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RESUMO

A lagarta Helicoverpa armigera (HUbner) é uma espécie conhecida por sua
caracteristica de polifagia, o inseto é capaz de se alimentar de aproximadamente 200
espécies de plantas hospedeiras, sendo incriminada nas grandes perdas no plantio
de cana-de-acucar, milho, algoddo e principalmente soja. Os prejuizos anuais
associados a esta espécie estimam-se na ordem de 5 bilhdes de délares em todo o
mundo. O uso de inseticidas quimicos é o principal método de controle da lagarta.
Existem poucos inseticidas quimicos ativos, disponiveis no mercado, pois as
populacdes do inseto encontram-se resistentes em funcdo da pressao seletiva e de
aplicacdes inadequadas dos produtos, dificultando o manejo de praga nas culturas.
Neste contexto, a técnica de RNA de interferéncia (RNAI) apresenta-se como uma
alternativa para o controle de diversos insetos-praga, sendo uma técnica com alta
especificidade, permitindo o silenciamento em regibes génicas especificas,
dificultando o desenvolvimento de resisténcia. O desafio para utilizagdo de RNAi como
pesticidas € a identificacdo de genes alvos apropriados. A quitina, polimero de N-
acetilglicosamina, € abundante em estruturas importantes que garantem a
sobrevivéncia do inseto. Assim, 0s genes envolvidos na via de biossintese de quitina,
como a enzima quitina sintase (CHS), constituem-se bons alvos para 0 RNAI,
permitindo o controle seletivo de insetos. Uma regido no gene CHSA e duas no CHSB
de H. armigera foram selecionadas para producéo de dsRNA A, dsRNA B e dsRNAB,
respectivamente. O perfil de expresséo dos genes CHSA e CHSB foram determinados
ao longo do desenvolvimento do inseto por PCRq. A administracdo de dsRNA A e B,
nas doses 1 e 10 g, por alimentacdo, promoveu uma mortalidade significativa entre
60-80%, em relacdo ao controle. Os dsRNA A, dsRNA B e dsRNAB administrados,
nas doses 1 e 10 g, por via topica, promoveram a taxa de mortalidade de 80-90%,
sem diferencas significativas entre as construcdes, mas diferente do grupo controle.
No fendtipo, os insetos tratados com as diferentes construcdes, foi observado um
notavel atraso no crescimento, extravasamento de conteudo interno na altura da
cabeca, escurecimento e deformacdo na cuticula de larvas e pupas. Também um
fendtipo de interrupcdo no desenvolvimento, com a estagnacdo do inseto entre os
estagios de lagarta e pupa. Apos o tratamento tépico com os dsRNAs na dose de 10,0
Hg para silenciamento de CHSA e CHSB foi observado que as trés construcdes
reduziram o peso das lagartas na ordem de 30-38% quando comparado com 0 grupo
controle. Na pupa também ocorreu a perda de peso na ordem de 37 e 28% para 0s
tratamentos com dsRNA A e dsRNA B, respectivamente. O CHSA foi
comprovadamente silenciado no 3° dia apdés o tratamento com dsRNA A, como
mostrado por PCRq, o que justifica a reducdo no peso e os fenétipos encontrados. As
construcfes de dsRNA B e dsRNA AB gerou uma super expressdo do CHSA que
precisa ser melhor investigada. No CHSB, o silenciamento com dsRNA B néo foi
comprovado, no 3° dia apos o tratamento, entretanto, observou-se uma significativa
reducdo dos pesos e os fenoétipos, tanto em larva quanto em pupa, sugerindo que o
silenciamento possa ter sido efetivo em algum periodo apés o tratamento. O dsRNA
A ndo alterou a expressao do CHSB. No grupo tratado com dsRNA AB foi observada
uma super expressao do CHSB, no 3° dia apds o tratamento. Esse grupo apresentou
fendtipo semelhante aos demais e teve a menor perda de peso quando comparado
com o grupo controle (dsRNA GFP), sugerindo que esta super expressao possa ter
contribuido para a diminuicdo da intensidade do fendétipo, perda de peso. O presente
estudo é uma prova de conceito substanciada de que o RNAI tendo como alvo as
CHSs de H. armigera pode ser utilizado no controle da lagarta.
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ABSTRACT

The Helicoverpa armigera (Htbner) caterpillar is a species known for its polyphagic
characteristic, the insect is capable to feed on approximately 200 species of host
plants, being incriminated in the great losses in the crop of sugar cane, corn, cotton
and mainly soy. The annual losses associated with this species are estimated at
around 5 billion dollars worldwide. The use of chemical insecticides is the main method
control. There are few active chemical insecticides available, because the insect
populations are resistant due to the selective pressure and inadequate product
applications, making difficult pest management in crops. In this context, RNA
interference technique (RNAI) presents as an alternative strategy to control several
pest insects, being a technique with high specificity, allowing gene silencing in specific
gene regions, hindering the development of resistance. The key challenge for RNAI
application as pesticides is to identify appropriate target genes. Chitin, a N-
acetylglucosamine polymer is abundant in important structures that guarantee insect
survival. The genes involved with chitin biosynthesis pathway, such as chitin synthase
enzymes (CHS) are good target genes for RNAI, allowing selective insect controlling.
One CHSA gene region and two CHSB gene region of H. armigera were selected to
produce dsRNA A, dsRNA B and dsRNAB, respectively. The gene expression profile
of CHSA and CHSB genes were determined throughout the insect development by
PCRq. The administration of dSRNA A and dsRNA B, 1 and 10 pg doses, by oral
feeding has led to a significant mortality between 60-80% compared to the control
group. The dsRNA A, dsRNA B and dsRNA AB administering, 1 and 10 ug doses,
topically, have led to a mortality rate of 80-90%, without significant differences between
the constructions, but different from the control group. About phenotype, in insects
group treated with dsRNA constructions, was observed growth reduction, internal
content leakage near head, larvae and pupae cuticle darkening and deformation. A
phenotype of development interruption, which the insect develop stagnation was
observed between the caterpillar and pupa stages. After dSRNA topical treatment with
10 pg dose for silencing CHSA and CHSB, was observed that the all constructions
reduced the weight of the caterpillars around 30-38% when compared to the control
group. The pupae stage also lost weight around 37 and 28% after dSSRNA A and dsRNA
B treatments, respectively. The CHSA gene was silenced on the 3rd day after dSSRNA
A treatment as shown by PCRq, which justifies the weight reduction and the
phenotypes found. The dsRNA B and dsRNA AB constructions generated an
overexpression of CHSA gene which needs to be further investigated. For CHSB gene
the dsRNA B silencing was not effective, on the 3rd day after treatment, although
larvae and pupae have showed weight reduction and phenotypes, suggesting that the
gene silencing might have been effective in some period after treatment. The dsRNA
A treatment did not change CHSB gene expression, but weight loss and insect
deformation phenotypes were observed. In addition, dsRNA AB treated group have
occurred a CHSB gene overexpression on the 3rd day after treatment. This group had
the less weight loss when compared to the control group (dAsRNA GFP), suggesting
that this overexpression may have contributed to the reduction of weight loss
phenotype intensity. The present study is a substantiated proof of concept that RNAI
targeting an H. armigera CHS can be used to control the caterpillar.
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1 INTRODUCAO

1.1 Aspectos econdmicos

O agronegocio vem demostrando nos ultimos anos ter grande importancia para
o desenvolvimento do Brasil, destacando-se sua influéncia no setor econémico e
social (BUAINAIN et al., 2014). Segundo dados do Centro de Estudos Avancados em
Economia Aplicada (CEPEA), no ano de 2019, o agronegdcio respondeu por um
qguinto das operac¢des comerciais do Brasil. Neste ano, o Produto Interno Bruto — PIB
do setor foi de R$ 1,55 trilhdo, representando 21,4% do PIB total brasileiro. Sendo a
maior parcela associada ao ramo agricola, que corresponde a 68% (R$ 1,06 trilh&o) e
a pecuaria que corresponde a 32% (R$ 494,8 bilhdes) (CEPEA, 2020). Assim, o
agronegocio apresenta-se como um dos segmentos mais competitivos e eficientes do

Brasil no cenario mundial, sendo o pais o terceiro maior exportador agricola.

Ao longo dos ultimos anos, foi feito um alto investimento tecnologico no setor
do agronegécio, apesar disso, este setor sofreu perdas econémicas substanciais em
razao de pragas (LOPES-DA-SILVA et al., 2014).

No Brasil a politica fitossanitaria € desenvolvida juntamente ao Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) e sdo direcionadas a saude das
culturas, ligada ao desenvolvimento cientifico e a transparéncia das leis vigentes.
Entretanto, o Decreto n° 24.114 de 1934, ligado a politica fitossanitaria nacional,
carece de uma revisao urgente, por estar desconexo, em Varios aspectos, da
realidade da agricultura nacional. Em virtude disso, os prejuizos provocados por
pragas, no Brasil, ainda sao grandes (BRASIL, 1934; RANGEL, 2015).

Na safra 2016/17, os produtores de soja tiveram despesas enormes com
fungicidas, chegando a R$ 8,3 bilhdes, onde 96% do valor total, foram para controle
da ferrugem da soja. O prejuizo com inseticidas e herbicidas utilizados com a cultura
de soja chegou aos R$ 6,2 e R$ 4,8 bilhdes, respectivamente, totalizando uma perda
de R$ 19,3 bilhdes. O custo total com controle na producgéo de soja no Brasil chegou

a um valor correspondente a 16,5% na safra (CEPEA 2019).



Para a cultura de milho, na temporada 2016/17 (primeira e segunda safras), o
custo com fungicidas, inseticidas e herbicidas para os produtores foi de R$ 1,28 bilh&o,
R$ 1,42 bilhdo e R$ 1,53 bilhdo, respectivamente, totalizando um gasto de R$ 4,23
bilhdes, ou 9% do custo total para a producao de milho no Brasil (CEPEA 2019).

A safra de 2016/17 de algodao, por sua vez, apresentou custo tdo grandes
guanto as safras de soja e milho. Neste caso, 0s prejuizos dos produtores com
defensivos agricolas foram de R$ 300 milhdes com fungicidas, R$ 1,2 bilhdo em
inseticidas e R$ 500 milhdes com herbicidas, totalizando R$ 2 bilhdes de prejuizos,
correspondente a 27% do total de custos da producdo do algodao brasileiro nessa
safra, cuja area cultivada foi de 940 mil hectares (CEPEA 2019).

De modo geral, as pragas e doencas que podem acometer diversas culturas
agricolas podem causar a reducdo do volume da producdo, além de prejuizos a
gualidade e garantia de sobrevivéncia dos cultivos, ocasionando em graves perdas
econdmicas. Dessa forma, faz-se necessario o desenvolvimento de novas tecnologias
de baixo custo operacional, ecologicamente viavel e que possibilite a complementacao
ou substituicdo dos métodos de controle quimico, visando a contencdo de pernas

econdbmicas.

1.2 Helicoverpa armigera

1.2.2 Caracteristicas bioecoldgicas de H. armigera

Composto por 18 espécies, o género Helicoverpa (Hardwick 1965)
(Lepidoptera: Noctuidae) esta distribuido de forma cosmopolita. Neste grupo esta
contido alguns dos insetos-praga mais destruidores de culturas agricolas no mundo.
E dentre tais espécies, a Helicoverpa armigera € apontada como a praga agricola mais
distribuida geograficamente pelo mundo, causando assim 0S maiores prejuizos
econdmicos dentro deste género (BEHERE et al., 2007; THOMAZONI et al., 2013).

H. armigera apresenta em seu desenvolvimento biolégico uma metamorfose
completa, seu ciclo de vida compreende as fases de ovo, lagarta, pupa até chegar a
fase adulta, onde adquire maturidade reprodutiva, sendo assim, classificada com um
inseto holometabolo (ALI; CHOUDHURY, 2009; AVILA et al., 2013) (Figura 1). O



periodo de ovo até a emergéncia em adulto dura em torno de 30 a 60 dias, podendo
variar principalmente de acordo com a alimentacgédo e condigfes climéticas (JAYARAJ,
1981; GUEDES et al., 2013).

Algumas caracteristicas fisiolégicas deste inseto influenciam diretamente no
seu potencial como uma praga agricola. H. armigera é descrita como uma espécie
altamente polifaga, logo, possui a capacidade de se alimentar de uma ampla
variedade de espécies vegetais. As lagartas ja foram registradas em mais de 150
diferentes espécies vegetais, se alimentando tanto da por¢cédo vegetativa quanto da
reprodutiva, causando assim danos irreversiveis a planta hospedeira (FITT, 1989;
CUNNINGHAM; ZALUCKI, 2014).

