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RESUMO

O café¢ (Coffea spp.) € uma das principais commodities agricolas globais, mas sua
produtividade ¢ severamente limitada pela infestacdo do bicho-mineiro-do-cafeeiro
(Leucoptera coffeella). O controle quimico tradicional demonstra eficacia decrescente devido
a resisténcia da praga a inseticidas como piretroides e neonicotinoides. Diante desse desafio, a
tecnologia de interferéncia por RNA (RNAi) emerge como uma fronteira biotecnoldgica
promissora, oferecendo alta especificidade para o silenciamento de genes essenciais por meio
da aplicagdo topica de dsRNA (SIGS - Spray-Induced Gene Silencing). Este trabalho teve
como objetivo identificar e avaliar o potencial genes candidatos a ativos biotecnoldgicos para
o desenvolvimento de um bioinseticida de dsSRNA de uso topico. Por meio de analises in
silico e revisdes de literatura, selecionaram-se os genes notch, SNF7 e AChE. O gene notch
(Neurogenic locus Notch protein) foi central, sendo identificado como de copia Unica e
conservado em L. coffeella. A caracterizagdo da expressdo génica por por RT-qPCR
confirmou que o gene notch € constitutivo, expressando-se em todos os estadgios analisados
(L4, pupa, macho e fémea), com picos proeminentes na fase de pupa. Para otimizar a entrega
do dsRNA, superando a degradag@o por nucleases caracteristica dos lepidopteros, foram
produzidas nanoparticulas de quitosana. Os bioensaios de soaking em larvas de quarto instar
(L4) compararam o dsRNA ndo nanoformulado (naked) com o dsRNA nanoformulado
(dsRNA nano) e seus controles. Os resultados fenotipicos revelaram que a formulacao dsRNA
Nano demonstrou letalidade superior, com 14 individuos mortos em 24 horas, em comparagdo
com 8 mortos no grupo dsRNA naked. Além disso, o dSRNA Nano exibiu a menor taxa de
formagdo de pupas em 96 horas, indicando uma disrupcao significativa no desenvolvimento e
metamorfose. A quantificacao de transcritos, realizada em amostras coletadas apenas 2 horas
apos o soaking, confirmou que o dsRNA Nano alcangcou a maior redu¢do nos niveis de
transcritos do gene notch. Em conclusao, este estudo corrobora o gene notch como um alvo
letal promissor e estabelece a importancia critica da nanoformulagdo para a eficicia do

dsRNA de uso topico no controle de L. coffeella.

Palavras-chave: Leucoptera coffeella; RNAi; dsRNA; Silenciamento Génico;
Nanocarreadores; Gene notch; Bicho-mineiro-do-cafeeiro.
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ABSTRACT

Coffee (Coffea spp.) is a major global agricultural commodity, however its
productivity is severely limited by the infestation of the Coffee Leaf Miner (Leucoptera
coffeella). Traditional chemical control is decreasing in effectiveness due to pest resistance to
insecticides like pyrethroids and neonicotinoids. Faced with this challenge, RNA interference
(RNA1) technology emerges as a promising biotechnological frontier, offering high specificity
for silencing essential genes via the topical application of dsRNA (SIGS - Spray-Induced
Gene Silencing). This study aimed to identify and evaluate the potential of candidate genes as
biotechnological assets for the development of a topical dsSRNA bioinsecticide. Through in
silico analyses and literature reviews, the notch, SNF7, and AChE genes were selected. The
notch gene (Neurogenic locus Notch protein) was central, identified as single-copy and
conserved in L. coffeella. Characterization of gene expression by RT-qPCR confirmed that the
notch gene is constitutive, being expressed in all stages analyzed (L4, pupa, male and female),
with prominent peaks in the pupal stage. To optimize dsRNA delivery, overcoming the
degradation by nucleases characteristic of lepidopterans, chitosan nanoparticles were
produced. Soaking bioassays in fourth-instar larvae (L4) compared non formulated dsRNA
(dsRNA Naked) with the nanoformulated dsRNA (dsRNA Nano) and their respective
controls. Phenotypic results revealed that the dSRNA Nano formulation demonstrated superior
lethality, with L4 individuals dead within 24 hours, compared to 8 dead in the dsSRNA Naked
group. Furthermore, dsRNA Nano exhibited the lowest pupal formation rate at 96 hours,
indicating a significant disruption in development and metamorphosis. Transcript
quantification, performed on samples collected just 2 hours after soaking, confirmed that
dsRNA Nano achieved the greatest reduction in transcript levels of the notch gene. In
conclusion, this study corroborates the notch gene as a promising lethal target and establishes
the critical importance of nanoformulation for the efficacy of topical dsSRNA in controlling L.

coffeella.

Keywords: Leucoptera coffeella; RNAi; dsSRNA; Gene Silencing; Nanocarriers; notch Gene;
Coftee Leaf Miner.
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1. REFERENCIAL TEORICO
1.1 CAFE

O café (Coffea spp.) consolida-se como uma das principais commodities agricolas em
escala global, desempenhando um papel socioeconémico de elevada complexidade e
amplitude. A relevancia do setor para a economia brasileira ¢ marcada pela geracao de divisas
significativas, sendo um pilar financeiro fundamental para o pais. Além disso, a cadeia
produtiva no Brasil abrange mais de 300 mil propriedades, refor¢ando seu impacto social no

setor rural (Matiello, 2015).

A cafeicultura brasileira apresenta uma expressiva abrangéncia territorial, com a
producdo consolidada primordialmente nos estados de Minas Gerais, Espirito Santo, Sao
Paulo e Bahia, assegurando a hegemonia do pais no mercado global (Dantas, 2021). Em
Minas Gerais, maior produtor nacional, a safra de 2025 reflete os efeitos intrinsecos da
bienalidade negativa e de adversidades climaticas, enquanto o Espirito Santo se firma como o
principal polo de café conilon, respondendo por cerca de 69% da produ¢do nacional desta
espécie (Conab, 2025). Nesse cenario geoecondmico, o bioma Cerrado desempenha um papel
estratégico e transformador, pois sua topografia plana favorece a adog¢do de sistemas
altamente mecanizados, ao passo que sua dindmica climéatica de invernos secos ¢ fundamental
para o escalonamento da colheita e a obtengdo de grdos de elevada qualidade sensorial
(Dantas, 2021; Matiello, 2015). A configuracdo espacial dessas regides produtoras e a
centralidade do Cerrado na sustentagdo do parque cafeeiro contemporaneo encontram-se

ilustradas na Figura 1.
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Figura 1: Mapa do territério brasileiro indicando os estados produtores de café (amarelo) e o bioma Cerrado

delimitado em verde (Dantas, 2021).

Do ponto de vista produtivo, a cafeicultura ¢ caracterizada pela bienalidade, que afeta
o volume colhido. Para a safra de 2025, o total de café beneficiado no Brasil foi estimado em
55,2 milhdes de sacas, indicando um crescimento de 1,8% em relag¢do a safra anterior. Esta
producao divide-se em duas espécies predominantes: o café arabica (Coffea arabica L.), com
uma projecdo de 35,15 milhdes de sacas, e o conilon (Coffea canephora Pierre ex Froehner),
com uma estimativa de 20,1 milhdes de sacas. A produtividade média nacional prevista ¢ de

29,7 sacas por hectare (scs/ha) (ABIC, 2025; Conab, 2025).

No que tange a taxonomia e filogenia, o cafeeiro estd inserido no género Coffea,
pertencente a familia Rubiaceae. Deste género, apenas o C. arabica e o C. canephora sao
cultivados em grande escala, respondendo por quase a totalidade do comércio mundial de
café. O C. arabica tem sua origem nas regioes de maior altitude da Etiopia. Em termos

genéticos, ¢ uma espécie alotetraploide, apresentando 2n = 44 cromossomos. Por outro lado, o
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C. canephora (conilon/robusta) ¢ uma espécie diploide, com 2n = 22 cromossomos

(Lashermes, 1999; Matiello, 2015).

