demonstrado que uma dieta artificial com solucdo de sacarose
mais dsRNA resultou em mortalidade significativa, menor fecundidade e longevidade
nas moscas adultas (GROVER; JINDAL; BANTA, 2019). Em Nilaparvata lugens,
também foi testado a entrega em dieta artificial contendo dsRNA alvo para um gene
de desintoxicacdo, 0 que acarretou maior sensibilidade do inseto a mecanismos
naturais associados as plantas (SUN et al., 2013).

Por meio desses métodos de dieta artificial foi demonstrado que a entrega de
dsRNA pela alimentagdo é viavel para gerar silenciamento génico nos insetos, e
geraram a perspectiva de uma nova alternativa para o controle de insetos-pragas.
A entrega via ingestdo € um método de entrega menos invasivo, facilmente aplicavel
em campo, e com maior proximidade as condi¢cdes reais de fonte exdgena de
dsRNA (HUVENNE; SMAGGHE, 2010). Entretanto precisa ser estudado criticamente
em relacéo ao inseto-alvo, e a melhor forma de aplicar no campo para atingir apenas

0 inseto-alvo.
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As principais formas estudadas de entrega de dsRNA a ser ingerido pelo
inseto-alvo sdo por meio da absorcdo de dsRNA pela raiz, injecdo em vasos de
vegetais ou tronco, pulverizagao foliar e plantas transgénicas (JOGA et al., 2016).

O hébito alimentar € um parametro importante a ser considerado. Por exemplo,
foi descrito que para pragas sugadoras-perfuradoras, que se alimentam de seiva do
floema ou pragas que se alimentam do caule, um método de fornecimento de dsRNA
em um sistema de irrigagao seria eficiente, e no estudo com Ostrinia furnacalis isso
foi demonstrado, afetando a sobrevivéncia da praga (LI et al., 2015). Em bioensaios
com folhas destacadas ap6s a absorcdo de uma solucdo aquosa com dsRNA foi
obtido mortalidade e reducdo de transcritos em Diaphorina citri, inseto sugador de
seiva do floema (ANGELOTTI-MENDONCA et al., 2020). A seiva do floema é um
meio livre de RNase ou com quantidade muito baixa, beneficiando a estabilidade do
dsRNA (DOERING-SAAD et al., 2002).

Para insetos mastigadores, métodos de entrega via pulverizagcdo sao
indicados, e podem ser aplicaveis diretamente na praga no campo ou pulverizadas
nas plantas que a praga vai se alimentar (YAN et al., 2020) . Um estudo explorou a
pulverizacdode dsRNA homélogo ao gene da actina de Leptinotarsa decemlineata,
resultando em atraso no desenvolvimento do inseto ou mortalidade, e fases de
segundo instar ndo conseguiram sobreviver até o quarto instar em plantas de batata
tratadas (SAN MIGUEL; SCOTT, 2016). O dsRNA mostrou-se estavel por 4 semanas
na planta (SAN MIGUEL; SCOTT, 2016). Outro estudo demonstrou que a
pulverizacdo de dsRNA diretamente em lagartas de primeiro instar de Helicoverpa
armigera resultaram em alta mortalidade e ecdise anormal em lagartas e pupas
(ZHANG et al., 2015).

Na ordem Lepidoptera é a fase jovem, que ocasiona danos diretos as plantas,
com habito alimentar mastigador, ingerindo bastante tecido vegetal (GALLO et
al.,1988). Estudos de RNAI em lepidopteros foram realizados por uma técnica de
alimentacdo por gotas contendo solucdo de sacarose e dsRNA, resultando no
silenciamento da carboxilesterase (EposCXE1l) no inseto Epiphyas postvittana
(TURNER et al, 2006). Os niveis de transcricdo do EposCXE1l cairam
gradualmente e ndo instantaneamente ao longo do tempo pés-alimentagédo, com os
niveis de expressdo relativa mais baixos ocorrendo 7 dias apdés a alimentacao
(TURNER et al., 2006). Também foi demonstradaa eficiéncia de RNAi com a entrega

de dieta contendo Escherichia coli expressando dsRNA de quitina sintase (SeCHSA),
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diminuindo a taxa de sobrevivéncia de Spodoptera exigua (TIAN et al., 2009). Testes
de injecdo de dsRNA em embrides de Plodia interpunctella também resultaram em
silenciamento do gene triptofano oxigenase e perda de pigmentacao da cor dos olhos
(FABRICK; KANOST; BAKER, 2004). Outros estudos com lepidépteros, demonstram
gue tanto a entrega de dsRNA por injecdo como alimentacdo com gotas contendo
dsRNA, reduziu significativamenteos niveis de transcricdo do gene da serina-
protease (SfT6), diminuindo em mais de 90% em relacdo ao tratamento controle,
sendo ligeiramente mais proeminentes quando o dsRNA foi administrado por via oral
(RODRIGUEZ-CABRERA et al., 2010).

Focando no silenciamento de Lepidopteros, é necessario que se tenha uma
producdo suficiente de dsRNA para entrega aos insetos que apresenta certa
recalcitrancia (GUAN et al,, 2018). Os dsRNA podem ser produzidos em
microrganismos (bactérias, fungos e virus), in vitro com kits especificos, sistemas
livres de célula, e em plantas transgénicas (SILVER; COOPER; ZHU, 2021).

A producdo sintética em larga escala das moléculas de dsRNA estd em
expansdo e se tornando mais econOmica, facilitando as aplicagbes em campo.
Estudo mostra que o uso de moléculas sintéticas, produzidas in vitro e livre de célula
afetou a sobrevivéncia e diminuiu a expressédo do gene-alvo no inseto Leptinotarsa
decemlineata (RODRIGUES et al., 2021). Assim como, 0 uso dessas moléculas
afetou o crescimento e sobrevivéncia de L. decemlineata, e em campo o cotrole do
inseto foi to eficaz quanto o controle do inseticida spinosad, mas com uma atividade
mais lenta comparado ao spinosad que age bem mais rapido no controle do inseto
(PETEK et al., 2020).

Outra estratégia de entrega de dsRNA incluem engenharia genética de
plantas. O desenvolvimento de plantas transgénica de RNAI inicia-se, de modo geral,
a partir da escolha do gene-alvo para silencimento génico do inseto, cujo RNA é
extraido e utilizado para sintese do DNA complementar (cDNA), o qual é utilizado
para amplificacdo dos fragmentos do gene-alvo por reacdo de cadeia de polimerase
(em inglés, Polymerase Chain Reaction - PCR) para entdo, clonagem do produto de
PCR em um vetor plasmidial (CAMARGO et al., 2016; FACTOR et al., 2022).
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Um vetor de silenciamento, de forma geral, é constituido de uma regiao
promotora que direciona a expressao dos fragmentos do gene-alvo no sentido senso
e antissenso, sendo separados por uma regido intrbnica, até uma sequéncia
terminadora (PRASKAD et al., 2017; FACTOR et al., 2022). A obtencédo das plantas
transgénicas de RNAI se baseia em inserir os fragmentos em repeticdes invertidas
das sequéncias dos genes-alvo do inseto-praga no genoma da planta (FACTOR
et al., 2022). A transformag¢do nuclear de uma célula vegetal com o vetor de
silenciamento permite que maquinaria de transcricdo da célula expresse os dsRNAs
em forma de grampo e, a partir da recuperacéo in vitro do material transformado,
obtencao de planta transgénica de RNAi (BAUM et al., 2007; CAMARGO et al., 2016).