Além disso, as mariposas possuem alta capacidade de dispersao. Farrow e
Daly (1987), descreveram trés tipos de movimentagdes distintas. O movimento curto
ou trivial, com alcance de até 1 km de distancia e que tem como motivacdo a
alimentacao, o acasalamento ou a oviposicdo. O movimento longo, com alcance de 1
a 10 km de distancia, influenciados principalmente pela velocidade do vento; incluindo
movimentacdo entre plantacdes, locais de oviposicdo e emergéncia de larvas em
diferentes hospedeiros vegetais. O movimento de dispersdo pode alcancar centenas
de quilémetros de distancia, influenciados principalmente pela altitude, velocidade do
vento e tempo de voo. Este tipo de movimentacao ocorre, via de regra, em condicdes
locais desfavoraveis a sobrevivéncia, como caréncia de alimento e condicbes
climaticas adversas (FITT, 1989). Na fase de adulto, a elevada taxa de reproducéo e
em condic¢des climaticas e alimentares favoraveis podem chegar até 11 geracdes por
ano (NASERI et al., 2011; REED, 1965).
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Figura 1. Aspectos biologicos de Helicoverpa armigera. Fonte: Modificado de ABAPA, 2014.

1.2.2 Ovo

Os ovos de H. armigera apresentam formato oval com a base achatada e
superficie com estrias longitudinais e transversais. Logo ap0s a postura apresentam
aspecto brilhante e coloragéo variando do branco ao amarelado. Préximo ao periodo

de ecloséo das larvas, a colora¢éo do ovo tende a variar para o marrom escuro (Figura



2). O tempo de incubacéo € de aproximadamente 3 dias e medindo entre 0,42 a 0,60
mm de comprimento e 0,40 a 0,55 mm de largura (ALI; CHOUDHURY, 2009).

#1c8 18B8km

Figura 2. Microscopia de ovos de Helicoverpa armigera. A. Ovo recém eclodido com aspecto brilhante.
B. Ovo em vista dorsal. ET estrias transversais, EL estrias longitudinais. Fonte: modificado de
QUEIROZ-SANTOS et al. (2018).

1.2.3 Estadios Larvais

O estéagio de larva € composto por 5 ou 6 estadios, com duracao variando entre
2 e 3 semanas. O sexto estadio de desenvolvimento da larva pode ndo ocorrer devido
a condicles climaticas e alimentares desfavoraveis, e nesta ultima fase, a lagarta
mede cerca de 30 a 40 mm de comprimento e sua coloragédo pode variar do verde ao
amarelo claro, marrom avermelhado ou preto (CZEPAC et al., 2013; EPPO, 1981)
(Figura 3).

As larvas de 1° e 2° estadios apresentam coloracdo que variam de branco-
amarelada a marrom-avermelhado e cépsula encefélica escura. Neste periodo as
larvas se movimentam pouco e medem de 1,2 a 5,0 mm. Conforme seu crescimento,
as larvas podem apresentar uma variabilidade de coloracdo, podendo sua
alimentacao influenciar também na cor adquirida (ALI; CHOUDHURY, 2009).



Figura 3. Variacdo na coloracdo das lagartas da espécie H. armigera. Fonte: Modificado de SILVA
(2017).

A partir do 4° estadio, uma caracteristica, bem marcante, é observada com a
presenca de tubérculos abdominais escuros na regidao dorsal do 1° segmento
abdominal em forma de semicirculo (Fig. 4), sendo assim possivel diferenciar a H.
armigera de outras espécies de lagartas fisiologicamente parecidas (MATTHEWS,
1999). Além disso, algumas caracteristicas sao peculiares desta espécie como:
capsula encefalica de cor parda clara, linhas laterais brancas e finas, presenca de
pelos, além de tegumento com textura levemente coriaceo (AVILA et al., 2013;
CZEPAK et al., 2013).




Figura 4. Tubérculo abdominal organizado em forma de semicirculo como indicado na figura

em preto. Fonte: Modificado de Silva, 2017.

1.2.4 Pupa

Chegando ao ultimo estadio de larva, as lagartas interrompem a alimentacao e
geralmente se deslocam ao solo onde buscam condi¢cdes de temperatura e umidade
ideais para avancar ao estagio de pupa. O estagio inicial, também conhecido como
pré-pupa, apresenta coloragdo verde-clara e ap0s esclerotizacdo de seu tegumento
adquire a coloragdo marrom (Figura 5). O comprimento varia de 14 a 18 mm, seu
formato é obtecta com extremidades arredondadas tanto na regido anterior quanto na
posterior. A duracdo desta fase varia de 10 a 14 dias, entretanto em condicdes
climaticas desfavoraveis pode ocorrer a diapausa como forma de sobrevivéncia (ALI,
CHOUDHURY, 2009; KARIM, 2000). Na fase de pupa ja é possivel observar um

dimorfismo sexual pela observacéo da genitalia externa (ARAUJO, 1990).

. PSS

Figura 5. Pupas de H. armigera em diferentes etapas de formacao: (A) Pupa recém-formada; (B) Pupa
apos 24h da transformagao. Fonte: Modificado de Silva, 2017.

1.2.5 Adulto

As mariposas de H. armigera apresentam proeminente dimorfismo sexual,
sendo possivel distinguir o macho da fémea pelo tamanho e coloragéo das asas. Os
machos possuem a envergadura e comprimento de aproximadamente 35 e 14 mm,
respectivamente, e coloracéo cinza-esverdeada. Ja as fémeas possuem envergadura
e comprimento de aproximadamente 40 e 18 mm, respectivamente e coloracéo
castanho-alaranjado. (ALI; CHOUDHURY, 2009) (figura 6).



As asas anteriores possuem margem que apresenta uma linha com sete a oito
manchas, seguida de faixa transversal mais clara. As asas posteriores sao de
coloragéo clara e borda na extremidade apical escura (ARAUJO, 1990).

A

Imm

Figura 6. Adultos de H. armigera: (A) fémea em vista dorsal. (B) Fémea em vista ventral. (C) Macho
em vista dorsal. (D) macho em vista ventral. Fonte: Modificado QUEIROZ-SANTOS et al. (2018).

O tempo de vida médio de machos e fémeas na fase adulta é de 9,2 e 11,7
dias, respectivamente, (ALI; CHOUDHURY, 2009). O néctar de flores € um importante
atrativo para mariposas da espécie H. armigera, dessa forma, este recurso é
importante na escolha do vegetal hospedeiro, podendo inclusive influenciar na
capacidade de oviposicdo (CUNNINGHAM, 1999). No periodo de oviposicdo, que
dura cerca de 5 dias, as fémeas desta espécie sao capazes de produzir até 3000 ovos
(REED, 1965; NASERI et al., 2011).

1.3 Ocorréncia e prejuizos econdmicos relacionados a Helicoverpa armigera

Segundo dados do Centro Internacional para Agricultura e Biociéncias (CABI)
26 paises apresentam a espécie de H. armigera de forma amplamente distribuida em
seu territério. Na Africa: Argélia, Libia, Egito Zimbabue e Africa do Sul; na Europa:
Portugal, Espanha, Albania, Grécia, Roménia, Chipre e Ucrania; na Asia: Israel, Siria,

Arébia Saudita, Iémen, Iran, Tajiquistdo, india, Bangladesh, Laos, Jap&o e China (em



7 microrregides); e na Oceania: Australia, Nova Caledbnia e Nova Zelandia. Além
disso, o CABI aponta ocorréncias reportadas desta espécie em todos os continentes,
em diversos paises e microrregides (CABI, 2020) (figura 7).

Figura 7. Distribuicdo de ocorréncias reportadas de H. armigera a nivel global. Fonte: Modificado de
CABI, 2020.

Até o ano de 2012 apenas o continente americano nao havia reportado perdas
econbmicas relacionadas a espécie H. armigera. A primeira ocorréncia da praga foi
no estado da Bahia, Brasil, em 2012, os ataques desta espécie foram registrados nas
culturas de soja, milho e algoddo. Nesta ultima, a perda da producédo chegou a 80%,
principalmente pela dificuldade no manejo da praga, em funcdo da auséncia de
inseticidas licenciados para seu controle (CZEPAK et al., 2013; TAY et al., 2013). No
ano seguinte Uruguai e Paraguai registraram a ocorréncia da espécie em seu territorio
(ARNEMANN et al. 2016; SENAVE, 2013). Em 2014, Muarua e colaboradores,
identificaram mariposas em armadilhas de feromdnio em lavouras de gréo-de-bico na
Argentina (MURUA et al, 2014), ainda neste ano, foi confirmado por técnica de biologia
molecular a ocorréncia de um individuo adulto em San German, Porto Rico (Smith,
2014).
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A chegada da H. armigera na América do Sul e consequentemente a regido
caribenha foi vista com preocupacgao pelos Estados Unidos (EUA). Um estudo feito
por Gilligan e colaboradores (2019) analisou larvas interceptadas pelo Departamento
de Agricultura dos Estados Unidos (USDA) em commodities importadas, em diferentes
portos do pais. No periodo de 2014 a 2016, um total de 248 amostras foram coletadas
e as analises de identificacdo molecular mostraram que 44 delas foram positivas para
H. armigera. Neste estudo, ainda fica implicito a possibilidade de subnotificacdo em
paises como Colémbia, Republica Dominicana e Peru, exportadores dos grdos em
gue as amostras foram confirmadas como H. armigera, uma vez, que até a data de
coletada das amostras, ndo havia a documentagdo formal da espécie em nenhum
destes paises (GILLIGAN et al, 2019).

Outro estudo feito por Kriticos e colaboradores, no inicio de 2015, avaliou o
potencial de distribuicdo da espécie H. armigera na chegada ao territdrio dos EUA.
Nessa analise foram realizadas modelagens climaticas com o programa CLIMEX, que
incluem variacdes de temperatura, influéncia de umidade em regides irrigadas, e
distancia geografica das principais culturas que potencialmente seriam atingidas pela
praga. O estudo concluiu que 65% da area cultivada dos EUA estaria em condicdes
Otimas para o estabelecimento do inseto, esta area cultivada equivale a 843 milhdes
de ddlares por ano em producdo (KRITICUS et al, 2019). Apesar de todas as
precaucdes consideradas, em 2015, o Departamento de Agricultura da Florida
identificou trés mariposas neste estado, duas em armadilhas de feroménio em cultura
de tomate e a terceira proximo a um pargque, ambos 0s casos na cidade de Brandenton
(EL-LISSY, 2015; HAYDEN; BRAMBILA 2015).

Os prejuizos gerados pela H. armigera em culturas agricolas estao diretamente
relacionados com a dieta do inseto na fase larval, as lagartas se alimentam tanto da
porcdo vegetativa, quanto reprodutiva de diferentes culturas, podendo causar danos
irreversiveis ao hospedeiro vegetal. Estima-se que 0s custos anuais relacionados com
perdas de producéo e controle da H. armigera cheguem a US$ 5 bilhdes de délares
em todo mundo (AVILA et al., 2013; LAMMERS; MACLEOD, 2007). Estima-se que na
safra brasileira de 2012/2013 os prejuizos foram de 2 bilhdes de dolares com perda
direta de produtividade e gastos relacionados com o controle da praga, principalmente

nas culturas de soja, milho e algodao (LEITE, 2014).
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1.4 Controle de Helicoverpa armigera

7z

O controle efetivo de insetos € uma tarefa complexa, pois ndao existe um
protocolo padréo que possa ser aplicado para as diferentes populacdes de insetos as
quais se deseja realizar 0 manejo. Por isso, é necessario dispor do maximo de
estratégias de controle para que a execucdo seja integrada, seletiva, econdmica e
adequada a realidade de cada regido. Procedimento racional, para o controle seletivo
deve ter como alvo uma particularidade fisiolégica do inseto, de preferéncia nao
encontrada em plantas e mamiferos hospedeiros (Braga & Valle, 2007).

O primeiro passo para 0 controle de uma praga € seu monitoramento
populacional, a partir disso, é possivel determinar a época de ocorréncia e 0s picos
populacionais, sendo assim uma importante ferramenta na definicdo da intensidade
dos provaveis periodos de infestacdo e perdas econdmicas (ALUJA, 1994). Este
método é conhecido como controle comportamental, e consiste em técnicas que
alteram o comportamento dos insetos objetivando a diminuicdo das populacdes. Neste
tipo de controle, 0 mecanismo principal se baseia na utilizacdo de semioquimicos, que
podem atrair ou repelir os insetos. Um exemplo pratico deste método sdo as
armadilhas de feromoénio sexual, que atraem os insetos, sendo assim possivel realizar
seu monitoramento (COSTA et al., 2008). Esta técnica € aplicada no controle de H.
armigera, com a utilizacdo de feroménio sexual que promove a desorientacdo do
inseto macho adulto, dificultando assim o encontro com a fémea para o acasalamento
(CZEPAK et al., 2013).