Morfologicamente, o cafeeiro ¢ classificado como uma planta de porte arbustivo ou
arboreo. O seu sistema radicular ¢ volumoso e profundo, sendo que a sua constituicdo e
desenvolvimento sdao influenciados pelas caracteristicas edaficas. Um sistema radicular
robusto ¢ especialmente vital para a tolerancia a déficits hidricos, caracteristica notavel no
café conilon. O crescimento dos ramos ¢ dimorfico, com ramos ortotropicos que formam a
haste principal e ramos plagiotropicos que sdo os produtivos. O tronco do cafeeiro apresenta

ramificacgdes laterais que sdo responsaveis pela absor¢do de nutrientes (Matiello, 2015).
1.2 BICHO-MINEIRO-DO-CAFEEIRO

A producdo de café, apesar de sua grande importancia econdmica, enfrenta desafios
fitossanitarios significativos, como o ataque de pragas e doencas. Entre as pragas de maior
impacto, o bicho-mineiro-do-cafeeiro (Leucoptera coffeella Guérin-Méneville, 1842)
destaca-se como o principal fator bidtico limitante para a cultura em diversas regides
neotropicais. Originario do continente africano e registrado pela primeira vez no hemisfério
ocidental nas Antilhas em meados do século XIX, este microlepidoptero adquiriu status de
praga cosmopolita, dispersando-se pelas regides cafeicultoras da Africa, Asia e,
proeminentemente, pela América do Sul (Dantas et al, 2021). No territorio brasileiro, a
introducao do L. coffeella remonta ao século XIX, consolidando-se como uma praga-chave
onipresente em praticamente todas as zonas de cultivo, com destaque para a sua elevada
pressdo de infestacdo no bioma Cerrado (Dantas et al, 2021). A amplitude geografica desta
dispersdo no pais abrange desde a Regido Norte até o Sul, refletindo a notavel adaptabilidade
do inseto as variadas condi¢cdes edafoclimaticas das unidades federativas produtoras,

conforme ilustrado na Figura 2.
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Figura 2: Estados do Brasil com incidéncia de Leucoptera coffeella (pontos vermelhos). Rondénia (RO), Mato
Grosso (MT), Pard (PA), Goias (GO), Distrito Federal (DF), Bahia (BA), Minas Gerais (MQG), Espirito Santo
(ES), Sao Paulo (SP), Rio de Janeiro (RJ), Parana (PR), Santa Catarina (SC) (Motta, 2021).

Esse microlepidoptero, pertencente a familia Lyonetiidae, causa danos diretos nas
folhas da planta, pois suas larvas se alimentam do parénquima foliar, criando galerias
caracteristicas que, popularmente, sdo chamadas de "minas" (Dantas et al., 2021). Essas
lesdes reduzem a area fotossintética, comprometendo o desenvolvimento da planta e podendo
resultar em perdas de produtividade de até 70% em infestagdes severas (Dantas et al., 2021).
No Brasil, o controle dessa praga tem se tornado cada vez mais complexo devido ao
surgimento de resisténcia a inseticidas amplamente utilizados, como piretroides e

neonicotinoides (Lucena-Leandro et al., 2022).
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Diante da inefic4cia crescente do controle quimico, a busca por alternativas de manejo
sustentavel tem se intensificado. O controle bioldgico, por meio de inimigos naturais, ¢ um
dos pilares do Manejo Integrado de Pragas (MIP) e tem se mostrado eficaz na regulagdo das
populagdes do bicho-mineiro-do-cafeeiro. De acordo com a literatura, a diversidade de insetos
parasitoides, especialmente os da ordem Hymenoptera, contribui para reduzir a infestagdo da
praga em cafezais (Marques et al., 2022). A presenca de predadores, como larvas de
crisopideos (Chrysoperla spp.), também desempenha um papel importante na dinamica

populacional de L. coffeella (da Silva et al., 2024).

Além do controle biologico, a utilizagdo de biopesticidas de origem botanica, como o
0leo de neem, piretro, sabadilla e outros extratos botanicos t€ém demonstrado alta eficacia
contra as diferentes fases de desenvolvimento da praga (Dantas et al., 2021). Esses produtos
oferecem uma alternativa mais segura e com menor impacto ambiental em comparagdo aos
inseticidas sintéticos, sendo particularmente vantajosos para a producdo de café organico.
Buscando-se uma abordagem emergente, o desenvolvimento de novas tecnologias, como o
uso de RNA de interferéncia (RNAi), demonstra ser um avango promissor. A recente
caracterizagdo do genoma e do maquinario de RNAi de L. coffeella fornece a base necessaria
para o desenvolvimento de biopesticidas moleculares que podem silenciar genes essenciais da

praga, representando uma nova e duradoura estratégia de controle (Martins et al., 2022).
1.3 BIOPESTICIDA

A aplicacdao de biopesticidas fundamentados na tecnologia de interferéncia por RNA
(RNAI1) constitui uma fronteira inovadora e promissora para o manejo sustentavel de pragas
agricolas (Dias, 2020). Esta abordagem biotecnoldgica explora um mecanismo endogeno e
conservado na maioria dos organismos eucariontes, no qual moléculas de dsSRNA exogenas
desencadeiam o silenciamento especifico de genes-alvo no organismo-praga, levando a efeitos

deletérios como a interrup¢ao do desenvolvimento ou a mortalidade (Niu, 2018).

A notavel especificidade desta tecnologia, que depende da identidade de sequéncia
entre o dsRNA e o mRNA alvo, permite o desenvolvimento de inseticidas
espécie-especificos, minimizando os efeitos sobre organismos ndo-alvo (NTOs) e o impacto
ambiental (Mendoza-Alatorre, 2025). Historicamente, a comprovagdo da eficacia da RNAi
através da ingestdo de dsRNA no nematoide Caenorhabditis elegans (Fire et al., 1998) e,
posteriormente, em insetos-praga como o besouro-da-batata (Leptinotarsa decemlineata Say,

1824) (Rodrigues et al., 2021) e a lagarta-do-cartucho (Helicoverpa armigera Hubner, 1808)
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(Asokan et al., 2013; Asokan et al., 2014), pavimentou o caminho para sua utilizagdo em
campo. Esta pode ocorrer tanto por meio de plantas geneticamente modificadas que
expressam o dsRNA (PIPs — Plant-Incorporated Protectants) (Camargo et al., 2016; Zotti et
al., 2018; Ortold & Daros, 2024), como pela aplicagdo exdgena de formulagdes contendo
dsRNA, uma estratégia conhecida como SIGS (Spray-Induced Gene Silencing)
(Lucena-Leandro et al., 2022).

A aplicacdo exogena de biopesticidas de dsRNA, seja por pulverizagdo foliar,
irrigacdo radicular ou inje¢do no tronco, emerge como uma alternativa particularmente
atrativa as culturas transgénicas, especialmente devido a um menor 6nus regulatério € a maior
flexibilidade de uso em diferentes culturas (Zotti et al., 2017; Lucena-Leandro et al., 2022;
Mendoza-Alatorre et al., 2025). O sucesso desta abordagem depende criticamente da
estabilidade e da entrega eficaz do dsRNA ao inseto-alvo (Christiaens et al., 2020). Moléculas
de dsRNA nuas (naked), ou desprotegidas, sao suscetiveis a degradagao por fatores abioticos,
como a radiacao UV, e bidticos, como nucleases presentes no ambiente e no trato digestivo de
insetos (Christiaens et al., 2020; Zotti et al., 2017; Mitter et al., 2017; Yang et al., 2022). A
rapida degradacdo por nucleases salivares, intestinais ou na hemolinfa ¢ uma barreira
significativa, especialmente em ordens como Lepidoptera, que exibem uma atividade
nucleolitica robusta e um pH intestinal extremamente alcalino (Lucena-Leandro et al., 2022).
Para superar essas barreiras, o desenvolvimento de formulagdes com nanocarreadores
tornou-se um campo de intensa investigacao. Polimeros catidnicos como a quitosana (Vogel et
al., 2019) e polimeros guanilados (Christiaens et al., 2018), lipossomas (Christiaens et al.,
2020), peptideos (Yang et al., 2022) e nanoparticulas de argila (BioClay) (Mitter et al., 2017)
demonstraram proteger o dsRNA da degradacdo, além de facilitar sua absor¢do celular e

persisténcia no ambiente.