Plantas transgénicas de RNAI foram testadas para o controle de insetos das
ordens Coleoptera e Hemiptera (KATOCH et al., 2013), por exemplo para o controle
de Diabrotica virgifera em milho (BAUM et al., 2007), Sitobion avenae em trigo
(XU et al., 2014) e, mais recentemente, de Bemisia tabaci em plantas de tabaco
(GONG et al., 2021). Também ja demonstraram resultados significativos no controle
de lepidépteros, como obtencéo de 40% de mortalidade e reducéo de cerca de 50%
no peso de lagartas de T. absoluta quando alimentadas com foliolos de plantas
transgénicas de tomateiro expressando genes-alvo da V-ATPase A e AK
(CAMARGO et al.,, 2016). Outro trabalho obteve mortalidade de 57,5; 67,5;
70 e 50% em pupas de Spodoptera litura, Chilopartellus, Plutella xylostella e Maruca
vitrata, respectivamente, pelo silenciamento do gene-alvo chitin synthetase A por
meio da ingestédo de plantas de tabaco transgénicas de RNAi (RANA et al., 2020).

Eventos transgénicos sao capazes de induzir niveis distintos de expressao dos
dsRNAs nas plantas, visto que raramente 0s transgenes se inserem nos mesmos
locais genomicos e em mesmo numero de cépias no genoma das plantas (RANA et
al., 2020). Ainda é importante evidenciar que a inser¢cdo do transgene € aleatoria e
pode ocorrer em regides promotoras ou dentro des genes da planta, e, desse modo,
pode influenciar negativamente no desenvolvimento, crescimento e reproducao
vegetal e, em casos extremos, impedir a viabilidade do material transformado
(LATHAM et al., 2006).

Os dsRNA expresso em plantas transgénicas € susceptivel ao processamento
pela maquinaria de RNAI da propria planta, sendo, entdo, o dsRNA processado em
siRNA pela acéo de ribonucleases ainda no interior da célula vegetal, o que reduz a

eficiéncia do silénciamento de genes-alvo do inseto-praga quando a planta
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transgénica € consumida por gerar siRNAs distintos da maquinaria do inseto?
(KUNTE et al.,, 2019). Entretanto, como uma estratégia de superar a acado das
ribonucleases, utiliza-se da transformacdo cloroplastidial de plantas, ou seja, a
insercao e expressao dos transgenes no genoma do cloroplasto que nao possui
maquinaria de processamento de dsRNAs (ZHANG et al., 2017).

Outros aspectos negativos relacionados a utilizacdo de plantas transgénicas
de RNAI para controle de pragas sao relacionados ao alto custo envolvido e longo
processo de regulamentacdo de produtos transgénicos, além de resiténcia na
aceitacdo pelo consumidor, visto que, no Brasil, cerca de 50% dos consumidores
associam plantas transgénicas a aspectos negativos (CAPALBO et al., 2015; KUNTE
et al., 2019).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Criacao da Traca-do-tomateiro (Tuta absoluta)

A criacao dos insetos foi mantida segundo a metodologia adaptada de Bajonero
e Parra (2017), no Laboratoério de Melhoramento de Plantas (LAMP/CENA) (Figura 3).
A colbnia foi obtida a partir de insetos doados da criacédo de Tuta absoluta da empresa
FMC Agricola. As lagartas recém-eclodidas foram transferidas para plantas de
tomateiro (S. lycopersicum) cultivar “Santa Clara”, e mantidas em gaiolas de acrilico
de dimensdes 70x50x50 cm em sala com ambiente controlado, com temperatura de
25°C + 2°C, fotofase de 14h e umidade relativa de 50-70%. Apdés o periodo de
alimentacao das lagartas e periodo de pupa em uma gaiola, os adultos que emergiam
eram transferidos para outra gaiola reservada a coOpula e postura, onde foram
mantidos foliolos de tomateiro “Santa Clara” para que houvesse a centralizacdo das
posturas, otimizando a coleta dos ovos. As gaiolas foram monitoradas diariamente
para coleta de adultos recém-emergidos, fornecimento dos alimentos e limpeza de

residuos.

Desenvolvimento Coleta de
das lagartas ovos

s T 4

ovos em plantas
hospedeiras

Figura 3 - Criacdo de Tuta absoluta. Esquema mostrando as etapas realizadas na manutencao
da populacédo de Tuta absoluta em laboratério
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3.2 Material vegetal

Nos ensaios de alimentagdo foram utilizadas plantas de tomateiro (Solanum
lycopersicum) cv. Micro-Tom comum e linhagens Micro-Tom transgénicas com
construcbes de silenciamento do gene V-ATPase (pK7GWIWG2(])::35SATPase-
esaPTA) e Arginina quinase (pK7GWIWG2(1)::35SAK-KA) (CAMARGO et al., 2016).
As linhagens transgénicas To foram avangadas até a geragdo T3, selecionadas através
da pulverizacéo de solugéao de canamicina 400 mg/L em mudas de 14 dias de idade.
A solucéo de canamicina foi pulverizada durante trés dias consecutivos nas mudas e
aguelas que néo apresentaram clorose foram levadas a diante para coleta de
sementes. As linhagens T2 que geraram plantas T3 100% resistentes a canamicina
foram consideradas homozigotas, e em seguida, caracterizadas para a presenca do
inserto e para o nivel de expresséo do transcrito e usadas nos ensaios de entrega as

lagartas de T. absoluta.

3.3 Otimizacao de ensaio com plantas de tomateiro Micro-tom

Foi realizado um ensaio inicial para analisar a alimentagcéo da Tuta absoluta em
plantas de tomateiro Micro-tom, com o objetivo de definir o nimero adequado de
lagartas por folha que permitisse uma avaliacdo precisa de dano foliar e analisar o
desenvolvimento do inseto nestas plantas. O ensaio foi realizado com trés tratamentos
e cinco repetigdes por tratamento. Os tratamentos foram definidos com diferentes
densidades de lagartas colocadas por planta. Cada repeticdo consistia em uma planta
com 30 dias ap6s a semeadura. Foram colocadas 3, 6 e 9 lagartas recém eclodidas
em uma folha por planta, posicionando uma lagarta por foliolo (Figura 4) e
dependendo do tratamento duas ou trés lagartas por foliolo. Posteriormente a folha foi
envolvida por um saco de argan, fazendo as lagartas se alimentarem de uma unica
folha. O ensaio foi conduzido em condi¢des controladas, com temperatura de 25°C +
2°C, fotofase de 14h e umidade relativa de 50-70%. Os parametros bioldgicos
avaliados foram duracdo das fases de desenvolvimento (lagarta, pupa e adulto),
viabilidade larval e de pupa, que correspondem a porcentagem de lagartas que se
tornaram pupas e pupas que originaram adultos respectivamente. A area do dano
foliar foi medida através do Software ImageJ (SCHNEIDER; RASBAND; ELICEIRI,
2012).
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Figura 4 — Representagdo da metodologia usada para transferéncia de trés lagartas recém
eclodidas de Tuta absoluta em uma folha do tomateiro Micro-Tom. N&o representa o tamanho
real dos objetos.