Outro conjunto de métodos que vem ganhando espaco no sentido de controle
de pragas € o controle biolégico. Segundo Parra e colaboradores (2002), o controle
biolégico pode ser definido como um fenébmeno que regula a populacdo de um
determinado organismo por meio de um inimigo natural. Este tipo de controle tem sido
considerado vantajoso sendo adotado dentro do contexto de Manejo Integrado de
Pragas (MIP), no qual os aspectos ecolégicos, econdmicos, toxicolégicos e sociais
sdo considerados para tomada de decisdo no controle (Silva et al., 2009a). Alguns

exemplos de organismos utilizados no controle biolégico da H. armigera sao:
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* Insetos predadores: Na India, mais de 60 espécies de predadores,
pincipalmente os da familia Chrysopidae (ordem Neuroptera), foram documentados
estando associados a predacao de H. armigera na fase larval (ROMEIS; SHANOWER,
1996).

* Insetos parasitoides: O género Trichogramma, composto por pequenas
vespas, apresentam grande associacao no parasitismo de ovos de diversas espécies
de insetos, incluindo H. armigera. Esses parasitoides foram lancados em diversas
culturas em programas de controle biol6gico de espécies de Helicoverpa (AVILA et
al., 2013).

* Fungos: Em um estudo feito por Agostini (2014) a eficiéncia dos fungos
Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae foi testada no controle de H. armigera
através dos produtos comerciais Boveril® PM e Metarril® PM, que respectivamente
apresentam tais fungos como ingredientes ativos. Além disso, o fungo Nomuraea
rileyi, que foi isolado de insetos mortos também foi testado. Como resultado foi

observado mortalidade de 56%, 39% e 34% respectivamente.

 Bactérias: Atualmente, o Bacillus thuringiensis se caracteriza como o melhor
exemplo de sucesso de bactéria associada ao controle de insetos praga. Até a
presente data, 18 diferentes produtos biolégicos sao liberados pelo Ministério de
Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA) para o controle de H. armigera
(AGROFIT/MAPA, 2020) (Tabela 1).

* Nematoides: Em um trabalho feito por Machado e colaboradores (2015) uma
selecédo de parasitas obrigatorios foi avaliada no controle de pupas de H. armigera,
guatro populacdes do género Heterorhabditis foram utilizadas na concentracao de 200

JI/mL. Como resultado, observou-se mortalidade variando entre 25 e 35%.

» Virus: A familia Baculoviridae exemplifica 0 uso de virus no controle de
insetos-praga. Costa (2015) avaliou a eficiéncia dos isolados de baculovirus
HearNPV-BR1, HearNPV-BR2, HearNPV-BR3, SfNPV- BR4 e o produto comercial
Gemstar®, no controle de lagartas de 3° estadio de H. armigera. Os resultados obtidos
foram muito promissores, pois todos os isolados do virus foram capazes de infectar

as larvas e causar morte em até dez dias.
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O controle da H. armigera vem sendo feito principalmente com o uso de
inseticidas quimicos, entretanto, a resisténcia a inseticidas convencionais como
hidrocarbonetos clorados, piretréides sintéticos e organofosforados ja foi descrita na
literatura em diversos paises incluindo Paquistdo, China, Australia, e Africa do Sul
(FORRESTER et al., 1993; RUI et al., 1999; AHMAD et al., 2002; MARTIN et al.,
2003).

Em comparacdo a outros insetos-praga, a H. armigera se diferencia por sua
capacidade de resisténcia aos produtos quimicos utilizados em seu controle. Para
obter uma acao efetiva, a dosagem desses produtos geralmente é bastante elevada,
refletindo um aumento do custo da producédo agricola bem como em potencial dano
ambiental. Quando utilizado de forma indiscriminada, o0s inseticidas quimicos
promovem altos niveis de resisténcia em insetos. Além do mais, podem atingir
inimigos naturais ou espécies ndo alvo encontrados na regido de aplicacdo, por

possuirem baixo grau de seletividade. (FROZZA, 2013).

No Brasil, a H. armigera era considerada uma praga quarentenaria, deste
modo, ndo existia nenhum produto registrado para seu controle em sua primeira
ocorréncia. Este fato ocasionou a autorizacdo emergencial de alguns produtos para
controle, estes permaneceram autorizados até marco de 2016 (BRASIL, 2013).
Atualmente, o MAPA mantém 32 formula¢cbes, de produtos bioldégicos e quimicos,
autorizadas para o controle desta praga (AGROFIT/MAPA, 2020) (Tabela 1).

Tabela 1. Ingredientes ativos de produtos autorizados pelo MAPA para controle de H. armigera

Bacillus thuringiensis Produto microbiolégico 18
Baculovirus Produto microbiologico 5
VPN-HzSNPV Produto microbiologico 4
AcCMNPV Produto microbiologico 2

Isaria fumosorosea Produto microbiolégico 2



(2)- 11- hexadecenal

Acetato de (2)-11-
hexadecenila

Abamectina

Abamectina +

Clorantraniliprole

Acefato

Benzoato de Emamectina
Clorfenapir

Clorantraniliprole

Clorantraniliprole + lambda-

cialotrina
Clorfluazurom
Ciantraniliprole
Clorpirifés
Diflubenzurom
Espinetoram
Espinosade

Flubendiamida

Imidacloprido + tiodicarbe
Indoxacarbe

Indoxacarbe + novaluron

Aldeido

Acetato Insaturado

Avermectina

Avermectina + antranilamida

Organofosforado
Avermectina
Analogo de pirazol

Antranilamida

Antranilamida + piretréide
Benzoiluréia
Antranilamida
Organofosforado
Benzoiluréia

Espinosinas

Espinosinas

Diamida do acido ftalico

Neonicotindide +

metilcarbamato de oxima
Oxadiazina

Oxadiazina + benzoiluréia
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Benzoiluréia + metilcarbamato

Lufenurom + tiodicarbe de oxima 1

Metaflimizona Semicarbazone 2

Metilcarbamato de oxima +

Metomil + novalurom benzoiluréia 1

Metoxifenozida Diacilhidrazina 1

Metoxifenozida +

espinetoram Diacilhidrazina + espinosinas 3
Teflubenzurom Benzoiluréia 3
Tiodicarbe Metilcarbamato de oxima 7
Zeta-cipermetrina Piretroide 1

No sentido de controle de praga, novas estratégias vém sendo estudadas e o
RNA de interferéncia (RNAI) destaca-se na literatura como uma promissora técnica
para auxiliar os métodos tradicionais de combate a insetos-praga. (BAUM et al., 2007,
PRICE; GATEHOUSE, 2008; HUVENNE; SMAGGHE, 2010; XUE et al., 2012; NARVA
et al., 2013; CHRISTIAENS et al., 2016).

1.5 RNA de interferéncia como ferramenta de controle de insetos

O RNAIi é um mecanismo altamente conservado descrito em eucariotos como
responsavel pela regulacéo pos-transcricional, controlando a expressao de um gene,
a nivel de mRNA, em células. Moléculas de dupla fita de RNA (dsRNA) sédo geralmente
as responsaveis pelo desencadeamento deste mecanismo de silenciamento génico
(Fire et al., 1998; Carthew e Sontheimer, 2009).

Resumidamente, o mecanismo de RNAI inicia-se com a presenca ho
citoplasma de uma molécula de dsRNA, podendo esta ser exdégena ou enddgena,

respectivamente, inserida na célula ou sintetizada pela mesma, geralmente em
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processo de regulagcéo pés-transcricional. A molécula de dsRNA ¢é entédo clivada por
uma enzima RNAse do tipo Il conhecida como Dicer, em pequenos fragmentos de
duplas fitas de RNA, de 26 nucleotideos, os chamados siRNAs (do inglés short
interfering RNA), em seguida as fitas do SiRNA s&o desacopladas, e a fita anti-senso
€ removida e degradada, a senso também conhecida como fita guia é incorporada ao
complexo RISC (do inglés - RNA induced silencing complex), que é o complexo de
proteinas responséavel pela degradacdo do RNA mensageiro (mRNA). Por fim, a fita
guia reconhece o mRNA por complementariedade, levando a sua degradacgéo pelo
complexo RISC, dessa forma diminuindo a expressao de uma determinada proteina
por consequéncia (SEMIZAROQV et al., 2003; MEISTER; TUSCHL, 2004; LEE et al.,
2004) (Figura 8).

Dicer

m dsRNA
_&- siRNA
-

lllll"l{l‘lllllllﬂlll .
Tt Reconhecimento
= da sequéncia alvo

WCQ Degradacédo do
MRNA

Ativacao do
complexo RISC

Diminuicao na expressao da
sequéncia alvo

Figura 8. Esquema geral do mecanismo de RNAI. Modificado de Christine Antler, 2008.
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Alguns mecanismos de RNAI ja caracterizados séo: piwi RNA que interagem
com proteinas PIWI (piRNA), microRNA (miRNA) e pequenos RNA interferentes
(small inferfering RNA, siRNA) (JOGA et al, 2016). A biossintese destas moléculas e
sua interacdo com as proteinas argonautas sao critérios utilizados para sua
classificacao (KIM e HAN, 2009).

Estudos recentes vém buscando utilizar o RNAi como uma ferramenta no
auxilio do controle de pragas (PRICE; GATEHOUSE, 2008). O mecanismo de acao
principal baseia-se, geralmente, na administragcdo de dsRNA na alimentagcdo do
organismo alvo, para que através da ingestao se inicie o processo de silenciamento
génico, por meio da degradacdo de mRNAs homdélogos e por fim diminuindo a sintese
da proteina correspondente. Esse processo em muitos casos gera danos fisiologicos
importantes ou até mesmo a morte do organismo alvo (MEISTER; TUSCHL, 2004;
KOLA et al., 2015).

A utilizacdo de plantas geneticamente modificadas que expressam dsRNA
também vem sendo muito explorada como ferramenta de controle de insetos-praga.
O primeiro artigo, neste sentido foi descrito por Baum e colaboradores (2007), nesse
trabalho foi utilizado milho geneticamente modificado para expressar dsRNA do gene
ATPase vacuolar (V-ATPase). Foi observado que as plantas transgénicas capazes de
expressar o dsRNA de V-ATPase sofreram menos danos quando atacadas por larvas

de Diabrotica virgifera do que as plantas ndo transgénicas.

O primeiro exemplo de uma planta resistente comercial que utiliza 0 mecanismo
de RNAI € o hibrido de milho geneticamente modificado SmartStax Pro®, lancado em
2017 pela empresa Monsanto (atualmente Bayer/Monsanto). Este cultivar expressa
dsRNA do gene Snf7 (proteina vacuolar essencial), apresentando resisténcia as

larvas do besouro D. virgifera (Zhang et al., 2017).

A escolha de alvos moleculares € um dos pontos mais importantes na utilizacao
da técnica de RNAI, pois é primordial que seja eficaz contra o organismo alvo, do
mesmo modo, ndo apresente toxicidade em mamiferos e em insetos néo alvo, e no
caso de producdes agricolas, ndo ocasione perdas de produtividade na cultura em
guestdo (KOLA et al., 2015).
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Acompanhando uma tendéncia mundial, um importante passo foi dado pelo
governo brasileiro a fim de regulamentar a técnica de RNAi. Uma normativa da
Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranca (CTNBio) foi publicada no inicio de
2018, no texto da normativa, o 6rgdo define a tecnologia de RNAI como um método
gue ndo envolve transgenia, e dessa forma o classifica com uma Técnica Inovadora
de Melhoramento de Precisédo (TIMP). Com isso, a techologia empregada néo estara
sujeita a critérios 0s quais um organismo geneticamente modificado € sujeito a
aprovacdo (MINISTERIO DA CIENCIA E TECNOLOGIA, 2018; VASCONCELOS,
2018).

1.6 Quitina sintase como alvo molecular de silenciamento génico

O sucesso evolutivo dos insetos € atribuido ao desenvolvimento da cuticula,
gue é um exoesqueleto complexo com diversas fun¢des. Os principais componentes
estruturais da cuticula sdo a quitina, diversas proteinas cuticulares, lipidios,
catecolaminas e minerais (Zhu et al., 2016). O exoesqueleto suporta a ligacao
muscular para locomocéao, evita danos fisicos e quimicos e protege o inseto contra

doencas infecciosas e perda de agua (Zhu et al., 2016).