A eficacia do RNAi como ferramenta de controle de pragas foi demonstrada em uma
ampla gama de insetos neotropicais e de importancia global, incluindo espécies das ordens
Lepidoptera, Coleoptera, Hemiptera e Diptera (Dias et al.,, 2020; Zotti et al., 2017,
Mendoza-Alatorre et al., 2025; Huvenne & Smagghe, 2010; Lucena-Leandro et al., 2022).
Estudos com a lagarta-do-tomateiro, Tuta absoluta (Meyrick, 1917), por exemplo, mostraram
que a aplicacdo de dsRNA contra genes essenciais, como a V-ATPase e a Arginina quinase,
resultou em aumento da mortalidade larval e reducdo do dano foliar, tanto pela absorcao do
dsRNA por foliolos destacados quanto pela sua expressao transitoria em plantas (Camargo et

al., 2016; Wang et al., 2023). Em Spodoptera exigua (Hiibner, 1808), uma espécie de
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lepidoptero refrataria ao RNAi oral, a formulacdo de dsRNA com polimeros guanilados
elevou a mortalidade de 16% (com dsRNA nao formulado) para 53% (Christiaens et al.,
2018). A selecao de genes-alvo ¢ igualmente crucial, visto que genes envolvidos em processos
vitais como desenvolvimento (Chen, 2023; Fabrick et al., 2004), desintoxicacao (Garcia et al.,
2017; Asokan et al., 2014) e digestdo (Asokan et al., 2013; Guan et al., 2017) tém se mostrado
alvos eficazes. No entanto, a eficiéncia do silenciamento pode variar significativamente
dependendo do gene, da concentracdo de dsSRNA e da frequéncia de aplicagdo (Asokan et al.,

2013).

O destino ambiental do dsRNA aplicado exogenamente também ¢ uma consideracao
regulatéria central. Estudos indicam que o dsRNA ¢ rapidamente degradado no solo e na dgua
(Zotti et al., 2017; He et al.,, 2022), com uma meia-vida de poucas horas a dias
(Mendoza-Alatorre et al., 2025), o que sugere um baixo potencial de persisténcia e acumulo
ambiental. A avaliagdo de riscos para organismos ndo-alvo ¢ realizada através de uma
abordagem escalonada, comecando com testes de dose maxima em espécies indicadoras (Zotti
et al., 2017). A resisténcia a pesticidas ¢ uma preocupagdo para qualquer nova tecnologia de
controle, e mecanismos potenciais de resisténcia ao RNAi, como muta¢des no gene-alvo,
superexpressdo de nucleases ou deficiéncias na maquinaria de absor¢do celular, ja foram
identificados experimentalmente (Rodrigues et al., 2021; Zotti et al., 2017; Dias et al., 2020).
A gestdo proativa da resisténcia, incluindo a rota¢do de alvos génicos e a combina¢do com
outros modos de a¢do, serd fundamental para a sustentabilidade desta tecnologia (Zotti et al.,
2017; Lucena-Leandro et al., 2022). Em suma, a regulamentacao dos biopesticidas de dsSRNA
busca um equilibrio entre a inovacao tecnoldgica para uma agricultura mais sustentavel e a
garantia da seguranca para o ecossistema e a saude publica, um processo que continua a

evoluir a medida que o conhecimento cientifico avanga.
1.4 RNA INTERFERENTE

A interferéncia por RNA (RNAi) ¢ um mecanismo natural e altamente conservado em
eucariotos, que atua na regulacdo da expressdo gé€nica e na defesa contra elementos genéticos
exdgenos, como virus e transposons (Ortold, 2024). A descoberta de que este processo pode
ser ativado pela introdu¢do de moléculas de RNA de fita dupla (d&sSRNA) semelhantes a um
gene alvo, resultando no seu silenciamento pds-transcricional, revolucionou a genética e abriu
inimeras possibilidades biotecnologicas (Fire, 1998; Mello, 2006). A técnica se tornou uma

poderosa ferramenta de genética reversa para a elucidacdo da funcdo génica em uma vasta
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gama de organismos e, mais recentemente, emergiu como uma estratégia promissora para o
controle de pragas agricolas e vetores de doencgas (Zotti, 2017; Dias, 2020; Lucena-Leandro,
2022). Seu modo de agdo, baseado na especificidade de sequéncia, confere uma seletividade
Unica em comparagdo com 0s agrotdxicos convencionais, com potencial para desenvolver

solugdes mais sustentaveis e ambientalmente seguras (He, 2022).

O modo de acdo da tecnologia de RNAIi, pautado na estrita especificidade de
sequéncia, ndo apenas a distingue, mas a eleva a um patamar de precisdo molecular
inacessivel aos agrotoxicos convencionais. Enquanto os inseticidas neurotoxicos tradicionais
frequentemente exibem um amplo espectro de acdo que atinge inadvertidamente taxons
nao-alvo devido a conservacao evolutiva de seus sitios de ligagao proteicos, a RNAi explora a
identidade de sequéncia de nucleotideos, permitindo o delineamento de bioinseticidas
espécie-especificos (Asokan, 2014; Vogel, 2019; Ortold, 2024). Essa seletividade granular
possibilita o manejo cirargico de pragas economicamente devastadoras, como o
bicho-mineiro-do-cafeeiro, mitigando riscos ecotoxicologicos para polinizadores e outros
componentes vitais da fauna benéfica (Asokan, 2014). Sob a oOtica da sustentabilidade
multidimensional, a transitoriedade intrinseca das moléculas de dsSRNA nos compartimentos
ambientais — caracterizada por uma rapida degradacdo em solos e matrizes aquaticas —
configura uma solucao de baixissima persisténcia e auséncia de bioacumulagao, contrastando
favoravelmente com a estabilidade quimica de muitos pesticidas sintéticos (Zotti, 2017).
Além disso, a versatilidade da técnica permite sua aplicacdo como repressora de fatores de
resisténcia, capazes de silenciar genes de desintoxicacdo metabolica e restaurar a eficacia de
outras ferramentas de manejo, o que a torna um pilar estratégico para a sustentabilidade de
longo prazo dos agroecossistemas (Zotti, 2017; Dias, 2020). Assim, a tecnologia de RNAi
consolida-se como uma promessa biotecnologica unica para o desenvolvimento de solugdes
que conciliam a seguranga alimentar global com a preservacdo rigorosa da integridade

ecologica e da saude publica.

A maquinaria molecular que executa o RNAi ¢ complexa e depende de um conjunto
de enzimas e proteinas centrais (Figura 1). O processo inicia-se no citoplasma quando um
dsRNA longo, de origem exdgena ou endodgena, ¢ reconhecido pela endonuclease do tipo
RNase III chamada Dicer-2 (DCR2). A DCR2 cliva o dsRNA em fragmentos menores, de
aproximadamente 21 a 25 nucleotideos, conhecidos como pequenos RNAs de interferéncia
(siRNAs). A proteina de ligacdo a dsSRNA Reel 2 Dialog Track 2 (R2D2), em conjunto com a

DCR2, facilita o carregamento desses siRNAs no complexo de silenciamento induzido por
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RNA (RISC). Dentro do RISC, a proteina Argonauta-2 (AGO2) desempenha um papel
catalitico central: ela seleciona uma das fitas do siRNA (a fita guia) e descarta a outra (fita
passageira). A fita guia entdo direciona o complexo RISC para o mRNA alvo que possui uma
sequéncia complementar. Uma vez ligado, a AGO2 cliva o mRNA, levando a sua degradacao
e, consequentemente, ao silenciamento da expressdo do gene. Outras proteinas, como a
LOQS-PD (Loquacious), também auxiliam a Dicer-2 no processamento de certos dsSRNAs, e
o complexo C3PO atua na remocao da fita passageira do siRNA. A metiltransferase HEN1
modifica a extremidade 3' dos siRNAs, protegendo-os da degradacao (Vogel, 2019; Ortola,
2024).

LcsID1 dsRNA - PDB
1EBQ

)' LcDCR2

Cytoplasm

LcAGO2

LcDCR2

LcR2D2

FESEREREEENEY

Degradation of mRNA
and gene silencing

Figura 3: Representacdo grafica dos principais genes na via de processamento de dsRNA exogeno envolvidos
na formacdo de siRNA para silenciamento génico. Estruturas previstas pelo AlphaFold3 de proteinas-chave de
RNAI encontradas em Leucoptera coffeella: LeSID1 (ocre), LeDCR2 (magenta), LcLOQ (turquesa), LcR2D2
(verde escuro), LcAGO2 (laranja), LcC3PO (verde claro), LcHEN (azul escuro), todas modeladas a partir do
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genoma de L. coffeella. Representagdo geral das moléculas de substrato: dsSRNA - PDB 1EBQ (multicolorido),
siRNA (vermelho), mRNA (azul). (Goldberg, 2025).