3.4 Extracdo de DNA e andlise por PCR das linhagens transgénicas

Amostras das folhas mais novas expandidas no apice das plantas Micro-tom
transgénicas de RNAIi foram coletadas aos 28 dias ap6s semeadura. Os tecidos
vegetais foram macerados em cadinho com o uso de nitrogénio liquido. O DNA total
foi extraido pelo método Doyle & Doyle (1990) modificado, utilizando cerca de
150 mg de material vegetal. O DNA total foi quantificado em fluorébmetro (Thermo
Scientific) e a qualidade do DNA extraido foi confirmada em gel de agarose 1%.
Para confirmacao da presenca dos transgenes nas amostras de DNA foi realizado a
técnica de Reacdo em cadeia da polimerase (Polymerase chain reaction - PCR).
Foram utilizados primers especificos (Tabela 1) para amplificacdo das
regibes do gene V-ATPase e AK, citados no trabalho de Camargo (2016). Para
amplificacdo do AK foi testado também um iniciador sentido do promotor 35S
(GCACAATCCCACTATCCTTC) juntamente com um iniciador reverso especifico do
gene alvo. A reacdo de PCR foi realizada nas seguintes condicdes: 25 ng de DNA
genbmico, 2,5 ul de tampéao 10x, 1,5 Mm de MgCI2, 0,2 yM de dNTP’s, 0,1 uM de
cada primer, 1,5 U de enzima Taq DNA polimerase, em volume final de 25ul. As
condicdes de amplificagdo em termociclador foram 95°C por 2 min, seguido de 35
ciclos de 95°C por 15s, 63°C por 25s e 72°C por 40s e extenséao final de 72°C por 5
min. Os produtos de amplificacdo foram submetidos a eletroforese em gel Tris-
Acetato-EDTA (TAE) 1% agarose.
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3.5 Extracdo de RNA para a sintese de cDNA e confirmacao da expressao das
linhagens transgénicas por amplificacdo quantitativa de transcritos reverso
(RT-qPCR)

A confirmagéo da expressdo de transcritos transgénicos foi realizada por
amplificagdo quantitativa de transcritos reverso (RT-qPCR). Os experimentos
continham cinco replicatas biologicas e cada replicata um pool de quatro folhas de
plantas diferentes do mesmo evento/linhagem transgénica. O RNA total foi extraido
a partir de cerca de 100 mg de tecido foliar com o reagente Trizol (Invitrogen),
segundo recomendacdes do fabricante. A concentracdo de RNA total foi estimada
por absorbancia sem diluicdo prévia usando NanoDrop (ThermoScientific) e a
qualidade foi avaliada por eletroforese em gel 2% de agarose com brometo de etideo.
Para a sintese de cDNA, 4 ug de RNA foram tratados inicialmente com DNAse | e
inibidor de RNAse Ribolock (Fermentas), seguido da transcricdo reversa usando
SuperScript 1l (ThermoScientific) com 1,5 ug do RNA tratado. A qualidade do cDNA
foi analisada com a amplificacdo via PCR com primers de actina (Tabela 1), e
visualizado em gel de 2% agarose.

A reacdo de RT-gPCR continha 5 pL of SYBR Green qPCR Master Mix
(Invitrogen; Carlsbad, CA, EUA), 0,2 yM de cada primer, 1 uL of the 1:10 (v/v) cDNA
e agua Milli-Q estéril para completar volume final de 14 uL. A analise de RT-gPCR
foi realizada no RotorGene-6000 (Qiagen; Hilden, Alemanha), e foi incluido um
controle negativo sem cDNA. As condi¢gdes de amplificagdo no termociclador foram
inicialmente 50°C por 2 min e 95°C por 2 min, seguido de 40 ciclos de trés etapas:
95°C por 20 s, 60° C por 30 s e 72°C por 30 s. Apds a amplificagéo, foi determinado
a curva de dissociagao entre 72 e 95°C. Em todos os experimentos, valores de Cq
(ciclo de quantificacdo) foram usados para determinar a diferenca de expressao
relativa dos genes. A expresséo relativa foi padronizada com o gene de actina de
tomateiro como referéncia, e a expressao relativa foi calculada de acordo Livak &
Schmittgen (2001). O delineamento foi de cinco réplicas biologicas e duas réplicas

técnicas.
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Tabela 1 — Sequéncias de primers especificos usados no PCR e RT-gPCR

Gene Senso Antisenso Amplicon (pb)
V-ATPase A ACCTGTCGGAGATCGTGCAG AACGGGCAGAAACGGTCGTA 139
AK GGCACATTCTACCCACTCAC GATGGTCCTCTTCGTTGCAC 190
Actina GGTCCCTCTATTGTCCACAG TGCATCTCTGGTCCAGTAGGA 100
EF1 CCTGGGCACAGAGATTTCAT GTCCGTTCTTGGAGATACCG 118

3.6 Ensaio de Dano foliar com tomateiro Micro-Tom transgénico

As plantas transgénicas de tomateiro Micro-tom expressando dsRNA dos
genes V-ATPase A e AK foram entregues para lagartas recém eclodidas de Tuta
absoluta. Todos os ensaios de entrega a seguir foram mantidos em temperatura de
25°C * 2°C, fotofase de 14h e umidade relativa de 50-70%, e as folhas envolvidas
com saco de argan, fazendo as lagartas se alimentarem de uma unica folha.

Foram realizados dois ensaios de dano foliar com plantas transgénicas.
Um para o gene AK composto de trés tratamento, duas linhagens AK (AK6 e AK3) e
o controle Micro-tom nao transgénico (MT). E uma para o gene V-ATPase A,
composto de cinco tratamentos, quatro linhagens: VATPase 1.2, VATPase 4.1,
VATPase 6.2, VATPase 11, e o controle Micro-tom néo transgénico (MT). Em ambos
os ensaios foram utilizadas 12 plantas por tratamento com 35 dias apés semeadura,
sendo que em cada planta foi selecionado 2 folhas para transferéncia de 3 lagartas
por folha (n=72) como demostrado na Figura 4. Ap6s 12 dias de alimentagéo, as
lagartas foram coletadas e pesadas em balan¢a de preciséo, e mantidas em placa
de petri até a formacdo de pupa. As pupas foram pesadas com 24 horas apos
formadas.

E fotos foram tiradas das folhas para o célculo da area foliar consumida (cm?) com

auxilio do Software ImageJ.

3.7 Ensaio de silenciamento génico com tomateiro Micro-Tom transgénico

Para verificar o silenciamento génico nas lagartas de T. absoluta causado pela

alimentacdo em plantas de tomateiro Micro-tom transgénicas, foi realizado um ensaio
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para linhagens AK, e outro para linhagens V-ATPase. Em ambos o0s ensaios
foram avaliados o silenciamento dos genes alvos (AK, V-ATPase) em trés tempos
(2, 4 e 6 dias) apos o inicio da alimentagcdo de lagartas recém eclodidas. Em cada
tratamento foi transferido 20 lagartas por planta, e havia quatro plantas ou repeti¢coes
por tratamento. Foram selecionados para 0s ensaios, os dois eventos de cada um dos
genes alvos que obtiveram o melhor controle da herbivoria de T. absoluta, o0 AK3, AK6,
VATPase 4.1 e VATPase 1.2.

3.8 Extracdo de RNA e sintese de cDNA das amostras de T. absoluta para
andlise de expressao por RT-gPCR

Para a analise de amplificacdo quantitativa de transcritos reversos (RT-gPCR)
dos ensaios de silenciamento génico em lagartas de T. absoluta, foi extraido o RNA
total de um pool de 20 lagartas por amostras ou réplicas biolégicas. A maceracao das
amostras foi realizada com o auxilio do homogeneizador de amostras Bead Ruptor 24
Elite (Omni International, Inc., Kennesaw, GA), em tubos eppendorf 1,5 ml.
Posteriormente, a extracdo de RNA foi realizada seguindo o protocolo do kit de
extracdo de RNA Direct-zol™ RNA MiniPrep (Zymo Research) que utiliza amostra
preparada em reagente TRIzol (Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA) e extracdo em
coluna Zymo-Spin Column. Apés extracdo, o RNA total foi quantificado em NanoDrop
(Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, EUA) e sua integridade foi visualizada em
gel TAE de 1% agarose corado com 1,5% (v/v) de brometo de etideo. O RNA total foi
tratado utilizando 2 pg do RNA de cada amostra e 2 U de DNase | (Life Technologies)
em tampado apropriado seguindo o protocolo da enzima. As amostras foram
guantificadas novamente apds tratamento, e 600 ng de RNA tratado foi utlizado para
a sintese de cDNA, acrescidos de 1 ul de oligo (dT) (50mM) e 4gua DEPC inativa. As
amostras foram incubadas a 65°C por 5 minutos, resfriadas a 10°C, seguida da adi¢cao
de 4 ul de 5X First-Strand Buffer, 1 ul de DTT (0,1M), 40 U de Ribolock, 1 ul de dNTP
(10mM) e 200 U de SuperScript® Il RT (Life Technologies). A reacéo foi incubada a
25°C por 15 min, 50°C por 60 min e 70°C por 15 min.