A quitina € o polimero mais abundante em inseto, sendo composto de unidades
de N-acetilglicosamina com ligagdes B (1-4). Este homopolimero esta presente em
estruturas extracelulares, na cuticula (exoesqueleto), na matriz peritrofica (MP)
localizada em intestino médio e na casca de ovos de insetos (NEVILLE et al., 1976;
TIMMERMANN & BRIEGEL, 1999; TELLAM et al., 2000; ARAKANE et al., 2004;
ARAKANE et al., 2005; MOREIRA et al., 2007, MANSUR et al, 2014). Além disso, é
bem conhecido que a quitina compde exoesqueleto de fungos e artropodes, e néo
esta presente em vertebrados e plantas (ZIMOCH et al., 2005). A quitina também é
constituinte de traqueias, glandulas salivares e do aparelho sugador de insetos
(TELLAM et al.,, 2000, KRAMER & MUTHUKRISHNAN, 2005). O exoesqueleto é
composto principalmente de proteinas e quitina, conferindo principalmente protecéo
mecanica e impedindo a desidratacéo dos insetos. Na cuticula dos insetos o conteudo
de quitina varia de 30 a 40 % da massa seca, dependendo da espécie (RICHARDS,
1978; KRAMER et al., 1995).
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A MP é uma estrutura constituida por quitina, proteinas e proteoglicanos
(JACOBS-LORENA et al., 1996). A MP presente nos insetos pode ser classificada em
tipo | e I, dependendo do local de sintese (WIGGLESWORTH,1930; PETERS, 1992).
A MP do tipo I, em geral, é sintetizada pelas células epiteliais do intestino médio de
insetos adultos em resposta a ingestéo de sangue; a do tipo I, em geral, é sintetizada
constantemente pela céardia, 6rgao localizado na regido anterior ao intestino médio em
larvas (PETERS, 1992; LEHANE, 1997). No entanto, algumas espécies de insetos
apresentam o mesmo tipo PM em ambos os estagios, como em Glossina spp e
Stomoxys calcitrans, que apresentam apenas PM do tipo Il (LEHANE, 1976).

A quitina também é componente de ovario e ovos de inseto (ARAKANE et al,
2008), e esta intimamente relacionada com a viabilidade dos ovos nas espécies Aedes
aegypti e Rhodnius prolixus (MOREIRA et. al., 2007; MANSUR et.al., 2010; MANSUR
et.al., 2014).

A via de biossintese de quitina tem inicio com a producé&o de glicose por meio
da quebra da trealose, presente na hemolinfa, pela enzima trealase (EC3.2.1.28). Esta
enzima estéa distribuida de forma ampla nos tecidos dos insetos como a epiderme e
intestino (MERZENDORFER & ZIMOCH, 2003). A conversao de glicose em frutose-
6-fosfato € feita por duas enzimas da via glicolitica, a hexoquinase e a glicose-6-
fosfato isomerase. Em seguida a glicose-6-fosfato € convertida em glicosamina-6-
fosfato pela enzima glicosamina-6-fosfato transferase (GFAT). A glicosamina-6-
fosfato sofre a acdo da enzima glicosamina-6-P-N-acetiltransferase, gerando N-
acetilglicosamina-6-P. Esta sofre a acdo de uma mutase e gera N-acetilglicosamina-
1-P que sera convertida em UDP-N-acetilglicosamina. O Ultimo passo da via de
biossintese é catalisado pela enzima quitina sintase (CHS) (EC.2.4.1.16) que converte
UDP-N-acetilglicosamina no polimero de quitina. As enzimas GFAT e CHS séao
consideradas os principais sitios de regulacdo da via de biossintese de quitina
(KRAMER & MUTHUKRISHNAN, 2005).

A quitina sintase € uma proteina de membrana integral que pertence a familia
das B-glicosiltransferases 2 e considerada uma enzima chave para a producédo de
quitina (MERZENDORFER, 2006). Em geral, a massa molecular das CHSs varia entre

150-200 kDa com ponto isoelétrico ligeiramente acido.
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Em insetos, em geral, dois genes sao relacionados a sintese de quitina, o gene
CHS1 ou CHSA envolvido na sintese de quitina da cuticula (TELLAM et al., 2000; ZHU
et al., 2002; ARAKANE et al., 2004, 2005; MANSUR et al., 2014), de ovérios e ovos
de insetos (ARAKANE et al., 2004; MANSUR et al., 2014) e o outro gene CHS2 ou
CHSB responsavel pela sintese de quitina da PM (IBRAHIN et al., 2000; ARAKANE
et al., 2004, 2005).

A técnica de RNAI tem sido bastante utilizada para investigar a funcdo das
CHSs em insetos (MANSUR et al., 2014; YU et al, 2020). Esses estudos sugerem o
potencial do RNAi tendo como alvo a CHS para controle de insetos transmissores de
doencas e 0s que sdo praga de agricultura (LOPEZ et al., 2019; ZHANG et al., 2015).



21

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar a utilizagdo do RNAI, tendo como alvo de silenciamento os genes de
CHSA e CHSB, como uma ferramenta de controle de larvas de H. armigera.

2.2 Objetivos especificos

e Buscar as sequéncias de transcrito de CHSA e B no banco de dados da NCBI,
desenhar iniciadores para amplificacdo dos genes e para a sintese de dsRNA

em 3 regifes génicas distintas dos genes de CHS;

e Determinar o perfil de expressdo génica de dos genes de CHSA e B nos

diferentes estagios de vida do inseto H. armigera;

e Realizar bioensaios de silenciamento dos genes de CHSA e B em lagartas pela
administracado de dsRNA em diferentes doses: via alimentacéo e por aplicacao
topica;

e Avaliar o efeito do silenciamento, quantificando a expressédo relativa de
transcritos dos genes de CHSA e B nos insetos tratados com dsRNA, pela

técnica de PCR em tempo real,

e Avaliar modificacdes fenotipicas ao longo do desenvolvimento de H. armigera.
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3. METODOLOGIA

3.1 Manutencéo da colonia de H. armigera

Os insetos em fase pré-eclosédo, ovo, foram obtidos da empresa PROMIP
consultoria e assessoria em agronomia LTDA e mantidos no insetario do
Departamento de Bioquimica, do Instituto de Quimica, da Universidade Federal do Rio
de Janeiro a 28 + 2 °C de temperatura, 60 + 10% de umidade relativa e fotoperiodo
de 12:12 claro/escuro. Lagartas de H. armigera recém eclodidas foram alimentadas
livremente com a dieta artificial proposta por Greene et al. (1976), com adaptacoes.
ApOs o preparo da dieta, esta foi dividida em cubos de 5 mm3 a serem oferecidos na
alimentacao das lagartas, racdo pura ou embebida com dsRNA. Os insetos no 2°
estadio foram individualizados em placas de Petri para evitar o canibalismo,
comumente observado nessa espécie. Ao atingir o estagio de pupa, foram
higienizadas com solug&o hipoclorito 10% e condicionadas em gaiolas cilindricas de
PVC com a parte superior coberta com tecido do tipo “tule”. Ao emergirem em adultos,
foram alimentados livremente com uma solucdo aquosa de mel a 10%. Geralmente,
apOs acasalarem, as mariposas depositam seus ovos no tecido “tule”. Assim, a
solucéo de mel, bem como o tecido contendo os ovos foram trocadas a cada 3 dias.
Os tecidos foram passados para um recipiente plastico com tampa contendo dieta, até

a ecloséo das lagartas.

3.2 Busca das sequéncias dos genes CHSA e CHSB de H. armigera e selecéo

das regides alvo de silenciamento

Para selecionar as regifes alvo de silenciamento, o primeiro passo foi a busca
das sequéncias proteicas e de nucleotideos dos genes CHSA e CHSB nos respectivos
bancos de dados na plataforma NCBI. As sequéncias encontradas foram alinhadas
utilizando a ferramenta  online Multalin (https://npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-
bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_multalin.html) para verificar a homologia das

sequéncias supracitadas entre si e em comparac¢ao a outros organismos.
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As sequéncias de aminoacidos de CHSA (AKJ54482.1) e CHSB (ALL71800.1)
de H armigera foram alinhadas com as sequéncias de aminoacidos de CHSA e CHSB
outros insetos: Tribolium castaneum (AAQ62692.1 e EFA10719.1), Drosophila
melanogaster (NP_524233.1 e NP_524209.3) e Spodoptera exigua (AAZ03545.1 e
ACCB85603.1) para identificar as sequéncias consensos das proteinas que incluem as
sequéncias “QRRRW” e “EDR”, descritas como assinaturas moleculares do gene CHS
(MERZENDORFER, 2006; NAGAHASHI et al, 1995).

Em seguida, as sequéncias de nucleotideos dos genes CHSA (KP939100.1) e
CHSB (KT004448.1) foram alinhadas para a selecdo das regibes alvo de
silenciamento e desenho dos respectivos iniciadores. Trés regides foram selecionadas
como alvo, sendo duas no gene CHSB uma na regiao correspondente ao C-terminal
e outra no dominio catalitico e uma no gene CHSA na regido correspondente ao N-
terminal. O critério utilizado foi selecionar duas regides com pouca homologia entre os
dois genes e uma regido que contemplasse alta homologia entre as sequéncias como

o sitio catalitico.

3.3 Extracdo de RNA e sintese de cDNA

No intuito de extrair o RNA dos estagios de ovo, larvas (L1-6) e pupa, 0S
diferentes pools de insetos foram imersos em nitrogénio liquido e macerados com
auxilio de um pistilo estéril. Em seguida a extracao foi feita pelo método TRizol seguido
de purificacao utilizando o kit Direct-zol™ RNA MiniPrep Plus (Zymo Research), de
acordo com o protocolo do fabricante. O RNA extraido foi tratado com DNAse |
(Ambion Life Technologies) com incubacao por 20 minutos a 37 °C seguida da sintese
de cDNA com o kit SuperScript IV Reverse Transcriptase (Thermo Fisher), seguindo

as instrucdes do fabricante.
3.4 Amplificacédo por PCR convencional
Todas as amplificac6es génicas por PCR realizadas foram feitas com a enzima

GoTaqg Hot Start (Promega) de acordo com as instru¢des do fabricante e os diferentes

cDNAs dos diferentes estagios do desenvolvimento foram utilizados como molde para
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as reacoOes. As amplificacdes foram realizadas em temociclador modelo Veriti (Applied
Biosystems) com a desnaturacgéo inicial de 95 °C por 5 minutos, 35 ciclo de 95 °C por
30 segundos, 48 — 54 °C (variacdo de temperatura de anelamento dos diferentes
iniciadores) por 30 segundos e 72 °C por 60 segundos e a extenséo final de 72 °C por
5 minutos. Apos as reacdes de PCR, as amostras amplificadas foram reveladas com
o intercalante de DNA GelRed por eletroforese em gel de agarose 1,5% e visualizadas
em fotodocumentador (MiniBIS Pro — Bio-imaging Systems UNISCIENCE).

3.5 Analise de expressao dos genes CHS por PCR quantitativo

Os iniciadores desenhados tiveram suas concentragdes padronizadas, assim
como as diluicdes do cDNA, e entdo os cDNAs dos diferentes estagios de
desenvolvimento do inseto foram utilizados para determinar os niveis de expressao
dos genes de CHS por PCR quantitativo (qPCR). Para tanto, foi utilizado o fluoréforo
SYber-Green. As reacdes foram feitas no termociclador StepOne™ Real-Time PCR
System (Applied Biosystems, EUA) com o ciclo: 50 °C por 2 minutos; 95 °C por 10
minutos; seguido pelas etapas de desnaturacao a 94 °C por 15 segundos, anelamento
em temperatura referente a cada iniciador por 15 segundos e extensao a 72 °C por 1
minuto, em um ciclo de 40 repeticbes; seguidas por curva de dissociacdo, em
condi¢cBes padrbes do aparelho. Os niveis de expressao foram determinados a partir
do namero de ciclos necessarios para atingir o valor fixo de Ct (Cycle threshold). Os
valores de Ct foram normalizados tendo como referéncia o gene alfa tubulina e entéo
foi calculado o nivel de expressdo génica relativa nas amostras usando o método
AACt. Os ensaios de gPCR foram feitos de acordo com Minimum Information Required
for Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments (MIQE) Guidelines (LIVAK
& SCHMITTGEN, 2001). Os iniciadores utilizados para as reacdes de qPCR estéo
apresentados na tabela 2, bem como o tamanho do produto amplificados com os

iniciadores.
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Tabela 2. Iniciadores desenhados para as reacfes de qPCR.