Para que o silenciamento génico seja eficaz em um organismo pluricelular,
especialmente quando o dsRNA ¢ administrado oralmente, € necessario que o sinal de RNAi
seja transportado entre as células e tecidos, um processo conhecido como RNAI sistémico.
Além disso, a proteina transmembrana SID1 (Systemic RNA Interference Deficient-1) atua
como um canal que facilita a passagem de dsRNA para o citoplasma, sendo crucial para o
RNAI sistémico em diversos organismos, embora sua presen¢a € fun¢do variem entre as
ordens de insetos. A eficiéncia do RNAI ¢, portanto, dependente ndo apenas da maquinaria
central, mas também da capacidade do organismo de absorver e disseminar o sinal de dsRNA.
A degradacao do dsRNA por nucleases no trato digestivo e na hemolinfa, por exemplo, ¢ uma
barreira significativa que limita a eficdcia da técnica em muitas espécies, especialmente em

lepiddpteros.

A avaliagdo da eficdcia do silenciamento génico por RNAi ¢ uma etapa crucial para
confirmar a eficicia da técnica e correlaciond-la a um fendtipo observavel. A metodologia
mais sensivel e precisa para quantificar a redu¢do nos niveis de transcritos do gene alvo ¢ a
reacdo em cadeia da polimerase quantitativa com transcri¢ao reversa (RT-qPCR). Para
garantir a precisdo dos resultados, ¢ fundamental realizar a normalizagao dos dados utilizando
genes de referéncia (também chamados de genes housekeeping), cuja expressao seja estavel
sob as condi¢des experimentais testadas. A caracterizagdo fenotipica subsequente, como a
observagdo de perda de pigmentacdo ocular, mortalidade aumentada, atraso no
desenvolvimento ou redugdo de peso larval, confirma o sucesso do silenciamento e a funcao
do gene alvo. O uso de um dsRNA ndo relacionado (como o da proteina fluorescente verde,
GFP) como controle negativo ¢ essencial para assegurar que os efeitos observados sao

especificos da sequéncia alvo.

A aplicabilidade da tecnologia de RNAi ¢ vasta, estendendo-se desde a pesquisa
basica em genOmica funcional até aplicagdes biotecnoldgicas avangadas, como o controle de
pragas agricolas. A capacidade de silenciar genes essenciais para a sobrevivéncia ou
desenvolvimento de um inseto-praga por meio da ingestdo de dsRNA abre a possibilidade de
criacdo de bioinseticidas altamente especificos. Estes "pesticidas de RNA" podem ser
aplicados topicamente em plantas (SIGS - Spray-Induced Gene Silencing) ou produzidos
diretamente por plantas geneticamente modificadas (HIGS - Host-Induced Gene Silencing).

Estudos demonstraram sucesso no controle de diversas pragas de lepidopteros, como Plodia
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interpunctella (Hibner, 1813), T. absoluta e Spodoptera litura (Fabricius, 1775), através da
administracdo oral de dsRNA. A principal vantagem desta abordagem ¢ a sua alta
especificidade, que minimiza os efeitos sobre organismos ndo-alvo, como polinizadores e
inimigos naturais, tornando-se uma ferramenta valiosa para o Manejo Integrado de Pragas
(MIP). No entanto, a eficiéncia variavel do RNAI, especialmente em lepidopteros, e a
necessidade de otimizar a formulacdo e os métodos de entrega de dsRNA para superar
barreiras como a degradagdo por nucleases, continuam sendo desafios importantes para a sua

ampla implementagdo comercial.

1.5 NANOCARREADORES

A nanotecnologia representa um campo promissor para o avango das estratégias de
controle de pragas, notadamente através do desenvolvimento de nanocarreadores para a
entrega de moléculas de RNA de fita dupla (dsRNA), superando barreiras bioldgicas e
ambientais que limitam a efic4cia da interferéncia por RNA (RNAi) (Vogel, 2019; Yang,
2022). Fatores como a degradacdo por nucleases presentes no trato digestivo dos insetos,
condigdes de pH adversas, e a baixa eficiéncia de absorcao celular constituem obstaculos
significativos, especialmente em ordens como Lepidoptera (Lucena-Leandro, 2022). A
utilizagcdo de nanocarreadores surge, assim, como uma solucgdo vidvel para proteger o dsSRNA
e otimizar sua entrega as células-alvo, aumentando a persisténcia da molécula e a eficacia do

silenciamento génico (Yang, 2022).

Os nanocarreadores utilizados para a entrega de dsSRNA sdo diversificados e incluem
polimeros, lipossomas, peptideos e outras estruturas em escala nanométrica. Polimeros
cationicos, como a quitosana, formam complexos com o dsRNA através de interagdes
eletrostaticas, neutralizando sua carga negativa e condensando-o em particulas que o
protegem do ambiente hostil do intestino do inseto. Outros polimeros sintéticos, como os
polimeros contendo guanidina e os polications estelares (SPc), foram desenvolvidos para
conferir estabilidade em ambientes de pH extremamente alcalino, caracteristico do trato
digestivo de lepidopteros. Lipossomas, vesiculas lipidicas que mimetizam a membrana
celular, e peptideos de penetracdo celular (CPPs) também sdo empregados para facilitar a
translocagdo do dsRNA para o citoplasma. Essas formulagdes ndo apenas protegem a
molécula de dsRNA da degradacdo, mas também podem aumentar a sua absorcao celular,

superando as barreiras da cuticula, da matriz peritréfica e da membrana celular (Yang, 2022).
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Entre as diversas matrizes poliméricas, a quitosana — um polissacarideo linear
derivado da desacetilagdo da quitina — destaca-se por sua excepcional biodegradabilidade,
biocompatibilidade e baixa citotoxicidade (Lucena-Leandro, 2022). A adesao da molécula de
dsRNA a matriz de quitosana ocorre predominantemente por meio de interagdes
eletrostaticas, nas quais as cargas positivas dos grupamentos amino (—NH:) presentes no
polimero atraem as cargas negativas inerentes aos grupamentos fosfato do esqueleto da
molécula de RNA (Wang, 2023). Esse mecanismo de atracdo mutua promove a fixacdo do
dsRNA a superficie do nanocarreador através de um processo de autocomplexagdo ionica,
resultando na formagdo de nanoparticulas esféricas que estabilizam o biopesticida e o
protegem da hidrolise ambiental e da atividade nucleolitica no trato digestivo do inseto
(Wang, 2023). Além de atuar como um escudo contra RNases, a nanoencapsulagdao com
quitosana altera as propriedades fisico-quimicas do ativo, facilitando a transposicao de
barreiras como a matriz peritrofica e promovendo a internalizagdo celular via endocitose, o
que aumenta a meia-vida do dsRNA e potencializa a eficicia do silenciamento génico em

organismos recalcitrantes (Garcia, 2017; Yang, 2022; Wang, 2023).

A eficacia dos nanocarreadores foi demonstrada em diversos estudos. Em S. exigua,
um lepidoptero notdrio por sua refratariedade ao RNAi oral, a formulacdo de dsRNA com
polimeros guanilados resultou em um aumento significativo da mortalidade larval (53%) em
comparagdo com o dsRNA ndo formulado (16%), além de retardar o desenvolvimento dos
insetos (Christiaens, 2018). A utilizacdo de nanoparticulas de quitosana para entregar dsSRNA
ao mosquito Aedes aegypti L. e a lagarta-do-cartucho, S. frugiperda, também se mostrou
eficaz, melhorando o silenciamento de genes-alvo e resultando em efeitos fenotipicos
deletérios. Adicionalmente, foi verificado que o uso de SPc melhora a penetragdo do dsRNA
através da parede corporal de afideos e aumenta a mortalidade em diversas espécies de pragas.
Estudos com microscopia confocal confirmaram que os nanocarreadores ndo apenas protegem
o dsRNA, mas também aumentam sua internalizacdo pelas células do intestino médio do

inseto (Yang, 2022).