Apos a sintese, foi analisada a qualidade do cDNA por amplificacéo via PCR
com primers especificos do gene elongation factor 1-alpha (EF1 alpha) (Tabela 1) e
visualizagcdo em gel TAE 2% de agarose. Os cDNA foram utilizados na reacdo de
gPCR, na diluicdo de 1:10 (v/v) de cDNA e agua Mili-Q autoclavada na reacdo com
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primers de V-ATPase A (Tabela 1) a 5mM, e diluicdo 7:10 (v/v) na reacdo com primers
de AK (Tabela 1) a 10mM, ambos com volume de 0,2 ul adicionados a reacdo. A
reacao de qPCR também continha 5 pL of SYBR Green gPCR Master Mix (Invitrogen;
Carlsbad, CA, USA). A andlise de RT-gPCR foi realizada no RotorGene-6000 (Qiagen;
Hilden, Germany), e foi incluido um controle negativo sem cDNA. As condi¢cdes de
amplificacdo no termociclador foram inicialmente 50°C por 2 min e 95°C por 2 min,
seguido de 40 ciclos de trés etapas: 95°C por 20 s, 60° C por 30 s e 72°C por 30 s.
Apés a amplificacdo, foi determinado a curva de dissociacdo entre 72 e 95°C. Em
todos os experimentos, valores de CQ (ciclo de quantificacdo) foram usados para
determinar a diferenca de expressao relativa dos genes. A expressao relativa foi
padronizada usando o gene elongation factor 1l-alpha (EF1 alpha) como gene de
referéncia, e calculada utilizando a equacgéo de Livak & Schmittgen (2001). As andlises

de RT-gPCR foram realizadas com quatro réplicas biolégicas e duas réplicas técnicas.

3.9 Sintese de dsRNA sintético e entrega para lagartas de Tuta absoluta

As sequéncias dos genes AK e V-ATPase A inseridas no vetor de
silenciamento para a transformacdo do tomateiro Micro-tom, realizada por Camargo
(2016), foram utilizadas para a sintese de dsRNA. As sequéncias continham 285 pb
para V-ATPase (GenBank: KM591219) e 262 pb para AK (GenBank: KM591220). O
gene da proteina verde fluorescente (GFP) foi usado como controle negativo. O vetor
GFP::L4440 foi utilizado para selecdo de uma sequéncia de 262 pb do gene GFP.
Os dsRNAs foram produzidos pela empresa RNA Greentech LLC, Texas, EUA, por
um meétodo de transcri¢do in vitro usando um modelo de DNA contendo um promotor
T7 em ambas as extremidades, uma enzima conhecida como T7 RNA polimerase e
ribonucleosideo trifosfato (rNTP).

O ensaio de entrega de foliolos de tomate Santa Clara foi realizado com quatro
tratamentos (AK, V-ATPase A, GFP e agua) e quatro doses de dsRNA (1, 2, 4
e 8 ug), e cada tratamento com 10 repeticdes (Figura 5). Primeiramente, os foliolos
destacados foram mantidos de molho em solugcdo de 2% de hipoclorito durante
10 min, seguido da lavagem em &gua corrente e mais 20 min de molho em agua
destilada. Em seguida, os foliolos foram colocados em tampas de tubo Falcon para
absorcdo de 4 mL de solucdo aquosa contendo dsRNA. Apos 24h apresentando

absorcdo total das soluc¢des os foliolos foram transferidos para tubos Falcon de



39

15 ml com solucdo nutritiva de Hoagland (HOTHEM; MARLEY; LARSON, 2003)
diluida em 10x. Apds 6 dias de alimentacdo das lagartas de T. absoluta, foi avaliada

a area foliar consumida em cada tratamento.
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Figura 5 — Representagéo da metodologia utilizada no ensaio de entrega de dsRNA sintético
absorvidos por foliolos de tomate Santa Clara.

3.10 Andlise estatistica

Os niveis de expressao relativa dos genes AK e V-ATPase A das linhagens
transgénicas foram analisados por One-way ANOVA seguido do teste de
comparacdes multiplas de Tukey em p<0,05.

Os niveis de expressao relativas dos genes AK e V-ATPase A A em lagartas
de T. absoluta coletadas nos diversos tempos de alimentacdo em plantas
transgénicas foram analisados por Two-way ANOVA. As comparacdes pareadas
foram realizadas usando o teste t em p<0,05.

Nos ensaios de medicao da area foliar consumida, peso de lagarta e pupa, e
duracédo da fase larval os dados foram analisados por One-way ANOVA, seguido do
teste de comparac¢des multiplas de Tukey em p<0,05.

Os dados de area foliar consumida no ensaio de entrega de dsRNA com doses
crescentes foram analisados por Two-way ANOVA, e comparacdes pareadas usando

o teste t em p<0,05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Otimizacao de ensaio com plantas de tomateiro Micro-tom

Inicialmente foi conduzido um ensaio para analisar a alimentagcdo da Tuta
absoluta em plantas de tomateiro Micro-tom com o objetivo de determinar o niUmero
suficiente de lagartas por folha que permitisse a alimentacdo e sobrevivéncia dos
individuos até o final do ciclo de vida, e permitir a avaliacao precisa dos danos foliares
causados pela alimentacdo das lagartas. Os parametros biol6gicos avaliados nesse
primeiro ensaio foram a duragdo das fases de desenvolvimento da
T. absoluta (lagarta, pupa e adulto), viabilidade larval e pupal, que corresponde a
porcentagem de lagartas que se tornaram pupa e pupas que originaram adultos, e a

andlise da area do dano foliar para facilitar a medicé&o.

4.1.1 Fase Larval

Primeiro analisamos se a duracao das fases de desenvolvimento da T. absoluta
em tomateiro Micro-tom seria normal comparando com trabalhos de referéncia e se
as densidades ou numero de lagartas testados por folha influenciaria no
desenvolvimento da fase larval. A duracdo da fase larval foi afetada pelo numero de
lagartas colocadas por folha. No tratamento de maior nimero de lagartas por folha
(9 lagartas/folha) a duracdo média da fase larval foi de 10,63 dias, menor em
relacdo aos outros tratamentos, diferenciando significativamente do tratamento com

3 lagartas/folha, que apresentou duracao de 11,8 dias (Tabela 2).