(F) GTCCAACACCACCGCCATC
Alpha_T 114 pares de base
(R) CCCTCCTCCATACCCTCACC

(F) ATCCCAGAAATAGGAACACTCATT
CHSA 144 pares de base
(R) GATCAAGAAGAATAGAAGGC

(F) GGAGAAAGGGAAGGATACTAAA
CHSB 115 pares de base
(R) CAGGGATGGTAGGCGAGAGA

3.6 Sintese do dsRNA

Os iniciadores desenhados (F) ATCCCAGAAATAGGAACACT (R)
GATCAAGAAGAATAGAAGGC foram utilizados para amplificar a regido
correspondente a N-terminal da CHSA, oS iniciadores (3]
GGAGAAAGGGAAGGATACT (R) CAGGGATGGTAGGCGAGAGA foram utilizados
para amplificar a regido correspondente ao C-terminal da CHSB e os iniciadores (F)
TTGCTGGCTTTGGATGGTG (R) ATAATGTCGGGCTTCGTGAGA foram utilizados
para amplificar a regido correspondente ao sitio catalitico do gene CHSB. Como molde
da reacdo de PCR foi utilizado uma mistura dos cDNAs dos diferentes estagios de
desenvolvimento em partes iguais. Os produtos amplificados foram analisados em gel
de agarose 1,5%, os fragmentos correspondentes foram removidos do gel e
purificados com o kit QIAquick gel extraction (QIAGEN). Em seguida os produtos
purificados serviram como molde para uma segunda amplificacdo por técnica de PCR,
utilizando dessa vez os iniciadores descritos acima contendo os promotores T7. Os

produtos amplificados foram analisados em gel de agarose 1,5% e purificados



26

conforme a primeira rea¢do. Os produtos contendo o promotor T7 foram dosados e
1ug de cada foi utilizado para a sintese dos dsRNAs com o kit T7 RiboMAX (Promega)
seguindo as instru¢cdes do fabricante e em seguida a integridade das moléculas de
dsRNA foi observada em gel de agarose 1,5%. Os iniciadores utilizados tanto para a
amplificacdo das regides alvo, quanto para amplificacdo dos produtos contendo os
promotores T7 que serviram como molde para a sintese dos dsRNAs estdo
apresentados na tabela 3.

Tabela 3. Iniciadores utilizados para amplificacdo das regifes alvo de silenciamento e sintese dos
dsRNAs.

(F) ATCCCAGAAATAGGAACACT 144
CHSA pares de

(R) GATCAAGAAGAATAGAAGGC base

(F) GGAGAAAGGGAAGGATACT 115
CHSB pares de

(R) CAGGGATGGTAGGCGAGAGA base

(F) TTGCTGGCTTTGGATGGTG 306
CHSAB pares de

(R) ATAATGTCGGGCTTCGTGAGA base

(F) TAATACGACTCACTATAGGGATCCCAGAAATAGGAACACT 144
dsRNA_A pares de

(R)TAATACGACTCACTATAGGGGATCAAGAAGAATAGAAGGC base

(F)TAATACGACTCACTATAGGGGGAGAAAGGGAAGGATACT 115
dsRNA_B pares de

(R) TAATACGACTCACTATAGGGCAGGGATGGTAGGCGAGAG base
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(F) TAATACGACTCACTATAGGGTTGCTGGCTTTGGATGGTG 306
dsRNA_AB pares de
(R)TAATACGACTCACTATAGGGATAATGTCGGGCTTCGTGAGA base

3.7 Administracdo do dsRNA na dieta artificial

Para os ensaios de silenciamento génico, lagartas H. armigera no 2° estagio de
desenvolvimento foram individualizadas em placa de Petri, contendo 5 mm3 de dieta
artificial, e utilizadas para cada condic&o descrita a seguir. Os volumes de 2,5ul dos
dsRNAs (dsRNA A, dsRNA B e dsRNA AB), contendo as doses de 0,1; 0,5; 1,0 e
10,0ug foram aplicados na dieta artificial com auxilio de pipeta automatica. Como
grupo controle, foi aplicado 2,5l de agua na dieta artificial. Para cada ensaio de
silenciamento foram utilizados grupos de 10 insetos com uma construcédo de dsRNA
especifico nas quatro diferentes doses. No grupo controle também foram utilizados 10
insetos. Em seguida os grupos foram monitorados por 30 dias, a mortalidade

contabilizada e os fenétipos dos insetos silenciados e controle fotografados.

3.8 Administracdo do dsRNA por via topica

Para os ensaios de silenciamento génico por administracao tépica, lagartas H.
armigera no 2° estagio de desenvolvimento foram individualizadas em placa de Petri,
contendo de dieta artificial, e utilizadas para cada condicdo descrita a seguir. Os
volumes de 2,5ul dos dsRNAs (dsRNA A, dsRNA B e dsRNA AB), contendo as doses
de 0,1; 0,5; 1,0 e 10,0ug foram aplicados na regido dorsal dos insetos com auxilio de
pipeta automatica. Como grupo controle, foi aplicado 2,5ul de agua na mesma regiao.
Para cada ensaio de silenciamento foram utilizados grupos de 10 insetos com uma
construcdo de dsRNA especifico nas quatro diferentes doses. No grupo controle
também foram utilizados 10 insetos. Em seguida os grupos foram monitorados por 30

dias, a mortalidade contabilizada e os fen6tipos dos insetos monitorados.
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4. RESULTADOS

4.1 Estudo in silico dos genes de CHS

O primeiro passo do trabalho foi a busca das sequéncias de amino&cidos e
nucleotideos correspondentes aos genes de CHSA e B de H. armigera como descrito
em Material e Métodos, para entdo, selecionar as regibes génicas alvo do
silenciamento por RNAI.

Para busca das proteinas CHS no banco de dados NCBI, foi utilizado como
estratégia de busca o operador booleano “AND” e as palavras-chaves: “chitin
synthase” e “helicoverpa armigera”. Na busca foram recuperadas 17 sequéncias,
dentre CHSA e CHSB, sequéncias parciais, totais e diferentes isoformas. As
sequéncias proteicas correspondentes a CHSA (AKJ54482.1) e CHSB (ALL71800.1)
foram identificadas como putativas CHSs de H. armigera com base na cobertura das

sequéncias.

Em seguida para confirmar a identidade de CHSA (AKJ54482.1) e CHSB
(ALL71800.1), estas sequéncias foram alinhadas as sequéncias de CHSA e CHSB
dos seguintes organismos: Tribolium castaneum (AAQ62692.1 e EFA10719.1),
Drosophila melanogaster (NP_524233.1 e NP_524209.3) e Spodoptera exigua
(AAZ03545.1 e ACCB85603.1) visando identificar regides conservadas caracteristicas
de CHS descritas na literatura, como assinaturas da proteina. Na Figura 9 esta
apresentado o alinhamento das proteinas, destacando-se dominios conservados
identificados como motivos 1 a 7, caracteristicos de CHS (NAGAHASHI et al, 1995).

Ainda para confirmar a identidade das referidas proteinas, as sequéncias de
CHSA (AKJ54482.1) e CHSB (ALL71800.1) foram submetidas ao software Compute

pl/Mw (disponivel em: https://web.expasy.org/compute pi/) para determinacdo in

silico da massa molecular (MM) e do ponto isoelétrico tedricos (pl) como descrito em
Material e Métodos. A MM da CHSA (AKJ54482.1) foi determinada em 178 kDa
enquanto a da CHSB (ALL71800.1) foi de 175kDa. Os pls foram 6,56 e 5,92,

respectivamente.


https://web.expasy.org/compute_pi/
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Figura 9. Alinhamento das sequéncias completas de aminoacidos das CHSA e CHSB de Tribolium
castaneum (AAQ62692.1 e EFA10719.1), Drosophila melanogaster (NP_524233.1 e NP_524209.3) e
Spodoptera exigua (AAZ03545.1 e ACC85603.1) com as sequéncias CHSA (AKJ54482.1) e CHSB
(ALL71800.1) de H. armigera. Destacam-se nos retangulos pretos os dominios conservados de CHS.

Em seguida as sequéncias de proteinas CHSA (AKJ54482.1) e CHSB
(ALL71800.1) foram utilizadas para recuperar as sequéncias de nucleotideos dos
genes CHSA (KP939100.1) e CHSB (KT004448.1) no NCBI. Estas sequéncias foram

alinhadas e assim foi possivel selecionar as regides alvo de silenciamento por RNAI.
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A estratégia utilizada foi a escolha da CHSB, presente no intestino, como alvo principal
do silenciamento, para isso foi escolhido como alvo uma regido do dominio catalitico
(de 2175 a 2481 nt) que apresenta 84% de identidade com a mesma regido da CHSA.
Um segundo alvo foi a regido correspondente ao carboxi-terminal da CHSB (de 4199
a 4314 nt) que apresenta 61% de identidade com a CHSA. Um terceiro alvo de
silenciamento foi selecionado da regido correspondente ao amino-terminal da CHSA
(de 417 a 561 nt) que apresenta 54% de identidade com a CHSB. A ideia era a escolha
de duas regides mais distintas e uma regido mais homologa entre as sequéncias de
CHSA e CHSB.

A Figura 10 apresenta o alinhamento de CHSA e CHSB, destacando as regides

selecionadas como alvo de silenciamento por RNAI.

CHSA A CAATTTATAGTAAGTCTGCCAGATGAAGAGCGAGTGGCGTGGATGTGGGCGATCCTGGCA
CHSB CAGTTTATAACAGTCCACTCTTTGGAGGAGCGCGTGACATGGCTATGGGCAGCTTTCATA
CONSENSUS CAATTTATAACAAGCCACCCAGAGGAAGAGCGAGTGACATGGATATGGGCAACCCTCACA
LR LR * * * R okkokokok kR ok Rokok ok okkokk * *
CHSA GCGTTTGCCATCCCAGAAATAGGAACACTCATTCGTTCAGTAAGGATATGTTTCTTCAAA
CHSB ATGTTCAGTTTTCCGGAGGTGGGCGTATTCTTAAGATCTGTCAGGATATGCTTCTTCAAA
CONSENSUS ACGTTCACCATCCCAGAAATAGGAACACTCATAAGATCAGTAAGGATATGCTTCTTCAAA
ook * kR k% * k% * kR % ok Rk R ok R ook ook R kR
CHSA ACTTCTAGAAGACCAACGAGCACGCAGTTTATTGTGATATTCATAGCGGAATCGCTGCAT
CHSB ACCGCTCTGAAGCCTACATTCCTCCACTTTCTTGCGTCTATAGTAATAGAAACCCTGCAC
CONSENSUS ACCGCTAGAAAACCAACAAGCACCCACTTTATTGCGACAATAATAACAGAAACCCTGCAC
*x ¥ * k% * R kR Rk ¥ * * % ok ok Rokkkk
CHSA IACAATAGGAATGGGCCTTCTATTCTTCTTGATCCT@kCAGAACTGGACGTGGTGAAGGGA
CHSB ACAGTCGGAATTGCGATGCTTGTGCTGATAATTCTTCCCGAACTAGATGTCGTTAAAGGC
CONSENSUS ACAATAGGAATGGCCATGCTAGTCCTCATAATCCTGCCAGAACTAGACGTCGTGAAAGGA
EE T T L * k% * * Rk ok bk ko Rk Rk kR kR kR
CHSA B GCAGAAGAAAGACCATTCATAATTTGGAGAAGGCCAGACAGAAGAAGAGGAACATAGGCA
CHSB GCAGAAGGAAGACCATACATAACTTGGAGAAAGGGAAGGATACTAAACAGAGCGTTGTCA |
CONSENSUS GCAGAAGAAAGACCATACATAACTTGGAGAAAGCCAAACAGAAGAAAAAGAACATAGGCA
dokokokokolok okl kokokokk kokokokk ok % * * * * ¥ R ok ok ok kX%
CHSA CACTGGATGTCGCTTTCAAGAAGAG ATTCTTCAACATGA ATGCTAATGACG
CHSB [ATCTCGACGCCAACTTTAAGAGGAGGCTTACTATACTGCAAAATGGGGATGCTGAACTGA |
CONSENSUS AACTCGACGCCAACTTCAAGAAGAG. . . . . .. ATACTGCAAAATGA. . ATGCTAAACACA
R kR ok ¥ R kkk k% ok Rk kokk Rk kkkk ¥
CHSA ACTGAACCGCAAGATGACATTGCGACGTGAGACCTTGAAGGCTT
CHSB GGAGGAACGACAGCGACGCGTCGAGCGACACTGCGGGCTC
CONSENSUS GACCACGCACACCAGCACTGAAACGAAAGACAACAACGCGACGAGAGACACTGAAGGCTC
* * LR L LR R * ok k% * Rk Rk ok kkk ok LR
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CHSA C GCTGCCGATATCTGTGGACCGTAAAGAAGTAATGGCTGAGAACACCT
CHSB CTTGCCGATCTCTGTGGATCGCAAGGAGGTTATCGCTGAGAACACTTATTTGCTGGCTTT
CONSENSUS CCTGCCGATATCTGTGGACCGCAAAGAAGTAATCGCTGAGAACACCTACCTGCTGACCCT
Aokokokor dolokolokdolok ok ok ok ok ok kolokkolokokokokok Kok ko kok Xk *
CHSA GGACGGAGACATCGATTTCCAACCTCACGCTGTACGACTGCTTATCGATTTGATGAAGAA
CHSB [GGATGGTGACATTGACTTCAAGCCTATAGCCGTCACCTTGCTTATTGATCTTATGAAGAA |
CONSENSUS GGACGGAGACATCGACTTCAAACCTAAAGCCGTAACACTGCTTATCGATCTGATGAAGAA
dokok ok dokokook ok kokok ok dokk ok kK dokdolokkor okl ok okokokokokok K
CHSA GAACAAGAATCTGGGAGCTGCGTGCGGCCGTATTCATCCTGTCGGATCAGGTCCCATGGT
CHSB [ GGACAAGAACTTGGGAGCAGCGTGTGGACGTATCCATCCTGTGGGCTCTGGCTTCATGGC |
CONSENSUS GAACAAGAACCTGGGAGCAGCGTGCGGACGTATCCATCCTGTCGGATCAGGCCCCATGGC
dokokok ok koK ok Ackolokokoior  dokoolok ok dololokok dolokkololokok ok ok ok ok ok ok ok
CHSA GTGGTATCAAATGTTCGAGTACGCTATTGGTCATTGGCTGCAAAAGGCGACGGAACACAT
CHSB [TTGGTACCAAATGTTCGAGTACGCTATTGGTCATTGGCTGCAAAAGGCGACAGAACACAT |
CONSENSUS GTGGTACCAAATGTTCGAGTACGCTATTGGTCATTGGCTGCAAAAGGCGACAGAACACAT
AOokoR ko ok ok o ok ook ol ook ol b ol o ol o ol ook ol Rl o B ol ok ook ok ROk OB IoROR RoOROROROR RORK ok kokOk Kok koK
CHSA GATCGGCTGCGTACTCTGTAGTCCTGGATGCTTCTCTCTGTTCAGAGGAAAGGCTTTGAT
CHSB [GATCGGCTGCGTACTCTGTAGTCCTGGATGCTTCTCTCTGTTCAGAGGAAAGGCTTTGAT |
CONSENSUS GATCGGCTGCGTACTCTGTAGTCCTGGATGCTTCTCTCTGTTCAGAGGAAAGGCTTTGAT
B
CHSA GGACGACAACGTCATGAAGAAATACACTTTACGGTCTGATGAAGCTCGGCATTACGTGCA
CHSB [GGACGACAACGTCATGAAGAAATACACACTGACTTCTCACGAAGCCCGACATTATITACA
CONSENSUS GGACGACAACGTCATGAAGAAATACACACTAACGTCTCACGAAGCCCGACATTACGTACA
e e e e o o e ol o ok ol o ke ol ok ok ok B ook R kol Ok ok ok ok * okok ok kokokokok kok dokdokk ok Rk