Destarte, a investigagdo sobre nanocarreadores representa um avango fundamental
para a viabilizagdo da tecnologia de RNAi como uma estratégia de controle de pragas de nova
geracdo. O desenvolvimento de formulagdes que aumentam a estabilidade do dsRNA,
melhoram sua entrega e potencializam a resposta de RNAi em organismos-alvo ¢ essencial
para superar as limitagcdes atuais. A continua pesquisa e otimizacdo de diferentes tipos de

nanocarreadores, desde polimeros naturais (como a quitosana) e sintéticos (como polimeros
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guanilados) até sistemas mais complexos como particulas ribonucleoproteicas e o BioClay,
abrem novas perspectivas para a criacdo de biopesticidas especificos, eficazes e
ambientalmente seguros (Lucena-Leandro, 2022; Christiaens, 2018; Gillet, 2017; Mitter,
2017). A integracdo da nanotecnologia com a biologia molecular possibilita, assim, o
desenvolvimento de solugdes inovadoras e sustentdveis para os desafios fitossanitarios na

agricultura global.
1.6 GENES DE REFERENCIA

A quantificacdo da expressao génica, notadamente através da Reacdo em Cadeia da
Polimerase quantitativa com Transcricdo Reversa (RT-qPCR), constitui o método mais
sensivel e acurado para a andlise de processos bioldgicos e fungdes fisioldgicas. Para que se
obtenham dados de RT-qPCR com rigor cientifico e para a quantificagcdo confidvel de mRNA,
a normaliza¢do dos dados ¢ uma etapa crucial. Este procedimento exige a utilizagdo de um
gene de referéncia, também denominado gene de manutengdo (housekeeping gene), cuja
principal caracteristica postula uma expressdo estavel, mantida de forma consistente
independentemente do tipo celular ou das variagdes nas condi¢des experimentais impostas.
Em virtude da constatacdo de que nenhum gene possui expressao universalmente estdvel em
todos os tipos celulares e sob todas as condi¢des, a confirmacao experimental da estabilidade
de um gene de referéncia ¢ indispensavel e deve ser efetuada para cada delineamento
experimental, tecido ou estdgio de desenvolvimento especifico em andlise. Entre os genes
frequentemente explorados para fins de normalizagdo, destacam-se o Elongation factor 1 beta

(EF1B), Ribosomal protein L10 (RPL10) e Ribosomal protein L18 (RPLIS).

O gene EFIB pertence a familia dos fatores de alongamento que desempenham um
papel crucial na tradugdo proteica (Lu et al, 2013). Em estudos de estabilidade em
Cnaphalocrocis medinalis (Guenée, 1854), um inseto Lepidoptera presente no clado Ditrysia
(juntamente com L. coffeella), o EFIB foi consistentemente classificado como o gene mais
estavel para a analise em estagios de desenvolvimento, bem como em larvas alimentadas com
diferentes variedades de arroz. Devido a sua estabilidade relativa, sugere-se que o EF'/B pode

ser utilizado como referéncia para estudos relacionados a Lepidoptera (Zhao et al, 2022).

Em segundo lugar, o gene RPLI0, frequentemente utilizado como um gene de
normaliza¢do devido a sua estabilidade, codifica um componente da subunidade 60S do
ribossomo, sendo as proteinas ribossomais reconhecidas por sua fungdo essencial na

biossintese proteica, na regulacdo do crescimento e diferenciagdo celular (Lu et al, 2013). Em
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S. litura, RPLI0 demonstrou a expressdo mais estavel em diversos tecidos, populagdes
distintas e em larvas submetidas a diferentes dietas (Lu et al, 2013). Em Spodoptera
frugiperda (J. E. Smith, 1797), foi identificado como o gene mais estavel em tratamentos com
temperatura e na analise de todas as amostras, além de apresentar alta estabilidade em estagios
de desenvolvimento e em varios tecidos (Han et al, 2021). Para Mythimna loreyi (Walker),
RPLI0 foi recomendado como parte da combinagdo mais adequada de genes de referéncia
para normalizacdao em estagios de desenvolvimento, tecidos, idade adulta e sob tratamentos de

temperatura (Wang et al, 2024).

Por fim, o gene RPLIS, também pertencente a categoria das proteinas ribossomais
essenciais para a traducao, tem sido utilizado em diversos estudos de RT-qPCR (Wang et al,
2024). Em C. medinalis, o RPLI8 foi classificado entre os genes mais estaveis e recomendado
para uso em combinagdo para a analise em estagios de desenvolvimento, em tecidos larvais
(em conjunto com RPS3) e em relacdo ao status de acasalamento em adultos (em combinacao
com PGK) (Zhao et al, 2022). Além disso, o RPLI8 foi reportado como um gene de proteina
ribossomal estavel e caracterizado para normalizagdo em Cimex lectularius L. (Hemiptera)
(Shen et al, 2022). Tais achados reiteram a relevancia dos genes de proteinas ribossomais

como controles endogenos.
1.7 GENES ALvVO

O gene notch e sua via de sinalizagdo representam um dos mecanismos mais
fundamentais e evolutivamente conservados no reino animal, atuando na comunicagao entre
células adjacentes para regular uma vasta gama de eventos de desenvolvimento e determinar o
destino celular. Embora amplamente estudada em Drosophila melanogaster, a via notch tem
se mostrado fundamental em diversas espécies de insetos, incluindo alguns da ordem
Lepidoptera, onde desempenha papéis cruciais. A ativagdo da via ocorre quando ligantes
como Delta e Serrate, presentes em células vizinhas, interagem com o receptor Notch,
liberando o dominio intracelular (NICD). O NICD migra para o nucleo para formar um
complexo que ativa a transcricado de genes-alvo. Em lepidopteros como o bicho-da-seda
(Bombyx mori Linnaeus, 1758), a via notch ¢ vital para a formagdo de asas, regulando a
proliferacdo celular, a diferenciacdo e a apoptose. Mutagdes no gene notch resultam em
fenotipos graves, como asas ausentes ou mal formadas, além de afetar o desenvolvimento das
escamas, onde tais fatores ndo impedem as larvas de causarem as lesdes nas folhas de café, no

entanto podem reduzir a populagdo a longo prazo. Além do seu papel no desenvolvimento de
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apéndices, a via também ¢ crucial para a reproducao, regulando a formagao de ovarios e a
fecundidade em outras espécies de insetos. A natureza essencial do gene notch em processos
de desenvolvimento e reprodugdo o torna um alvo promissor para novas estratégias de

controle de pragas, como biopesticidas baseados em RNA (Chen, 2023).

O gene SNF7 e o complexo ESCRT-III (Endosomal sorting complex required for
transport-111) do qual faz parte representam um dos mecanismos mais conservados e vitais
para a homeostase celular em eucariotas, orquestrando a triagem de proteinas na via
endossomal-autofagica. Essencial para processos como a atividade de lisossomos acidos e a
desubiquitinacdo de proteinas no intestino, o SNF7 emergiu como um alvo letal de alta
eficacia para o controle de pragas, sendo notavelmente o gene-alvo no primeiro milho
transgénico comercialmente bem-sucedido baseado em RNAI, desenvolvido para controlar o
besouro-do-milho-ocidental (Diabrotica virgifera virgifera LeConte). Em lepidopteros como
Leucinodes orbonalis Guenee, o gene SNF7 (paralogo ao gene shrub de Drosophila)
mostrou-se crucial para o desenvolvimento larval, com sua expressao atingindo o pico em
instares intermediarios. A inibicdo do SNF7 por meio da ingestdo de dsRNA especifico leva a
fenotipos severos e letais, incluindo crescimento atrofiado, falha na muda e mortalidade larval
superior a 79%, o que é consistente com observagdes em outras espécies de pragas, onde o
silenciamento do SNF7 interrompe atividades celulares criticas, resultando no colapso
fisiologico e morte. A natureza indispensavel do gene SNF7 para a sobrevivéncia e
desenvolvimento, juntamente com sua suscetibilidade comprovada ao silenciamento génico, o
estabelece como um alvo proeminente para o desenvolvimento de biopesticidas de nova

geracao baseados em RNAI1 (Reddy, 2025).