Tabela 2 — Duracéo das fases de larva, pupa e adultos de Tuta absoluta alimentadas em
plantas de tomateiro Micro-Tom. O numero de lagartas por folha representa os tratamentos.
Médias seguidas de letras diferentes mostram diferencas significativas entre os tratamentos
pelo teste de Tukey (p < 0.05)

Duracéo da fase (dias
Tratamento  N° lagartas/folha ¢ ( )

Larva Pupa Adulto
Trat 1 3 11,8 a
Trat 2 6 11,08 ab 7a8 4310

Trat 3 9 10,63 b




41

Comparando a duracdo da fase larval com estudo da biologia da T. absoluta
em cultivar de tomate do grupo Santa Cruz, o cultivar Santa Clara que favorece o
desenvolvimento das populagbes desta praga devido sua suscetibilidade, foi
observada uma duragéo da fase larval de 12,45 dias em condi¢cdes controladas de
25+1°C; 65+10%UR e fotofase de 12h (BOGORNI; CARVALHO, 2006). Em outro
trabalho que estudou o consumo do mesofilo foliar por T. absoluta foi observada uma
duracéo de 12,6 dias de fase larval em condi¢des controladas de 25+1°C; 65£10%UR
e fotofase de 12h (BOGORNI; SILVA; CARVALHO, 2003). Diferenciando um pouco
desse valores, lagartas também alimentadas de folhas de cultivar Santa Clara
demonstraram uma fase larval de 10,68 dias em condi¢des de 25+1°C, 70+10%UR e
fotofase de 14 horas (MIHSFELDT; PARRA, 1999). Os valores de fase larval obtidos
no ensaio conduzido aqui em Micro-Tom estdo proximos aos descritos, com variacdes
que podem ter ocorrido devido a densidade de lagartas, na maior densidade
(9 lagartas/folha), as lagartas consumiram mais rapidamente a folha, provocando um

encurtamento da fase.

4.1.2 Fase de pupa e adulto

Posteriormente, analisamos a duracdo da fase de pupa obtida que durou entre
de 7 a 8 dias. Todos os tratamentos, apresentaram esse intervalo de duragcéo da fase
de pupa, o que, portanto, ndo foi afetado pelas densidades de lagartas dos
tratamentos. Comparamos essa duragao a estudos mencionados anteriormente, que
analisam o desenvolvimento de T. absoluta em cultivar de tomate Santa Clara, e
quando foram observadas duracdo da fase de pupa de 7,47 dias (BOGORNI;
CARVALHO, 2006) ou 7,44 dias (MIHSFELDT; PARRA, 1999), demonstrando que as
pupas sob condigbes ambientais controladas apresentam comportamento similar
guando alimentadas em Micro-Tom em relac&o a cultivar Santa Clara.

A longevidade dos adultos observadas no presente trabalho variou de 4 a 10
dias em todos os tratamentos. No entanto, ndo foi oferecida nenhuma solucéo
acucarada que pudesse regular a duragao desta fase. Na literatura a longevidade
descrita varia entre 10 e 15 dias para as fémeas e 6 a 7 dias para machos (DESNEUX
et al., 2010; URBANEJA et al., 2012).
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4.1.3 Viabilidade das fases de T. absoluta

O ensaio de otimizacdo da densidade de lagartas demonstrou que o tomateiro
Micro-Tom pode ser um hospedeiro viavel para ensaios de laboratério com Tuta
absoluta. Tanto a viabilidade larval como a pupal apresentaram valores igual ou
superior a 80% em todas as densidades de lagartas testadas por folha (Tabela 3).
Comparando esses resultados de viabilidade com trabalhos que avaliaram a biologia
da T. absoluta em cultivares de tomate Santa Clara, observa-se valores similares.
Empregando a cultivar Santa Clara, a viabilidade larval observada foi de 79,7% e pupal
de 93,55% sob condi¢des ambientais controladas de 25+£1°C, 65+10%UR (BOGORNI;
CARVALHO, 2006). Empregando o Micro-Tom, foi observada viabilidade larval
variando de 88,9 a 93,3% entre os tratamentos de densidades de lagartas por folha,
e de 80 a 100% de viabilidade pupal (Tabela 3). Portanto, as altas viabilidades larvais
observads em ‘Micro-Tom’ sdo comparaveis aos dados observados na literatura,
enquanto a viabilidade pupal se apresentou um pouco menor e ou maiores
dependendo do numero de lagartas por folha. Outro trabalho também obteve
viabilidades semelhantes em lagartas de T. absoluta alimentadas de folhas de tomate
Santa Clara em condi¢des de 25+1°C, 70+10%UR e fotofase 14h. Os valores foram
viabilidade larval de 91,67% e pupal de 89,09% (MIHSFELDT; PARRA, 1999).

Tabela 3 — Viabilidade média das fases de larva e pupa de Tuta absoluta alimentadas em
plantas de tomateiro Micro-tom nas diferentes densidades de lagarta por folha (25 + 2°C,
fotofase:14h; 60 + 10% UR)

Tratamento Viabilidade média (%)
N° de lagartas/folha Larva Pupa
3 93,3 80,0 15
6 86,7 92,0 30
9 88,9 100,0 45

4.1.4 Dano foliar

Além da andlise dos parametros biol6gicos das fases de desenvolvimento
de T. absoluta para otimizacédo de ensaios utilizando plantas de tomateiro Micro-Tom,
foi avaliada o padrdo de herbivoria das lagartas nestas plantas. O objetivo foi definir

um melhor método para facilitar a medicao do dano foliar por meio do software ImageJ.
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A evolucdo do dano foi acompanhada apds a transferéncia de 3, 6 e 9 lagartas por
folha, e foram registradas em trés tempo, aos 5, 7 e 9 dias apos a tranferéncia. Foi
concluido que para avaliagdo do dano foliar, o0 melhor tratamento foi aquele com trés
lagartas por folha por ndo apresentar folhas deformadas que dificultasse a medida da

area da lesao e por fornecer alimento suficiente para as lagartas (Figura 6).

5 DAI 7 DAI 9 DAI

6 lagartas/folha 3 lagartas/folha

9 lagartas/folha

Figura 6 — Representacdo da evolucdo do dano foliar causado pela fase larval de Tuta
absoluta, nas densidades de 3, 6 e 9 lagartas por folha aos 5, 7 e 9 dias apo0s inicio da
alimentacéo.

O ensaio de otimizacdo com plantas de tomateiro Micro-Tom permitiu a
definicio de uma metodologia de uso de plantas de tomateiro Micro-Tom,
proporcionando a estimacgéo do dano causado pela herbivoria e a finalizacao do ciclo
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de vida das lagartas. O tratamento com 3 lagartas por folha, foi 0 que apresentou a
duracéo da fase larval mais proxima aos estudos com plantas de tomate do cultivar
Santa Clara, onde a T. absoluta apresenta melhor desenvolvimento do seu ciclo
biolégico. Além disso, foi demonstrado que as fases de pupa e adulto também se
desenvolvem normalmente, apresentando altas viabilidades da fase larval e pupal. O
tratamento com 3 lagartas por folha também apresentou melhores condi¢cfes para a

avaliacdo do dano foliar, podendo ser facilmente replicavel.

4.2 Ensaio de alimentagdo com tomateiro Micro-Tom transgénico

A partir da determinacao do método adequado para ensaios com plantas Micro-
Tom, foram conduzidos ensaios para avaliar a entrega de dsRNA pelas plantas
transgénicas de tomateiro Micro-Tom expressando fragmentos dos genes AK e
V-ATPase A. As linhas transgénicas foram obtidas por Camargo et al. (2016)
empregando os dois genes alvos (V-ATPase A e AK) com base na resposta de RNAI
relatada para esses genes em outras espécies de pragas. Os fragmentos de genes
alvos foram clonados em vetor de silenciamento binario pK7GWIWG2(l). As
construcdes de silenciamento foram usadas para transformacéo de Micro-Tom. Foram
gerados oito eventos V-ATPase A e cinco AK positivos para a presenca do gene, do
transcrito e siRNA esperados (Camargo et al., 2016). A entrega por folhas de Micro-
Tom transgénicos na geracao To para lagartas de T. absoluta recém eclodidas resultou
em mortalidade e diminuicédo do peso larval (Camargo et al, 2016).