Figura 10. Alinhamento das sequéncias de nucleotideos de CHSA e CHSB de H. armigera, destacadas
em retangulos pretos as regides alvo de silenciamento. (A) Regido no gene CHSA (de 417 a 561 nt);
(B) Regido no gene CHSB (de 4199 a 4314 nt); (C) Regido no gene CHSB que possui alta homologia
com CHSA (de 2175 a 2481 nt).

4.2 Perfil de expressao dos genes CHSA e CHSB em H. armigera

Com o objetivo de determinar os niveis de expressdo de CHSA e CHSB em
diferentes etapas do desenvolvimento de H. armigera, o RNA total dos insetos nas
fases de ovo, larva (L1-L6) e pupa foram extraidos e o0s respectivos cDNAs
confeccionados. Em seguida os niveis de expressdo dos genes de CHSA e CHSB

foram determinados por gPCR, conforme descrito em Material e Métodos.

Na Figura 11 é apresentado os niveis de expressdo de CHSA, onde € possivel
observar que os niveis de transcrito sdo mais altos nos estagios de L1-L4 e diminuem
significativamente nos estagios de larvas L5 e L6 e pupa, tendo o estagio de ovo como
referéncia. Na Figura 12 é apresentado os niveis de expressao de CHSB, onde é
possivel observar um pico de expressao do gene nos estagios iniciais de L1 a L3,
seguido de uma reducado nos niveis de expressao nos estagios avancados de larva e

pupa, tendo o estagio de ovo como referéncia.
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De acordo com o perfil de expressdo dos CHSA e CHSB, foi possivel

determinar que os estégios iniciais de larva foram os momentos que ambos 0s genes

estdo expressos de forma mais abundante em H. armigera, dessa forma o estagio de

L2 foi selecionado para os bioensaios com dsRNA.

Expressao relativa de CHSA
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Figura 10. Perfil de expressdo de CHSA no ciclo de vida de H. armigera. O gene alfa tubulina foi
utilizado como normalizador e o nivel de expressao do estagio de ovo foi considerado basal (ou 1). A
barra de erro representa o desvio padrdo de 3 experimentos independentes e a analise estatistica
utilizada foi ANOVA seguida de Tukey. As letras representam significancia estatistica para P<0,05.
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Figura 11. Perfil de expressdo de CHSB no ciclo de vida de H. armigera. O gene alfa tubulina foi
utilizado como normalizador e o nivel de expressdo do estagio de ovo foi considerado basal (ou 1). A
barra de erro representa o desvio padrdo de 3 experimentos independentes e a andlise estatistica
utilizada foi ANOVA seguida de Tukey. As letras representam significancia estatistica para P<0,05.

4.3 Integridade das moléculas de dsRNA a serem administradas nos insetos.

O passo seguinte foi realizar a sintese das moléculas de dsRNA, onde uma
construcéo, dsRNA A, que tem como alvo a CHSA e duas constru¢cdes, dsRNA B e
dsRNA AB que tém como alvo de silenciamento o gene CHSB.

Logo ap6s a sintese, os produtos de dsRNA foram analisados em gel de agarose para
verificar a integridade das moléculas. Na Figura 13 € possivel observar que os
tamanhos das construcdes dsRNA A, dsRNA B e dsRNA AB séo 144, 115 e 306 pb,

respectivamente, como esperado.
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Figura 13. Visualizacdo dos dsRNAs em gel de agarose 1,5%. Da esquerda para a direita: Padréo
molecular, dsRNA A (144 pb), dsRNA B 115 pb) e dsRNA AB (306 pb).

4.4 Bioensaios

4.4.1 Administracdo do dsRNA na dieta do inseto



36

As construcdes de dsRNA foram testadas nas com as doses de 0,1;0,5; 1,0 e
10,0 pug por 5 mm?3 de dieta artificial em grupos de 10 insetos de 2° estadio, como
descrito em Material e Métodos. Na figura 13 sdo apresentadas as curvas de
sobrevivéncia dos ensaios feitos com a administracédo dos dsRNAs na dieta artificial.
Podemos observar que as taxas de mortalidade variaram de acordo com as diferentes
doses de dsRNAs administradas na dieta, foi observada uma mortalidade na ordem
de 30 a 60% para a construcao dsRNA A, de 40 a 80% para a construcdo dsRNA B e
de 40 a 50% para a constru¢do dsRNA AB no periodo de 30 dias, com as diferentes
doses. As analises estatisticas apontam diferencas significativas entre os grupos de
insetos tratado e controle para as construcées dsRNA A e dsRNA B utilizando as
doses de 1,0 e 10 pg por 5 mm? de dieta artificial. A construgdo dsRNA AB n&o houve
diferenca significativa em nenhuma das doses administradas na dieta quando

comparada ao controle.
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Figura 13. Curva de sobrevivéncia de insetos alimentados com diferentes doses de dsRNA adicionadas
em 5mm?3 da dieta artificial, 10 insetos por grupo, no periodo de 30 dias. As curvas de sobrevivéncia
em azul referem-se ao controle agua, em vermelho dsRNA A, em verde dsRNA B e em roxo dsRNA
AB. As doses em (A) 0,1 ug; (B) 0,5 ug; (C) 1,0 ug; (D) 10,0pg/ 5mm? da dieta. A analise estatistica da
média de trés experimentos independentes, entre 0s grupos tratados e controles foram feitas utilizando
os testes Log-Rank (Mantel-Cox) e Wilcoxon (Gehan), a letra no gréfico representa diferenca
significativa em relacao ao controle (P<0,05).
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4.4.2 Administracdo do dsRNA por aplicacdo tépica

Como administracdo na dieta impossibilita o conhecimento sobre a real da
massa de dsRNA ingerida pelo inseto, uma vez que o inseto pode se alimentar pouco
ou nao se alimentar, optamos também pela administracdo do dsRNA por via tépica
com a dose de 0,1; 0,5; 1,0 e 10,0 pg por inseto.

As trés construcdes de dsRNA, separadamente, foram aplicadas na regido
dorsal das larvas de 2° estddio do desenvolvimento e acompanhado o
desenvolvimento por 30 dias como descrito em Material e Métodos.

Na figura 14 s&o apresentadas as curvas de sobrevivéncia dos insetos tratados
com a aplicacéo topica dos diferentes dsRNAs. Podemos observar que as taxas de
mortalidade foram na ordem de 60 a 80% para as construgdes dsRNA A e dsRNA B
e de 60 a 90% para a construcdo dsRNA AB variando de acordo com as diferentes
doses de dsRNA administradas. As analises estatisticas apontam diferenca
significativa entre o grupo tratado e o controle para as 3 constru¢des nas doses de 1,0

e 10,0 ug por inseto.
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Figura 13. Curva de sobrevivéncia de insetos tratados de forma tépica com diferentes doses dos
dsRNAs, 10 insetos por grupo, no periodo de 30 dias. As curvas de sobrevivéncia em azul referem-se
ao controle 4gua, em vermelho dsRNA A, em verde dsRNA B e em roxo dsRNA AB. As doses em (A)
0,1 ug; (B) 0,5 ug; (C) 1,0 ug; (D) 10,0ug por inseto. A analise estatistica da média de trés experimentos
independentes, entre os grupos tratado e controle foram feitas utilizando os testes Log-Rank (Mantel-
Cox) e Wilcoxon (Gehan), as letras no gréafico representam diferenca significativa em relagdo ao
controle (P<0,05).

Tanto no bioensaio de aplicacao tépica, quanto no de administracdo de dsRNA
na dieta, para todas as doses de dsRNA utilizadas, pudemos observar duas faixas de
mortalidade mais intensas, uma ocorre até o 8° dia e a segunda ocorre entre 0 15° e
20° dia ap6s o tratamento. Essas faixas de mortalidade coincidem com a mudanca de
3° para 4° estadio de larva e de 6° estaddio de larva para o estadgio de pupa,

respectivamente.

4.5 FenoOtipos apo6s o tratamento com RNAI

Os insetos tratados com dsRNA foram acompanhados durante 30 dias, 0s
insetos mortos ou moribundos foram fotografados conforme descrito em Material e

Métodos.

O fenotipo de méa formacéo da cuticula das lagartas foi mais evidente até o 5°
dia apoés o tratamento com os diferentes dsRNAs. Na figura 14 sdo apresentados dois
insetos, um tratado com agua (controle) e outro tratado com 10 pg de dsRNA A
administrado por via topica. Neste caso é possivel observar que houve um notavel
atraso no crescimento, o escurecimento da cuticula e o extravasamento de corpo
gorduroso na altura da cabeca, deformacéo na cuticula em funcéo da fragilizacao da
mesma. Fendtipo semelhante foi observado para as demais construcfes, dsSRNA B e
dsRNA AB.
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Figura 14. Fendtipo das lagartas 4 dias apds o tratamento por aplicacdo topica. (A) Inseto controle
tratado com agua. (B) inseto tratado com 10ug de dsRNA A. A barra em preto corresponde a 1 cm.

No caso dos insetos tratados com os diferentes dsRNAs (dsRNAs A, dsRNA B
e dsRNA AB, ap6s 15 a 20 dias, no periodo de muda para pupa, foi observado
fenétipos semelhantes aos da larva: escurecimento e fragilizacdo da cuticula com
sinais de rompimento, em alguns casos. Além disso, foi observado um fen6tipo muito
interessante de interrup¢ao do desenvolvimento, com a estagnacao na mudanca entre
0s estagios de lagarta para pupa. Na figura 15 esta apresentado todos os diferentes

fendtipos identificados.
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Figura 15. Fendtipo dos insetos apos 20 dias de aplicagéo topica ou na dieta de construgfes de dsRNA
CHS. Em (A) Pupa tratada com agua (controle); (B) Pupa tratada com 10ug de dsRNA A na dieta
artificial; (C) Pupa tratada com 10ug de dsRNA AB por aplicagdo topica, a seta em vermelho indica
ponto de ruptura da cuticula; (D) Inseto tratado com 10ug de dsRNA B por aplicagao tépica, observa-
se a estagnagao entre os estagios de lagarta para pupa. A barra em preto corresponde a 1 cm.