O gene da acetilcolinesterase (4ChE) representa um alvo classico e de alta relevancia
para o controle de insetos, codificando a enzima crucial que catalisa a hidrolise do
neurotransmissor acetilcolina na fenda sindptica, encerrando assim a transmissao do impulso
nervoso. Dada a sua func¢do indispenséavel no sistema nervoso central, a inibi¢do da AChE leva
a continua estimulacdo dos receptores nicotinicos, resultando em perturbagdes neurologicas e,
em ultima andlise, na paralisia e morte do inseto. Historicamente, esta enzima tem sido o alvo
primario para inseticidas organofosforados e carbamatos; contudo, o uso extensivo destes
compostos quimicos resultou no desenvolvimento de resisténcia generalizada em muitas
espécies de pragas, incluindo a traga-das-cruciferas, Plutella xylostella L. A natureza
essencial da AChE para a sobrevivéncia do inseto, combinada com os desafios impostos pela

resisténcia aos inseticidas convencionais, posiciona o gene AChE como um alvo promissor e
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de grande interesse para o desenvolvimento de biopesticidas de nova geracdo baseados na
tecnologia de RNA de interferéncia (RNA1). De fato, estudos demonstraram que a entrega de
dsRNA ou siRNA direcionado ao gene AChE em P. xylostella e Helicoverpa armigera
(Hubner, 1808) resulta em silenciamento génico eficaz, reducdo da atividade enzimatica,
atraso no crescimento larval e, consequentemente, aumento da mortalidade, confirmando seu

potencial como um alvo letal para o controle de lepidopteros-praga (Sharath Chandra, 2018).
1.8 JUSTIFICATIVA

A cafeicultura brasileira consolida-se como uma das principais commodities agricolas
em escala global, desempenhando um papel socioecondmico de elevada complexidade e
exercendo a funcdo de pilar financeiro fundamental para o pais. Entretanto, a integridade
desta cadeia produtiva e a valorizacdo do produto final sdo severamente comprometidas pela
infestacdo do bicho-mineiro-do-cafeeiro (Leucoptera coffeella), cujos danos ao parénquima
foliar resultam na redugdo da capacidade fotossintética e em perdas de produtividade que
podem atingir 70% (Dantas, 2021). A presente investigacdo justifica-se, primordialmente,
pela obsolescéncia tecnoldgica do controle quimico convencional, uma vez que o uso
intensivo e indiscriminado de inseticidas tem selecionado populagdes de L. coffeella
resistentes a multiplas classes quimicas, incluindo piretrdides, neonicotinoides e, mais

recentemente, diamidas como o clorantraniliprole (Junqueira, 2024).

Sob a otica da sustentabilidade, o mercado contemporaneo demanda a transi¢ao para
sistemas de producao que priorizem a protecdo ambiental e a entrega de produtos livres de
residuos quimicos, em consonancia com as metas de sustentabilidade da cadeia global de
valor do café (International Coffee Organization, 2024). A tecnologia de RNA de
interferéncia (RNAI1) emerge, portanto, como um paradigma biotecnologico tnico, oferecendo
alta especificidade para o silenciamento de genes essenciais, como o notch, minimizando

impactos sobre organismos ndo-alvo e o ecossistema.

A opgao estratégica pelo desenvolvimento de uma abordagem de aplicacao topica via
dsRNA (SIGS - Spray-Induced Gene Silencing), em detrimento da entrega por transformacao
genética da planta (HIGS - Host-Induced Gene Silencing), fundamenta-se em limita¢des
criticas da realidade agrondmica e regulatéria. Primeiramente, a geracdo de plantas
transgénicas (OGMs) enfrenta um cenario de altos custos de comercializacdo, aceitagdo
publica restrita e um marco regulatério extremamente rigido (Lucena-Leandro, 2022; Ortola,

2024). No caso especifico do cafeeiro, por se tratar de uma cultura perene, os programas de
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melhoramento genético via transgenia sdo processos morosos que podem demandar décadas
para a disponibilizagdo de cultivares comerciais no campo (Lucena-Leandro, 2022). Em
contrapartida, a via exogena oferece uma flexibilidade operativa superior, permitindo o
manejo sazonal da praga com menor Onus regulatério (Lucena-Leandro, 2022).
Adicionalmente, a aplicacdo intermitente de dsRNA tdpico apresenta a vantagem intrinseca
de exercer uma menor pressao de sele¢@o sobre o inseto-alvo em comparagdo ao fornecimento
constante da molécula pelas plantas transformadas, retardando, assim, a evolucao de

mecanismos de resisténcia a tecnologia (Lucena-Leandro, 2022).
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2. OBJETIVOS
2.1 GERAL

Este trabalho integra a estratégia de inovag¢do do grupo de pesquisa Engenharia de
Bioprodutos para Controle e Diagndstico de Pragas (eBio) certificado pelo CNPq para a
cafeicultura, partindo da pioneira caracterizacdo multiomica (genoma, transcritoma e
proteoma) de Leucoptera coffeella para a selecao de potenciais alvos moleculares. A pesquisa
busca avancar no desenvolvimento de ativos biotecnologicos, e assim, consolidar a prova de
conceito para uma estratégia de controle via entrega topica, visando oferecer uma alternativa

sustentavel e especifica para o manejo da resisténcia aos inseticidas convencionais.
2.2 ESPECIFICOS

° Anotar as sequéncias dos genes candidatos no genoma de L. coffeella;

° Analisar in silico a expressao diferencial dos genes candidatos no transcritoma
em diferentes fases do ciclo de vida do L. coffeella,

° Analisar a transcri¢ao dos genes selecionados de L. coffeella por RT-qPCR;

° Sintetizar dsSRNAs a partir das sequéncias génicas do gene nofch como alvo
selecionado;

° Avaliar por bioensaios o efeito do dsRNA do gene nofch no desenvolvimento

de L. coffeella.
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3. METODOLOGIA

3.1 IDENTIFICACAO DE GENES-ALVO CANDIDATOS AO SILENCIAMENTO GENICO DE L.

COFFEELLA

As informagdes gerais das diferentes fases do desenvolvimento do transcritoma e
proteoma de L. coffeella foram analisadas por membros do grupo de pesquisa mediante
compara¢do com diversos bancos de dados (Martins et al., 2022). Esse banco de dados foi
utilizado para a identificacdo de genes essenciais para o metabolismo do inseto com base na
comparagdo com organismos ortologos. Paralelamente, genes alvo potenciais de Lepidoptera
j& haviam sido identificados na literatura e selecionados pelo grupo como candidatos para este
trabalho (Lucena-Leandro et al., 2022). Foram escolhidos os genes notch (Neurogenic locus
Notch protein) e AChE (Acetylcholinesterase), e posteriormente incluiu-se também o gene
SNF7 (Vacuolar-sorting protein). Os trés genes selecionados tiveram ensaios iniciais de

caracterizagdo da expressao génica via RT-qPCR (Goldberg et al., 2025).

3.2 ANOTACAO GENOMICA DE GENES-ALVO PARA SILENCIAMENTO GENICO DE INSETOS

A estratégia inicial adotada consistiu na prospeccio e identificacdo por homologia
com base no banco de dados contendo o genoma, transcritoma e proteoma de L. coffeella.
Nessa etapa, os genes previamente escolhidos na literatura foram analisados para a curadoria
manual das sequéncias génicas semelhantes. Para isso, foram utilizadas sequéncias génicas
ortdlogas a genes manipulados com sucesso em ensaios de silenciamento via RNAi em outros
insetos, como na traca das cruciferas (P. xylostella) (Sharath et al., 2019), no psilideo dos
citros (Diaphorina citri Kuwayama) (Yu & Killiny, 2018) e no bicudo do algodoeiro
(Anthonomus grandis Boheman) (Gillet et al., 2017). Adicionalmente, o nosso grupo de
pesquisa publicou uma revisdo de literatura que reuniu métodos de silenciamento génico por
meio da técnica do dsRNA, sem o uso de plantas transformadas (Lucena-Leandro et al.,
2022). Esse levantamento foi utilizado como base para o desenvolvimento deste projeto,
permitindo a comparacdo entre os genes ¢ os métodos empregados nos trabalhos

referenciados.

As sequéncias foram analisadas pelo visualizador JBrowse (versao 2.0) (Buels et al.,
2016) e anotadas na plataforma Apollo (versdao 2.6.5) (Dunn et al., 2019). Foram realizadas
andlises de expressdo de mRNA e alinhamento com sequéncias de diversos bancos de dados,

incluindo Pfam (versdo 35.0) (Sonnhammer, Eddy, & Durbin, 1997), Swissprot (atualmente
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denominado Uniprot) (Duvaud et al., 2021), banco de lepidopteras (Challi et al., 2016),
bancos de genomas de insetos (versdo 2.0) (Mei et al., 2022) e GO (versao 4.0) (Ashburner et
al., 2000).