No entanto, para avaliar o potencial de controle de herbivoria por esses genes,
€ analisar os eventos em homozigose para obtencdo do efeito real. Para isso, foram
escolhidos alguns eventos V-ATPase e AK de acordo com a disponibilidade de
sementes em To e ap0s a analise positiva para a presenca do transgene. Os eventos
em geracdes precoces foram avancados até a geracdo Ts por meio de
autofecundacgéo seguido de selecéo para presenca do inserto pela pulverizagdo com
Kanamicina e escolha das plantas sem clorose. A partir de cinco eventos AK, foram
selecionados os eventos AK3, AK5 e AKG6, e dos oito eventos V-ATPase A, gforam
selecionados os eventos denominados independentes VATPase 1.2, VATPase 4.1,
VATPase 6.2 e VATPase 11.
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4.2.1 Caracterizagdo molecular dos eventos transgénicos

Para caracterizar os eventos V-ATPase A e AK, folhas novas do &pice caulinar
foram coletadas para extracdo de DNA e confirmacéo da presenca do transgene por
PCR empregando iniciadores (primers) especificos para amplificacdo de fragmentos
dos genes V-ATPase e AK. Todos os eventos apresentaram amplificacdo dos
respectivos genes na andlise de PCR, confirmando a presenca do transgene no

genoma da planta (Figuras 7 e 8).

100 bp C+ MT AK3 AK5 AK6 AK3 AKS5 AK6 (0]

Figura 7 — Produtos de amplificacdo de fragmentos de 190 pb do gene da Arginina quinase
(AK) nas linhagens AK3, AK5 e AK6 com primers especificos analisados em gel 1% agarose.
As primeiras canaletas representam a amplificacdo empregando primers especificos de AK,
seguido da amplificacdo das mesmas amostras utilizando um primer sentido promotor 35S
juntamento com um iniciador reverso especifico do gene alvo. Nomes na canaleta designam
cada evento de transformacgdo. Canaletas designadascom 0 mesmo nome pertecem ao
mesmo evento de transformacéo. C+ controle positivo (vetor de transformacdo pGEM-T com
sequéncia de AK, MT (Micro-Tom) ndo transgénico, @ sem DNA e 100 bp marcador molecular
de 100 pares de base.
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100bp C+ MT 1.2 1.2 4141 11 6.2 6.2 @

Figura 8 — Produtos de amplificacédo de fragmentos de 139 pb do gene da V-ATPase A nas
linhas transgéncias V-ATPase 1.2, 4.1, 6.2 e 11 com primers especificos do gene analisados
em gel 1% agarose corado com SYBR® Gold (Thermo Fisher Scientific. Os nimeros na
canaleta designam cada evento de transformacé&o. C+ controle positivo (vetor de
transformacao), MT (Micro-Tom) néo transgénico, @ sem DNA e 100bp marcador molecular
de 100 pares de base.

Apo6s a confirmagdo por amplificagcdo enzimatica, foi realizado a andlise de
expressdo dos transcritos transgénicos por RT-gPCR para analisar se 0os genes
estavam de fato sendo expressos nos eventos e em quantidade de forma a selecionas
as linhas que mais expressavam. A analise de RT-gPCR demonstrou que as linhagens
AK e V-ATPase A selecionadas estavam expressando moléculas de dsRNA para os
respectivos genes. Analisando os niveis de expresséo, verificou-se que a linhagem
AKG6 apresentou estatisticamente maior valor de expresséo (Figura 9), e dentro das
linhagens V-ATPase A, a 1.2, 4.1 e 6.2 apresentaram maior nivel de expressao (Figura
10). No estudo de Camargo et al. (2016), os eventos AK3, AK5 e AK6 apresentaram
bandas com intensidade semelhante na avaliagdo de expressao do gene via RT-PCR
(n&o quantitativo). Aqui foi possivel diferenciar a expresséo entre 0s eventos por meio
de RT-gPCR. De forma semelhante, foi demonstrado também a variacdo da

expressao dos eventos V-ATPase A.
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Figura 9 - Expressao relativa do gene AK em plantas de Micro-tom transgénicas, usando o
tratamento AK5 como normalizador. As colunas representam a expressao relativa média *
erro (n=5). Letras diferentes mostram diferengas significativas entre as linhagens de acordo
com o teste de Tukey (p < 0.05). Gene de actina utilizado como gene de referéncia.
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Figura 10 - Expressao relativa do gene V-ATPase A em plantas de Micro-Tom transgénicas
nos eventos VATPase 11, 1.2, 41 e 6.2. Usando o tratamento VATPase 11 como
normalizador. As colunas representam a expressdo relativa média + erro (n=5). Letras
diferentes mostram diferencas significativas entre as linhagens de acordo com o teste de
Tukey (p < 0.05). Gene de actina utilizado como gene de referéncia.
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4.2.2 Alimentagédo da T. absoluta nos eventos trangénicos

Depois de confirmar a presenca e expressao dos transgenes nos eventos
Micro-Tom, seguiu-se com a avaliacdo da entrega de dsRNA para T. absoluta
utilizando o método otimizado de trés lagartas por folha. Desta vez, selecionamos
duas folhas por planta para aumentar o niumero de réplicas biologicas, obtendo
um n maior, de 72 lagartas por evento. Foram realizados dois ensaios de dano foliar
com plantas transgénicas. O primeiro para o gene AK composto de trés tratamentos,
duas linhagens AK (AK6 e AK3) e o controle Micro-Tom néo transgénico (MT), e o
segundo para o gene V-ATPase A, composto de cinco tratamentos, quatro linhas
transgénicas (VATPase 1.2, VATPase 4.1, VATPase 6.2, VATPase 11), mais o
controle Micro-tom nao transgénico (MT).

O ensaio de dano foliar com Micro-Tom transgénico AK demonstrou que o
evento AK3 apresentou estatisticamente menor dano de area foliar consumida por
lagartas de T. absoluta aos 12 dias apoés inicio da alimentacdo, apresentando area
foliar média consumida de 4,62 cm?, enquanto o evento AK6 e o controle Micro-tom
apreesntaram 5,79 e 6,78 cm?, respectivamente. Resultado semelhantes também
foram obtidos por Camargo et al. (2016) com diminuicdo do dano foliar analisado
visualmente aos 7 dias apoés inicio da alimentacdo em folhas de transgénico AK na
geracgao To entregues a T. Absoluta. No trabalho de Camargo et al. (2016), foi utilizado
uma unica planta To para como prova de conceito, ja os resultados deste trabalho
foram em plantas na geracdo T3z com mais réplicas em eventos homozigotos.