4.6 Analise de expresséao génica apos o tratamento com dsRNAs

Considerando que a mortalidade foi mais efetiva em grupos tratados com
dsRNA por aplicacdo topica, nos decidimos analisar a expresséo dos genes CHSA e
CHSB, apés o tratamento com dsRNA A, dsRNA B e dsRNA AB administrados de
forma topica. Trés grupos de 10 lagartas no estadio L2 foram tratadas por aplicacédo
toépica com 10,0 ug dos dsRNAs anteriormente utilizados, dsRNA sintetizado para o
gene da GFP, usado como dsRNA para um gene nao relacionado e como controle do
veiculo foi utilizada agua na aplicagéo topica. Apos 72h de tratamento, 3 insetos de
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cada grupo foram utilizados para extragdo de RNA, seguida da sintese de cDNA e por
fim, a expressdo de CHSA e CHSB foram analisadas por gPCR, conforme descrito

em Material e Métodos.

Na figura 16 é apresentado o grafico dos niveis de expressdo de CHSA nos
diferentes grupos tratados, e é possivel observar que apos 72h de tratamento os niveis
de CHSA dos grupos GFP e 4gua foram significativamente iguais. Os insetos tratados
com dsRNA A sofreram uma reducgéo significativa de aproximadamente 40 % em
relacdo aos grupos controle GFP e agua. Nos grupos tratados com dsRNA B e dsRNA
AB, os niveis de CHSA foram regulados positivamente em relacao ao controle GFP,

aumentando significativamente em 37 e 59 %, respectivamente.
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Figura 16. Média dos niveis de expressdao de CHSA de um total de 9 insetos, 72h apés o tratamento
por aplicacéo tépica de dsRNA CHS. Da esquerda para a direita representa os grupos tratados com:
10ug de dsRNA GFP, agua, 10ug de dsRNA A, 10ug de dsRNA B e 10ug de dsRNA AB. A barra de
erro representa o desvio padrdo de 3 experimentos independentes e a andlise estatistica utilizada foi
ANOVA seguida de Tukey. As letras representam significancia estatistica para P<0,05.

Na figura 17 é apresentado o grafico dos niveis de expressdo de CHSB nos
diferentes grupos tratados com dsRNA, € possivel observar que ap6s 72h de

tratamento apenas o grupo tratado com o dsRNA AB sofreu aumento significativo de
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80 % nos niveis de CHSB em relacdo ao controle GFP. Os demais grupos nao
apresentaram diferencga significativa na expressao do gene em relagéo ao controle
GFP.
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Figura 17. Média dos niveis de expressdo de CHSB de um total de 9 insetos, 72h apds o tratamento
por aplicacéo tépica de dsRNA CHS. Da esquerda para a direita representa os grupos tratados com:
10ug de dsRNA GFP, agua, 10ug de dsRNA A, 10ug de dsRNA B e 10ug de dsRNA AB. A barra de
erro representa o desvio padrdo de 3 experimentos independentes e a andlise estatistica utilizada foi
ANOVA seguida de Tukey. As letras representam significancia estatistica para P<0,05.

4.7 Avaliacdo do peso dos insetos apés o tratamento

Nos bioensaios nos quais as larvas de H. armigera foram tratadas com os
dsRNAs tanto por alimentacdo quanto por aplicacao topica, visualmente os grupos de
insetos que receberam dsRNA aparentavam reducdo de tamanho em relacdo ao
grupo controle. Considerando a hipétese de que se tivesse ocorrido o silenciamento
génico de CHS, o peso dos insetos seria menor, considerando a redu¢éo do conteudo
de quitina no inseto tratado. Assim, avaliamos a influéncia do tratamento com os

dsRNAs no peso dos insetos, nés realizamos um segundo bioensaio, e um total de 6
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insetos de cada condi¢do de tratamento foram selecionados de forma aleatéria e
pesados em dois momentos distintos: no 4° estagio de larva e em pupa, 5 e 20 dias
apos o tratamento com dsRNA respectivamente, conforme descrito em Material e
Métodos.

Na figura 18 é apresentado o grafico da média dos pesos (g) das lagartas dos
diferentes grupos, 5 dias apds o tratamento com os dsRNAs. Observamos que o0s
grupos controles GFP e agua ndo apresentaram diferencas significativas entre si em
relacdo ao peso. No grupo tratado com 10ug do dsRNA A, houve uma reducéo
significativa do peso em 36% em relac&o ao grupo controle tratado o dsRNA GFP, que
pode ser justificada pelo silenciamento génico observado na Figura 16. No grupo
tratado com o dsRNA B a reducado foi de aproximadamente 30% em relacdo ao
controle GFP. E por fim no grupo tratado com o dsRNA AB a reducéo foi de 38% em
relacéo ao grupo GFP. Nestes dois grupos, apesar da reducéo significativa dos pesos,
os silenciamentos génicos ndo foram correlacionados (Fig. 17).
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Figura 18. Média dos pesos em gramas de um total de 9 insetos, 5 dias apds o tratamento por aplicacdo
tépica. Da esquerda para a direita representa os grupos tratados com: 10ug de dsRNA GFP, agua,
10ug de dsRNA A, 10ug de dsRNA B e 10ug de dsRNA AB. A barra de erro representa o desvio padrdo
de 3 experimentos independentes e a analise estatistica utilizada foi ANOVA seguida de Tukey. As
letras representam significancia estatistica para P<0,05.
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Na figura 19 € apresentado o gréfico da média de peso das pupas dos
diferentes grupos, 20 dias apds o tratamento. Observamos que 0s grupos controles
GFP e agua ndo apresentaram diferencas significativas entre si em relagdo ao peso.
No grupo tratado com 10ug do dsRNA A, houve uma reducao significativa do peso em
37% em relacdo ao grupo controle tratado o dsRNA GFP. No grupo tratado com o
dsRNA B a reducéo foi de 28% em relagao ao controle GFP. E por fim no grupo tratado
com o dsRNA AB a reducéo foi de 18% em relacéo ao grupo GFP.

Figura 19. Média do peso em gramas de um total de 9 insetos, 20 dias ap6s o tratamento por aplicacéo
tépica. Da esquerda para a direita representa os grupos tratados com: 10ug de dsRNA GFP, agua,
10ug de dsRNA A, 10ug de dsRNA B e 10ug de dsRNA AB. A barra de erro representa o desvio padrao
de 3 experimentos independentes e a analise estatistica utilizada foi ANOVA seguida de Tukey. As
letras representam significancia estatistica para P<0,05
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5. DISCUSSAO

No atual cenario agricola com enormes prejuizos causados por insetos-praga,
€ imprescindivel o desenvolvimento de novas tecnologias de controle, visto que,
muitas espécies apresentam resisténcia a inseticidas quimicos tradicionalmente
utilizados. A H. armigera possui caracteristicas de adaptar-se a diferentes ambientes
e hospedeiros com alta proliferacdo da espécie (FITT, 1989; TAY et al., 2013). Em
funcdo disso, apresenta grande potencial de dano, quando seu controle ndo é
realizado de forma adequada.

A base de dados Arthropod Pesticide Resistance database (2020) aponta a
ocorréncia de populacbes de H. armigera resistentes a 48 ingredientes ativos ja
descritos na literatura. Reforgcando assim a necessidade do desenvolvimento de novas

tecnologias de controle para este inseto-praga.

O grande potencial do RNAI de interferéncia no controle de pragas agricolas
tem sido explorado, visto que, insetos, em sua grande maioria, sdo bastante
suscetiveis ao processo. Além disso, o controle por RNAI apresenta-se com alto grau
especificidade, podendo ser escolhidas regides bem distintas do gene como alvo de
silenciamento, diminuindo a chance do aparecimento de resisténcia e ainda podendo

ser aplicado de forma modulada.

Diferentes formas de silenciamento génico por RNAI tém sido avaliadas como
tecnologias de grande potencial para serem utilizados no controle de pragas, como a
utilizacdo de dsRNA, microRNA, dsRNA Harpin, dentre outras (PRICE &
GATEHOUSE, 2008). Entretanto, algumas barreiras ainda dificultam o uso dessa
tecnologia, como por exemplo, a escolha de um gene alvo e o método de
disponibilizacdo das moléculas que sejam capazes de promover o silenciamento de
forma efetiva (PRICE; GATEHOUSE, 2008; ZHANG e al., 2013).

Neste trabalho buscamos avaliar o potencial da tecnologia de RNAI, através da
administracdo de dsRNA como ferramenta de controle da H. armigera, tendo como
alvo molecular os genes de CHS. Além disso, caracterizamos o perfil de expressao
dos genes CHSA e B no ciclo de vida de H. armigera e avaliamos duas formas de

administracdo dos dsRNAs distintas: a topica e na dieta artificial.
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Neste estudo nés identificamos duas putativas proteinas CHS no banco de
dados do NCBI. O alinhamento dessas proteinas com as CHSs de outros organismos
indicaram que a H. armigera possui duas CHSs, uma do tipo A e outra do tipo B,
observando os dominios conservados, motivos 1-7 (Figura 9), que caracterizam as
CHSs, destacando-se as sequéncias EDR e QRRRW, presente no sitio catalitico que
sdo as assinaturas da proteina (MERZENDORFER, 2006).

Além disso, as sequéncias encontradas foram utilizadas para determinar
teoricamente as massas moleculares e 0s pontos isoelétricos. Os valores tedricos de
massa molecular de 178 e 175 kDa, e de pl 6,56 e 5,92 para CHSA e CHSB,
respectivamente encontram-se dentro da faixa de 150-200 kDa para massa molecular
tedrica para esta classe de proteina e dentro da faixa do ponto isoelétrico, que é
levemente acido (TELLAM, et al, 2000).

Em tese, a localizacéo da regido de silenciamento deveria ndo ter importancia
para eficiéncia do mesmo. Entretanto, Ola e colaboradores (2004) relataram que cerca
de um em cinco siRNAs selecionados aleatoriamente seréo eficazes no silenciamento
de seus alvos. Confirmando esta hipétese, Zhang e colaboradores (2010) reportaram
evidéncia a respeito da importancia da escolha da regido alvo de silenciamento dos
genes de CHS em Anopheles gambiae, vetor da malaria. Neste estudo os autores
selecionaram duas regifes como alvo de silenciamento do gene CHSA (AgCHS1F1 e
AgCHS1F2) e duas regides do gene CHSB (AgCHS2F1 e AgCHS2F2). Eles
observaram que a administracdo das duas construcfes de dsRNA AgCHS1 foram
capazes de silenciar os genes CHSA e CHSB. Enquanto as duas constru¢cdes dsRNA
AgCHS2 s6 foram capazes de silenciar o gene CHSB. Outra evidéncia sobre a
importancia da escolha da regido génica alvo foi reportada por Yang e Han (2013), os
autores selecionaram 4 regides distintas do gene de quitinase de H. armigera como
alvo de silenciamento. Todas as construcdes de dsRNA utilizadas foram capazes de

silenciar o gene de quitinase, mas, com intensidades diferentes.

Para nosso estudo, a selecéo das regides alvo de silenciamento por RNAI teve
como o gene principal a CHSB, tendo em vista que este gene esta relacionado com a
sintese de quitina na matriz peritréfica, localizada intestino e diretamente relacionada
com a digestao do inseto, este se alimenta das por¢des vegetativas e reprodutivas de

plantas.
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Para o silenciamento de CHSB foram selecionadas uma sequéncia alvo
correspondente a regido C-terminal do gene (de 4199 a 4314 nt) e uma segunda
regido correspondente ao dominio catalitico (de 2175 a 2481 nt), uma vez que esta
regido contempla alta homologia com o gene CHSA, tendo a possibilidade de silenciar
os dois genes de forma simultdnea, como demostrado por Lopez e colaboradores
(2019). Para um silenciamento distinto, entre os genes CHS de H. armigera
selecionamos com alvo uma terceira regiao (de 417 a 561 nt) no CHSA, considerando
o fato de que, em geral, enzimas semelhantes sédo mais divergentes em sua porcao

N-terminal.