3.3 CARACTERIZACAO DA EXPRESSAO GENICA POR RT-QPCR

A transcricdo in vitro dos genes selecionados como alvos potenciais para
silenciamento por RNAi foi avaliada por RT-qPCR em diferentes fases do desenvolvimento
do inseto. Os genes de referéncia utilizados foram RPLI0, RPLI18 e EFIB (Han et al, 2021;
Lu et al, 2013; Shen et al, 2022; Wang et al, 2024; Zhao et al, 2022). Os primers foram
desenhados utilizando a ferramenta Primer3Plus (Untergasser et al., 2012), respeitando as
seguintes especificagdes: temperatura de anelamento de 60°C = 3°C, comprimento de
aproximadamente 22 pb, produto de 100-200 pb, e teor de GC de 50% + 30%. As reacdes de
RT-gPCR foram desempenhadas em uma maquina QuantStudio 3 Real-Time PCR (Thermo
Fisher Scientific®) utilizando o SYBR™ Select Master Mix (Thermo Fisher Scientific®). Por
fim, a normalizagdo dos dados da expressdo diferencial foi realizada com o software

SATQPCR (Rancurel et al., 2019).

Os dados de expressao relativa obtidos via RT-qPCR foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) pelo SATQPCR para verificar a existéncia de diferencas significativas
entre as médias dos niveis de transcritos nos estagios de desenvolvimento avaliados. Nos
casos em que a ANOVA indicou significancia estatistica, procedeu-se ao teste de
comparagoes multiplas de Tukey (post-hoc) para identificar as diferencas especificas entre os
grupos. Todas as andlises foram realizadas considerando um nivel de significancia de p<0,1,

utilizando-se o erro padrdo da média para a representacdo da variabilidade amostral.

Para assegurar a acuricia na quantificacdo dos niveis de mRNA, a estabilidade de
expressao dos genes de referéncia foi rigorosamente avaliada pelo algoritmo NormFinder.
Este método estima as variagdes intra e intergrupais, atribuindo um valor de estabilidade
(stability value) no qual magnitudes inferiores indicam maior robustez ¢ menor flutuacio
transcricional sob as condi¢des experimentais impostas. A analise baseou-se na premissa de
que a normalizagdo por multiplos genes de referéncia mitiga vieses estatisticos inerentes ao

uso de um Unico controle interno.
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3.4 SinTESE DE DSRINAS PARA SILENCIAMENTO DO GENE-ALVO

Os genes amplificados foram utilizados para o desenho de primers que permitiram a
sintese in vitro dos dsSRNAs no laboratdrio. O desenho dos vetores para sintese de dSRNA foi
baseado no método estabelecido por Ni et al. (2008), utilizando o programa SnapDragon.
Posteriormente, a produgdo in vitro de dsRNA para bioensaios, por meio do kit
MEGAscript™ T7 Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific®), permitiu a realizacdo de
testes in vivo. Tais testes foram necessdrios para confirmar os possiveis efeitos do

silenciamento dos genes-alvo no desenvolvimento do inseto.

3.5 PREPARACAO DA NANOFORMULACAO

Foram produzidas nanoparticulas de quitosana visando a veiculagdao de dsRNA para
aplicacdo no controle do bicho-mineiro-do-cafeeiro. A sintese das nanoparticulas foi realizada
pelo método de gelificacdo idnica, utilizando quitosana de média massa molecular
solubilizada em 4cido acético. Nesta solucdo, foi incorporado o dsRNA para atingir uma
concentracdo final de 1,2ug/ul em 12 mL de nanoformulacao contendo 240 ng de particulas
de quitosana. Em seguida, procedeu-se ao gotejamento de uma solucdo de tripolifosfato de
sodio (TPP), utilizando injetor de seringa, para promover a reticulagdo e formagdo das
particulas. Apds a gelificacdo, adicionou-se polietilenoglicol (PEG) 3350 solubilizado em
agua, mantendo-se a agitacdo magnética. Paralelamente, foram produzidas nanoparticulas

vazias (controle), seguindo o mesmo protocolo, porém sem a adi¢do do dsRNA.
3.6 AVALIACAO DA EFICACIA DOS DSRNAS POR BIOENSAIOS

A andlise do potencial de acdo dos dsRNAs nos insetos expostos foi conduzida por
meio de experimentos in vivo e in vitro realizados em casa de vegetagdo e laboratério da

Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.

Para os bioensaios, foram estabelecidos quatro tratamentos principais, a fim de avaliar
o efeito da nanoformula¢do no método de silenciamento: dSRNA Naked (sem nanocarreador),
dsRNA Nanoformulado (associado ao nanocarreador), Nanoformula¢ao Vazia (nanocarreador

sem dsRNA) e H,O (controle negativo).

Inicialmente, foi determinado o método de aplicacao Spray-Induced Gene Silencing
(SIGS), utilizando um aerdgrafo para aplicar os tratamentos nas folhas de plantas de cafeeiro

ndo infestadas. Em seguida, foram realizados testes iniciais de curta duracdo, explorando a
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técnica de infiltragdo em folhas destacadas de café, que foram inseridas em espuma floral. Por
ultimo, foi avaliado o método de entrega por soaking, descrito mais a frente, realizado em
condi¢des controladas de laboratorio, como uma alternativa para exposicdo sistémica

(Santos-Ortega & Flynt, 2022).

3.6.1 SPray-INDUCED GENE SILENCING (SIGS)

Para o bioensaio por SIGS em casa de vegetagao, foram selecionadas quatro plantas de
cafeeiro de tamanho uniforme. Em cada planta, foram demarcadas 12 folhas completamente
expandidas. A aplicacdo dos dsSRNAs e controles foi realizada individualmente em cada folha,
utilizando-se um aerdgrafo onde o volume de aplicagdo foi de 200 a 300 uL de solucao por

folha.

Apos o tratamento, as plantas foram dispostas aleatoriamente no ambiente de casa de
vegetacdo com criagdo aberta de L. coffeella. O potencial de acdo dos dsRNAs foi avaliado
monitorando-se a oviposicdo e o desenvolvimento de minas de L. coffeella ao longo de um

periodo de duas semanas (Figura 2).
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Figura 4: Representacdo esquematica do protocolo de Spray-Induced Gene Silencing (SIGS) em casa de
vegetacdo. O esquema detalha a aplicag@o dos tratamentos (dsSRNA Naked, dsRNA Nano, Nano Vazia e H:0)
por meio de aerdgrafo em folhas de cafeeiro em plantas inteiras ou em gaiola isolada, e o monitoramento
subsequente da oviposicdo e do desenvolvimento de minas de L. coffeella.

Paralelamente, um ensaio foi conduzido em ambiente controlado, utilizando uma
gaiola com tela antiafidica. Neste experimento, foi utilizada apenas uma planta de cafeeiro

com 24 folhas. Os quatro tratamentos foram aplicados em seis folhas cada (totalizando 24
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folhas tratadas na mesma planta). Apds a aplicagdo, foram liberados 9 casais de L. coffeella na

gaiola para avaliar a oviposicao e o desenvolvimento da praga nessas condigoes.
3.6.2 INFILTRACAO FOLIAR

O ensaio de infiltragdo foi realizado em ambiente controlado, utilizando gaiolas com
tela antiafidica. Neste método, foram utilizadas seis folhas para tratamento com minas de L.
coffeella estabelecidas. A aplicacdo do tratamento foi feita por infiltracdo, injetando-se 1 mL

de solugdo proximo as minas ativas, onde o dsSRNA estava na concentragdo de 1 pM/uL.

Para a avaliagdo dos efeitos do silenciamento, as coletas de material biologico (larva,
pupa e adultos) foram realizadas em trés momentos ap6s a infiltragdo: duas folhas coletadas
em 24 horas, duas folhas em 96 horas e as duas folhas restantes de cada tratamento foram
mantidas na gaiola para monitorar a emergéncia de adultos e posterior coleta. O material

coletado foi congelado imediatamente em N, liquido e armazenado a -80°C (Figura 3).
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Figura 5: Representacdo esquematica do protocolo de infiltragdo foliar para avaliagdo dos dsRNAs. O esquema
ilustra a aplicagdo de 1 mL da solucdo de tratamento por inje¢do proxima as minas ativas em folhas destacadas,
mantidas em espuma floral. Inclui a indicacdo dos pontos de coleta de material bioldgico (larvas, pupas e
adultos) em 24 horas, 96 horas e na emersao de adultos.