Os pesos médios das lagartas aos 12 dias ap0s o inicio da alimentacao foram
inferiores nos tratamentos 4,56 (AK6) e 4,55 mg (AK3) em relacdo ao controle que
obteve 4,72 mg (MT), porém néo apresentando diferenca estatistica significativa. Da
mesma forma, o peso de pupa obtido 24 h apds formacéo foi inferior para os eventos
AK6 (3,92 mg) e AK3 (3,89 mg) em relacdo ao controle MT (4,00 mg), mas assim

como o peso de lagartas, ndo apresentou diferenca estatistica significativa.
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Figura 11 — Avaliacdo de parametros biolégicos de lagartas de Tuta absoluta e dano nos
ensaios de alimentacdo de eventos transgénicos AK. A) Valores de &rea foliar consumida
(cm2) aos 12 dias de alimentac&o nas linhagens transgénicas (AK6 e AK3) e no controle Micro-
tom (MT). B) Peso das lagartas aos 12 dias de alimentacdo. C) Peso de pupas 24 h apoés
formacdo. Barras dos graficos (A,B,C) representam médias + erro (n=72). Médias dos
tratamentos seguidas de (*) e letras diferentes mostram diferencas significativas entre os
tratamentos pelo teste de Tukey (p < 0.05). ns n&o significativo. D) Imagens representativas
de folhas aos 12 dias de alimentac&o.
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O ensaio de dano com tomateiro Micro-Tom transgénico V-ATPase demonstrou
gue o evento VATPase 4.1 apresentou significativamente a menor area foliar
consumida pelas lagartas de T. absoluta aos 12 dias de alimentacao, apresentando
area foliar média consumida de 3,24 cmz2, enquanto o controle ‘Micro-Tom’ apresentou
4,47 cm? de area foliar consumida. Tais resultados também s&o semelhantes ao
descrito para ensaio usando foliolos de eventos To transgénicos V-ATPase A
entregues a T. absoluta, que apresentaram menor herbivoria por andlise visual das
folhas (CAMARGO et al., 2016).

O peso de lagarta aos 12 dias de alimentacdo em eventos Micro-Tom
transgénico V-ATPase corroborou com os dados de area foliar obtidos, demonstrando
um peso de lagarta menor para o tratamento VATPase 4.1. Porém, ndo houve
diferengas estatistica significativas em relagdo ao controle MT. Os pesos obtidos
foram de 4,72 (MT), 4,33 (VATPase 1.2) e 3,89 mg (VATPase 4.1).
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Figura 12 —Parametros biolégicos e dano observados nos ensaios de alimentacdo em eventos
transgénicos V-ATPase A por Tuta absoluta em. A) Area foliar consumida (cm?) aos 12 dias
de alimentacdo nas linhagens transgénicas V-ATPase A e no controle Micro-Tom (MT). B)
Valores médios de area foliar consumida pelas lagartas aos 12 dias de alimentacao. C) Peso
das lagartas aos 12 dias de alimentagdo. Barras dos graficos (A,C) representam médias * erro
(n=72). Médias dos tratamentos seguidas de letras diferentes mostram diferencas
significativas entre os tratamentos pelo teste de Tukey (p < 0.05). ns n&o significativo. D)
Folhas das linhagens ou eventos transgénicos aos 12 dias de alimentacéo.
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Os resultados demonstraram que plantas transgénicas de RNAI expressando
dsRNA para os genes alvos V-ATPase A (evento 4.1) e AK (evento AK3)
apresentaram uma reduc¢ao na herbivoria por Tuta absoluta. Mas, ndo houve diferenca
significativa para os parametros biolégicos avaliados nos insetos, como o peso de
lagartas e de pupa nos testes realizados. No entanto, os genes V-ATPase A e AK séo
descritos como fundamentais para o metabolismo e homeostase em lepidopteros,
afetando o desenvolvimento, muda e sobrevivéncia. Assim, o resultado da diminuigéo
da herbivoria pode ser um ponto inicial para demonstrar o efeito das plantas
transgénicas de RNAI para os gene AK e V-ATPase na T. absoluta (QI et al., 2015; L1,
XIA, 2012; FORGAC, 2007; KOLA et al., 2015).

4.2.3 Ensaio de silenciamento génico

Visando avaliar o efeito da oferta de dsRNA pelas plantas transgénicas de RNAI
dos diferentes eventos AK e V-ATPase A sobre as lagartas de T. absoluta foram
realizados ensaios para estimar o silenciamento dos genes alvos (AK ou V-ATPase)
nas lagartas. Foram empregados dois eventos de cada um dos genes alvos, sendo
selecionados os eventos que apresentaram o melhor controle da herbivoria de T.
absoluta, os eventos AK3, AK6, VATPase 4.1 e VATPase 1.2.

A expressao relativa dos genes AK e V-ATPase de lagartas de T. absoluta
alimentadas com plantas transgénicas foi avaliada via RT-gPCR em amostras
coletadas aos 2, 4 e 6 dias apo0s inicio da alimentacéo (Figura 13). A expressédo do
gene AK foi reduzida significativamente aos 4 dias de alimentacdo em lagartas
alimentadas na linhagen AK3 (Figura 13). Aos 2 e 6 dias de alimentagéo, as lagartas
apresentaram valores meédios de expressao mais baixos que o controle MT, no entanto
ndo apresentou diferenca estatistica. Ja as lagartas alimentadas na linhagem AK®6,
houve um aumento significativo ndo esperado dos transcritos de AK aos 6 dias de
alimentacdo, enquanto que aos 2 e 4 dias de alimentacdo, ndo houve diferenca
significativa entre as expressdes, sendo que aos 4 dias de alimentacdo houve um
valor de expressdo média ligeiramente menor que o controle, mas nao significativo
(Figura 13B).

Ja as lagartas alimentadas em folhas das linhagens V-ATPase A, tanto no
evento 4.1 e 1.2 apresentaram valores de expressdo meédia relativa do gene menores

do que lagartas alimentadas no controle MT (Figura 13C e D). Para as lagartas
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alimentadas nas folhas do evento V-ATPase 1.2 houve diferenca estatistica aos 6 dias
de alimentacdo. Lagartas alimentadas no evento V-ATPase 4.1, nenhuma média

diferiu estatisticamente do controle n&o transgénico.
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Figura 13 - Expressao relativa dos gene alvos V-ATPase A e AK em larvas de Tuta absoluta
(n=20) apos alimentacdo de 2, 4 e 6 dias em plantas transgénicas de RNAi. (A) Arginina
quinase linhagem AK3; (B) Arginina quinase linhagem AK6; (C) V-ATPase A linhagem 4.1;
(D) V-ATPase A linhagem 1.2. As colunas representam a expressao relativa média * erro
(n=4). Médias dos tratamentos seguidas de (*) mostram diferencas significativas entre os
tratamentos pelo teste t (p < 0.05). (**) mostram diferengas significativas entre os tratamentos

pelo teste t (p < 0.01). (ns) nao significativo.

4.3 Entrega de dsRNA sintético

O dsRNA sintético consiste em uma das formas de entrega para gerar o
silenciamento de transcritos alvos nos organismos, e representa uma nova classe de
biopesticida para o controle de insetos (Rodrigues et al., 2021). H4 empresas que
desenvolveram tecnologia para producdo em escala de dsRNA a custos competitivos

e estdo desenvolvendo este mercado. A partir disso, buscamos avaliar o efeito de



54

moléculas sintéticas de dsRNA direcionadas para genes alvos de T. absoluta,
investigando qual seria a forma mais adequada de entrega desses dsRNAs sintéticos.
As moléculas de dsRNA foram sintetizadas pela empresa RNA Greentech LLC, Texas,
EUA.

Com base nos resultados obtidos em ensaios anteriores deste trabalho, e no
estudo realizado por Camargo et al. (2015; 2016) e Bento et al. (2019), os genes AK
e V-ATPase A que apresentaram bons resultados no silenciamento dos genes de T.
absoluta, afetando o desenvolvimento e herbivoria de lagartas de T. absoluta. Com
isso, os fragmentos dos genes AK e V-ATPase A inseridos no vetor de construcéo
transformados por Camargo et al. (2016) em tomateiro Micro-Tom foram os mesmos
fragmentos utilizados para a sintese de dsRNA sintético e entrega a T. absoluta.