Antes de avaliar os efeitos do silenciamento mediado por dsRNA, de forma
inédita, nés caracterizamos o perfil de expresséao dos genes CHSA e B em H. armigera
nas fases de ovo, larva (L1-6) e pupa. Yu e colaboradores (2020) realizaram a
identificacdo e analise funcional dos genes CHSA e B em Spodoptera litura, um
lepidoptero filogeneticamente proximo a H. armigera. Neste artigo, o perfil de
expressao dos genes apresentados nos diferentes estagios de desenvolvimento de S.
litura é bastante semelhante aos perfis dos genes observados em nosso estudo. Para
ambos, observa-se uma elevacdo dos niveis de transcrito de CHSA nos estagios
iniciais do desenvolvimento com uma diminuicdo nos estagios avancados de larva (L5
e L6). Para os genes CHSB os perfis também foram semelhantes, sendo que para H.
armigera foi observado um aumento de expressao do gene em L1, com picoem L2 e
chegando a expressao basal em L4. Para S. litura o aumento de transcrito de CHSB
deu-se em L2, com pico em L4, chegando a expressao basal do gene em L5 (Fig. 11
e 12).

Em funcdo do possivel uso do RNAI para silenciamento dos genes de CHS
como ferramenta de controle de H. armigera, nés buscamos mimetizar uma aplicacao
do dsRNA por pulverizacdo, como poderia ser utilizada em cultivos agricolas. Dessa
maneira, as moléculas de dsRNA poderiam adentrar o0 inseto por meio da cuticula, ou
através da ingestdo, quando as lagartas se alimentassem do hospedeiro vegetal
pulverizado com as moléculas indutoras de silenciamento. Para isso, nGs optamos por
administrar as diferentes constru¢cdes do dsRNA para os genes de CHSA e B de forma
topica na regido dorsal da lagarta e também adicionadas em 5 mm3 de dieta artificial.
As construcdes foram administradas em larvas de 2° estagio considerando os perfis

de expressao dos genes de CHS em H. armigera.
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Para observar os fenétipos em funcdo do silenciamento de CHSs de H.
armigera, nos utilizamos as doses de 0,1; 0,5; 1,0 e 10,0 pug de dsRNA tanto na
administracao topica quanto na dieta.

As doses de 1,0 e 10,0 pg de dsRNA aplicados na dieta promoveram um
fendtipo de mortalidade significativo em relacdo ao controle. A construcao dsRNA A
promoveu taxa de mortalidade na ordem de 60% para ambas as doses. Na construgao
dsRNA B, as taxas foram de 60 e 80% para as doses de 1,0 e 10,0 pg,
respectivamente. As maiores taxas de mortalidade foram observadas nos periodos de
3 a5 e 15 a 20 dias ap6s o tratamento, o primeiro periodo coincide com a mudanca
entre os estadios larvais de L3-L4, no qual as lagartas se alimentam de forma
abundante para o crescimento, necessitando de muita quitina para o desenvolvimento
de sua cuticula. O segundo periodo coincide com a mudanca entre os estagios de
larva para pupa, neste momento o0 inseto muda sua morfologia, possivelmente
fazendo um turnover de quitina, uma vez que n&o observamos aumento de transcritos
de CHS nesta fase. Para a construcéo dsRNA AB, nédo foi observado uma mortalidade
significativa, a auséncia de fendtipo de mortalidade nesta construcdo pode estar
relacionada com a natureza da construcéo, propriamente dita ou com o fato de que
talvez a larva néo tenha ingerido suficiente quantidade de dsRNA para a observacéo
do fenotipo. Outro fendtipo observado foi que os insetos tratados com dsRNA A e B
diminuiram a taxa de mobilidade em relacdo ao controle. Na literatura apenas um
artigo utiliza o gene CHSB como alvo de silenciamento através da alimentacao tendo
como modelo experimental H. armigera. Neste estudo, Jim e colaboradores (2015)
utilizaram larvas de 3° estadio de desenvolvimento que foram alimentadas com folhas
de tabaco modificadas para expressar dsRNA tendo como alvo a CHSB. Os fenétipos
de silenciamento observados foram pouca mobilidade no grupo tratado, diminuicédo
significativa do peso e aproximadamente 50% de taxa de mortalidade quando
comparado ao grupo controle. Todos esses fenétipos foram semelhantes aos
fendtipos encontrados em nosso estudo, tanto para o gene de CHSA quanto CHSB.
Apesar dos autores nao correlacionarem o exato periodo das mortes, foi descrito que
ocorreram principalmente nos estagios larvais avancados e proximo a mudanca do

estagio de larva para pupa, dados estes que corroboram o nosso estudo (Fig. 12).

No bioensaio em que os dsRNAs foram administrados de forma topica, as

doses de 1,0 e 10,0 pg promoveram mortalidade significativa em relacéo ao controle
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para as 3 construcdes testadas (Fig 13). Na dose 1,0 e 10 pg as construcdes dsRNA
A, dsRNA B e dsRNA AB promoveram uma taxa de mortalidade na ordem de 80-90%,
sem diferencas significativas entre as diferentes construgdes, mas com diferenca em
relagdo ao controle. De maneira geral, o gene de CHSB encontra-se expresso nas
células do intestino (IBRAHIN et al., 2000; ARAKANE et al., 2004, 2005). O fendétipo
de mortalidade observado para as construcoes dsRNA B e dsRNA AB, sugerem que
0 alcance do dsRNA foi sistémico, semelhante ao observado por Zhang e
colaboradores (2015) para o gene methionine-rich storage protein gene (OfSP). Neste
trabalho, 3 constru¢cdes de dsRNA foram desenhadas em regifes distintas do gene
OfSP (dominio N, dominio C e dominio M), em uma abordagem semelhante ao do
nosso trabalho. Os dsRNAs foram aplicados por spray em larvas de H. armigera de 1°
estadio e foi observado que apenas a construcao desenhada para a regido do dominio
C foi capaz de induzir mortalidade significativa nos dias 1, 3, 5 e 7 ap0s o tratamento.
A administracéo topica de dsRNA para o dominio C do gene OfSP foi capaz de
promover o silenciamento, monitorado por gPCR e que desencadeou a ma formacéo
do corpo da larva, destacando-se alteracdo da cuticula, as outras duas construcdes
de dsRNA para os dominios M e N nao foram efetivas. Esses resultados também
corroboram o0s nossos resultados que dependendo da regido do gene alvo de
silenciamento, os niveis de transcrito assim como a intensidade do fendtipo sofrem

alteracao.

Os fenotipos de ma formacéao da cuticula foram observados, em nosso estudo,
para as 3 construcdes de silenciamento dsRNA A, dsRNA B e dsRNA AB, tanto na
administracao tépica quanto na oral. As larvas e pupas que apresentaram coloracao
escura apo6s o tratamento, morreram antes de emergir como adultos, em geral, com
ma formacéo de cuticula. Outro fendtipo frequente foi a pupa permanecer com a
coloracdo normal, mas com defeitos na cuticula devido a fragilizacdo. E um terceiro
fendtipo observado foi a estagnacao do inseto entre os estagios de larva e pupa (Fig.
14 e 15). Jim e colaboradores (2015), de modo semelhante também silenciaram o
gene de CHSB, observaram o escurecimento dos insetos, entre o0 estagio de larva e
pupa, que nao sobreviveram. Um fendtipo do inseto um pouco diferente foi obtido por
Yu e colaboradores (2020), eles silenciaram através de microinje¢cdo os genes de
CHSA e Bem S. lituracom as doses de 3 e 5 ug de dsRNA por inseto. O silenciamento

efetivo foi observado para os dois genes com a dose de 5 g, entretanto, os fenétipos
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de méa formacdo e escurecimento de cuticula s6 foram caracterizados nos insetos
silenciados para CHSA, apesar do silenciamento efetivo observado no ensaio de
gPCR, os insetos tratados com dsRNA CHSB né&o apresentaram fenétipos.

Para comprovar que os fendtipos encontrados em nosso estudo estdo
relacionados com o silenciamento génico, nés verificamos os niveis de expressao dos
genes CHS por gPCR, 3 dias apoés o tratamento. Os dsRNAs foram administrados nos
insetos por aplicacdo tOpica, uma vez que, esta foi a forma mais efetiva de
administracdo para caracterizar o fenotipo de mortalidade. Neste ensaio as 3
construcbes de dsRNA foram usadas apenas na dose de 10,0 pug por inseto. A
construcdo dsRNA A foi mais efetiva no silenciamento (Fig. 16), o que justifica os
fendtipos de mortalidade e alterac&o de cuticula observados em larvas e pupas, apos
o tratamento (Fig. 13, 14 e 15). Além dos fendtipos apresentados, o silenciamento de
CHSA tem potencial para inviabilizar a prole de H. armigera, uma vez que, o0 dsRNA
de CHSA de origem parenteral afeta o embrido como demostrado para Rhodnius
prolixus (MANSUR et al., SOUZA-FERREIRA et al., 2014).

A construcao dsRNA B mostra uma tendéncia ao silenciamento, a qual néo foi
confirmada com significancia estatistica quando comparada aos controles (Fig. 17).
De modo surpreendente, em nosso trabalho a construcdo dsRNA AB promoveu uma
super expressao do gene na ordem de 80% em relacdo ao controle GFP (Fig. 17),
apesar de ter promovido taxa mortalidade significativa. De modo semelhante, nos
observamos que no trabalho de Yu e colaboradores (2020), a dose de 3 ug de dsRNA
injetada em S. litura também promoveu na ordem de 200% a super expressao do gene
CHSA e na ordem de 150% a do gene CHSB, os autores ndo discutiram este
fendmeno, entretanto, observaram que com o aumento da dose dos dsRNAs injetados
(5 ug) foi capaz de promover o efetivo silenciamento génico dos dois genes de CHS

em S. litura.

Mais experimentos sdo necessarios para definir a persisténcia do silenciamento
dos genes de CHS em H. armigera ou caracterizar uma possivel super expressao do
gene em resposta ao tratamento com dsRNA. Sendo necessério verificar a expressao
dos genes ao longo do tempo apos o tratamento e a expressédo do gene em funcéo

das quantidades de dsRNA administradas. Os estudos a respeito das regiées génicas
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alvo de silenciamento também devem ser ampliados para que a escolha de genes

alvos para controle de pragas, como proposto neste trabalho, sejam otimizadas.

Sendo o silenciamento génico de CHS efetivo o conteddo de quitina deve ser
alterado, considerando que a massa de quitina € de aproximadamente 30 a 40% do
peso do inseto, espera-se que esse silenciamento corresponda a uma diminuicdo no
peso dos insetos. A perda do peso em funcéo da reducédo do contetido de quitina pode
estar relacionada com a diminuicdo da massa de cuticula e/ou em funcdo da
desidratacéo do inseto provocada pela fragilidade cuticular. Apos o tratamento tdpico
com os diferentes dsRNAs na dose de 10,0 pg para silenciamento das CHSA e B os
insetos foram pesados em dois diferentes estagios, as 3 constru¢des reduziram o
peso na ordem de 30-38%, 5 dias apos o tratamento, quando comparado com 0 grupo
controle tratado com dsRNA GFP, justificando uma provavel alteragdo do peso em
funcdo do silenciamento génico das CHSs (Fig. 18). No estagio de pupa também
ocorreu a perda de peso, na ordem de 37 e 28% para os tratamentos com dsRNA A
e dsRNA B, respectivamente, sugerindo que o gene que foi efetivamente silenciado,
no caso da CHSA, o que desencadeou reducao no peso. No caso do gene CHSB o
silenciamento ndo foi efetivamente comprovado no 3° dia apdés o tratamento,
entretanto, observou-se uma significativa reducao dos pesos, no 5° e no 20° dia apos
o tratamento, 0 que sugere que o silenciamento possa ter sido efetivo em algum
periodo apods o tratamento. De forma curiosa, o grupo tratado com dsRNA AB, no qual
foi observado uma super expressao de CHSB no estagio de larva, foi o grupo que teve
a menor perda de peso, quando comparado com o grupo controle (dsRNA GFP),
sugerindo que esta super expressdo possa ter contribuido para a diminuicdo da

intensidade do fen6tipo de reducédo do peso.

Todos os resultados aqui apresentados apontam o uso do dsRNA para o
silenciamento de CHS, como uma prova de conceito substanciada, de que o RNAI
pode ser efetivo para controle da lagarta H. armigera, em especial com a
administracdo topica, pois promoveu uma resposta mais intensa nos fendtipos de
mortalidade de larvas e pupas, alteracdo da cuticula, do peso e escurecimento do
tegumento. Este inseto fragilizado em fung¢édo do silenciamento génico de CHSA, e
possivelmente de CHSB ficaria mais susceptivel aos seus inimigos naturais, aos
processos de desidratacao e injurias mecanicas em fungéo da reducdo do contetdo

de quitina, tendo potencial biotecnolégico no controle da lagarta. Este estudo deve ser
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ampliado para monitorar as doses de dsRNA a serem utilizadas, as construcdes alvo
de silenciamento mais adequadas e o periodo necessario do tratamento das larvas
para um controle efetivo dessa praga agricola a H. armigera.
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