Os dsRNA sintéticos foram sintetizados pela empresa RNA Greentech e
enviados ao Brasil, e a qualidade dos dsRNA (V-ATPase A, AK e GFP) foi confirmada
em gel 1% agarose corado com brometo de etideo para posteriormente realizar os

ensaios.

400
300

200
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Figura 14 — Qualidade do dsRNA V-ATPase A (2), GFP (3) e AK (4) em gel 1%, corado

com brometo de etideo. (1) marcador molecular de DNA de 100 pares de base.
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O primeiro ensaio foi conduzido empregando a aplicacéo de doses crescentes
de dsRNA sintético nu (7,14; 14,3; 71,43 e 142,9 ng/uL) mais adjuvante Silwet® L-77
0,03% para melhor espalhabilidade sobre foliolos de tomateiro ‘Santa Clara’ no
volume de 80 pl por foliolo com auxilio de uma pipeta. Apés 4 h, foram inoculadas
lagartas recém eclodidas por foliolo. Esse ensaio ndo resultou em diferencas
significativas em nenhum dos parametros avaliados, area foliar consumida, peso de
lagarta e mortalidade. O objetivo da aplicacéo via pipeta era simular uma aplicacéao
em campo de maneira controlada, sabendo exatamente a quantidade de dsRNA que
havia sido colocado por foliolo. Como ndo houve nenhuma diferenca entre os
tratamentos e controle (agua), foi testado uma outra forma de entrega. Devido a T.
absoluta se alimentar do mesdéfilo foliar da folha, foi discutida a possibilidade do
dsRNA ficar superficialmente na folha quando aplicado via pipeta, e nao ter
apresentado efeito sobre a T. absoluta. Os tecidos vegetais possuem muitas barreiras
a entrada de acidos nucleicos estranhos e aplicados topicamente, como camada
lipofilica recobrindo a epiderme da folha impedindo absorcdo de agua e solutos, e a
degradacdo por nucleases (BENNETT et al.,, 2020). Essas barreiras podem ter
influenciado no insucesso do resultado de aplicacédo via pipeta. A partir disso, foi
testado outra forma de entrega das moléculas de dsRNA.

No segundo ensaio foi realizado a entrega de dsRNA por meio de absorc¢éo de
foliolos de tomate ‘Santa Clara’ destacados. Os foliolos dispostos em tampas de tubo
Falcon absorveram dsRNA diluidos em agua Milli-Q. Foram testadas quatro doses de
dsRNA total por foliolo (1, 2, 4 e 8 ug) para cada gene alvo (AK e V-ATPase A). Apos
6 dias de alimentacdo de lagartas de T. absoluta nos foliolos, foi possivel observar
menor herbivoria nos tratamentos que absorveram dsRNA AK nas doses de 2 e 4 nug
em relacdo ao controle com agua, e na dose de 4 ug em relacdo ao controle com
dsRNA GFP (Figura 13 — A). Resultados como este de menor herbivoria também
foram obtidos em outro estudo com absor¢cdo de dsRNA AK na dose de 5 pug,
constatado por avaliacdo visual (CAMARGO et al., 2016). Em foliolos tratados com
dsRNA V-ATPase A foi observada a diminuic&o significativa da herbivoria nas doses
de 1 e 4 ug em relacéo ao controle com agua e na dose de 1 ug em relacéo ao controle
com dsRNA GFP (Figura 13 — B). Os dsRNA podem ser transportados pelo fluxo do
xilema do peciolo da planta para o resto da planta, e isso pode ter colaborado para o
efeito do dsRNA na T. absoluta (DALAKOURAS et al., 2018).
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Ainda na avaliacdo dos dados, a variacdo da area foliar consumida (Figura 14
— C) ndo apresentou diferencas estatistica entre as doses dentro de um mesmo
tratamento, exceto o tratamento GFP apresentando variacdo da dose de 2 ug em
relacdo a dose de 4 e 8 ug. Mas é possivel identificar nos tratamentos AK e V-ATPase
A uma menor area foliar consumida em relacdo ao controle agua e GFP. E também
gue a area foliar consumida entre os controles agua e GFP ndo apresentam diferencas
significativas, exceto na dose 2ug (Figura 14 — D), que pode ser relacionado a um
certo efeito que dsRNA nao alvos podem causar (NUNES et al., 2013).

A B
AK vs controles VATPase vs controles
* . *
m Agua . |*7* e Agua
* : = AK . ,71 ; = AK
HHHE = VATPase F = VATPase
= GFP =3 GFP
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C D
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2 0s- : = GFP £ 0] = GFP
; 0.6 ; 0.6
;—3_ 0.4 3 0.4
o 0.2 g 0.24
& 0.0- Z 0.0-LHELILE
1248 1248 1248 1248 1248 1248 1248 1248
Dose (ug) Dose (ug)

Figura 15 — Area foliar consumida por lagartas de Tuta absoluta em foliolos de tomate
Santa Clara que absorveram doses crescente de dsRNA de fragmentos de V-ATPase A, AK
e controle dsRNA-GFP e Agua. (A) Comparacéo do tratamento AK com controles GFP e agua;
(B) Comparacao do tratamento V-ATPase A com controle GFP e agua; (C) Comparagéo das
doses dentro de cada tratamento; (D) Comparacdo dos controles GFP e agua. As colunas
representam a &rea foliar média consumida + erro (n=10). Médias dos tratamentos seguidas
de (*) mostram diferencas significativas entre os tratamentos pelo teste t (p < 0.05). (ns) nao

significativo.
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O dsRNA sintético possui grande potencial de uso como bioinseticida, com
resultados promissores no controle de pragas. Foi demonstrado o primeiro
biopesticida a base de RNAI aplicado exogenamente, produzido por uma plataforma
de producdo de dsRNA livre de células, para o controle do besouro Leptinotarsa
decemlineata (RODRIGUES et al., 2021).

O resultado do ensaio com dsRNA sintético conseguiu demonstrar que esses
dsRNA tem efeito no controle de herbivoria de T. absoluta, podendo ser aprimorado
para o a prote¢do do cultivo do tomateiro. Além de reafirmar a utilidade de foliolos

destacados para a entrega de dsRNA via absorcao peciolar.
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5 CONCLUSAO

e A metodologia de trés lagartas por planta em tomateiro Micro-Tom
apresentaram os melhores resultados para medicdo do dano foliar (ou area foliar
consumida), e mais proximos de viabilidade larval e durac&o da fase larval comparada
a valores encontrados na literatura avaliados em plantas de tomateiro Santa Clara,
cultivar onde a T. absoluta se desenvolve melhor.

e A metodologia de trés lagartas por planta em tomateiro Micro-Tom
transgénicos para V-ATPase A e AK conseguiu detectar diferencas significativas de
area foliar consumida entre os diferentes eventos transgénicos, apresentando menor
herbivoria nos eventos AK3 e VATPase 4.1, 1.2 e 11. Confirmando também que a
entrega de plantas transgénicas de RNAIi pode afetar no consumo foliar. E também
causou silenciamento dos genes alvos em T. absoluta aos 4 dias de alimentacao de
lagartas no evento AK3 e aos 6 dias de alimentacdo no evento VATPase 1.2. No
entanto, ndo apresentou diferenca estatistica significativa na avaliacdo de parametros
biolégicos da T. absoluta como peso de lagarta e peso de pupa quando alimentadas
com os mesmos eventos V-ATPase A e AK.

e Os dsRNA sintetizados livre de células (sintéticos) entregues via absor¢ao
peciolar em foliolos destacados de tomateiro Santa Clara acarretaram redugédo na
herbivoria de Tuta absoluta. Demonstrando que a entrega dessas moléculas pode ser

eficiente para a protecao de plantas.
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