3.6.3 So4KING

Para o ensaio inicial de soaking, foram coletadas 80 larvas (no quarto instar, L4) de L.
coffeella, que foram divididas em quatro grupos de 20 larvas para cada tratamento. As larvas

foram submetidas a cinco minutos de soaking em cada solucio de tratamento.
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O ensaio foi conduzido em oito placas de Petri (duas repeti¢cdes por tratamento), cada
uma forrada com papel de filtro umedecido e uma folha de C. arabica sadia. Apos o soaking,
foram inseridas 10 larvas em cada placa. A avaliagdo foi realizada nos tempos de 24 horas e
96 horas; em cada ponto, foi aberta uma placa por tratamento para a coleta de todo o material

bioldgico (Figura 4).
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Figura 6: Representacdo esquematica do bioensaio de soaking em larvas de quarto instar (L4) de L. coffeella. O
esquema representa o processo de incubagdo das larvas por cinco minutos nas solugdes de tratamento e sua
subsequente alocagdo em placas de Petri contendo papel de filtro umedecido e folhas sadias, indicando os pontos
de coleta para avaliagdo fenotipica (mortalidade e pupacdo) em 24 horas e 96 horas.

Posteriormente, dois experimentos adicionais de soaking foram realizados para refinar
o tempo de entrega e absor¢dao do dsRNA: uma curva de avaliagdo e um ensaio de curta

duracao.

Sendo assim, foi realizada uma curva de avaliagdao e coleta utilizando 15 larvas por
tratamento. O material biologico foi coletado nos pontos de 3h, 6h, 12h, 18h e 24h apos o
ensaio, com a coleta de 3 individuos em cada ponto temporal. E, posteriormente, foi realizado
um ultimo experimento de soaking nas mesmas condi¢des, mas com o tempo de coleta fixado

em apenas 2 horas ap6s o ensaio, utilizando 10 larvas por tratamento.
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4. RESULTADOS

4.1 IDENTIFICACAO E ANOTACAO GENOMICA DOS GENES-ALVO EM L. COFFEELLA

Por meio de andlises in silico, foram identificados genes similares a sequéncias
génicas previamente curadas e manipuladas com sucesso em silenciamento via RNAi em
outras espécies de insetos. Genes ortdlogos conhecidos foram escolhidos com base na
literatura existente e as sequéncias selecionadas foram analisadas utilizando o visualizador
JBrowse (versdo 2.0) e anotadas na plataforma Apollo (versdo 2.6.5) com alinhamentos de
sequéncias sendo realizados com os bancos de dados Pfam (versao 35.0), SwissProt/Uniprot,

Lepbase, Insectbase e GO (versao 4.0).

Neste estudo, os genes notch, SNF7 e AChE foram selecionados como alvos para
silenciamento por RNA1 de acordo com revisoes da literatura. O gene notch, que codifica a
proteina Neurogenic Notch Locus, tem sido central nesta investigacdo por ser o mais

conservado e de copia unica nas sequéncias anotadas referentes ao bicho-mineiro-do-cafeeiro.

Tabela 1: Genes candidatos para silenciamento génico por dSRNA em L. coffeella, suas fun¢des primarias e taxa

de silenciamento em organismos alvo.

Gene Proteina (Classificacdao
Gl alvo funcional) Alvo Mortalidade | Referéncia
Acetilcolinesterase Plutella xylostella o Chandra,
g24516.11 |AChE (Neurotransmissao) (Lepidoptera) 69-74% 2019
Neurogenic locus Notch
protein (Desenvolvimento, |Helicoverpa zea o
916498.11 |notch diferenciacéo celular e Boddie (Lepidoptera) 12-16%  |Wang, 2018
neurogénese)
Myllocerus
undecimpustulatus o Pinheiro,
undatus Marshall 92,70% 2020
(Coleoptera)
Vacuolar-sorting protein Anoplophora
g5828.t11 |SNF7 (Homeostase celular e via p' P . .
endossomal-autofagica) glabripennis 75% Dhandapani
9 Antennae ° , 2020
(Coleoptera)
Plautia stali Scott o Nishide,
(Hemiptera) 100% 2021

A robustez da via de sinalizagdo notch em lepiddpteros, vital para processos de
desenvolvimento e metamorfose, justifica sua priorizagao neste estudo. Os outros genes,

SNF7 (essencial para a homeostase celular) e AChE (alvo classico no sistema nervoso),
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representam alvos complementares com potencial letal comprovado em outras espécies de

insetos-praga, e estdo em fase inicial de caracterizagdo da expressdo génica por RT-qPCR.
4.2 ANALISE DA EXPRESSAO GENICA IN SILICO DOS GENES-ALVO (L. COFFEELLA)

A andlise in silico das sequéncias génicas ortologas, utilizando o genoma e o
transcritoma de L. coffeella gerado pelo grupo de pesquisa, permitiu a analise da expressao
diferencial dos genes candidatos em diferentes fases do ciclo de vida do inseto, conforme
proposto nos objetivos. O gene notch (GI: g16498.t1) foi selecionado como foco principal por
ser o mais conservado e apresentar coOpia unica nas sequéncias anotadas. A sequéncia
£16498.t1 apresentou uma taxa de similaridade de aproximadamente 89% com o gene notch
identificado em Bicyclus anynana (Butler, 1879). A relevancia biologica do notch, crucial
para o desenvolvimento e determinagdo do destino celular em insetos, foi confirmada através
do alinhamento com bancos de dados especializados, como Pfam, SwissProt/Uniprot,
Lepbase e GO. Essa triagem computacional forneceu a base para a analise do perfil de

expressao in vitro subsequente.

Com o objetivo de explorar o perfil transcricional preliminar dos candidatos
selecionados, realizou-se uma analise comparativa dos niveis de transcritos em diferentes
fases do desenvolvimento de L. coffeella. A partir dos dados de sequenciamento de RNA
(RNA-seq), foi gerada uma representacdo visual da abundancia relativa dos genes noftch,
SNF7 e AChE, permitindo observar a modulacdo da expressdo génica ao longo do ciclo de

vida do inseto, conforme ilustrado no mapa de calor (Figura).
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Figura 7: Perfil de expressao in silico dos genes candidatos notch, SNF7 ¢ AChE em diferentes estagios de
desenvolvimento de Leucoptera coffeella. O mapa de calor (heatmap) representa a abundancia relativa dos
transcritos, calculada a partir dos valores de FPKM (Fragments Per Kilobase of transcript per Million mapped
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reads) obtidos do transcriptoma. As colunas indicam as fases de desenvolvimento (L1-L4: estagios larvais; pupa;
macho ¢ fémea adultos) ¢ as linhas correspondem aos genes avaliados. A escala de cores indica a intensidade da
expressdo, variando de niveis basais (amarelo/claro) a niveis elevados (vermelho/escuro).

4.3 PERFIL DE EXPRESSAO CONSTITUTIVA DOS GENES-ALVO

A andlise do perfil de expressdo in vitro dos genes-alvo foi executada por RT-qPCR,
abrangendo diferentes estagios de desenvolvimento do inseto. Para a normalizacdo dos dados,

trés genes de referéncia (housekeeping genes) foram empregados: RPL10, RPLI18 e EFIB.

Os iniciadores (primers) utilizados nas reagcdes de RT-qPCR foram desenhados com
critérios rigorosos de especificidade, como o produto de amplificagdo variando entre 100-200
pares de bases (pb) e a temperatura de anelamento de 60°C + 3°C. Os primers especificos
desenhados para avaliar o potencial dos genes alvos e de referéncia encontram-se sumarizados

na Tabela 2.

Tabela 2: Primers utilizados para a amplificagdo dos genes de referéncia e genes alvo potenciais para
silenciamento de L. coffeella nas reagdes de RT-qPCR. Os genes de referéncia (EFIB, RPL10 ¢ RPLIS8) sdo
destacados em azul, enquanto os genes alvo (notch, AChE e SNF'7) sdo apresentados em laranja.

Gene ID Proteina Primers

F: GATGATGACGATTTGGACCTCT

g16776.11 Elongation factor 1 beta
R: ACAACCTCTTCCATTTTAGCCA
F: GGTTTGAACAAAGCCGGTAAAT
g25232.11 Ribosomal protein L10
R: ACACAAGGAAGTTGATGGACAA
F: TACTCGTGAAGGTTTGATTGCT
g34483.11 Ribosomal protein L 18

R: GGTCAAACGTCAAGATTTCACC

F: ACGATTACCACTGCAACTGTAA
g16498.11 Neurogenic locus Notch protein

R: AGGGTTAGAATCACATGCGTAG

F: GTTCTTAGACGAAATGCCGAAG
g24516.11 Acetylcholinesterase

R: TCTCAGATACTCTTCCCTGCTT

F: GCCAGGATACATGCAGAAAATG
g5828.11 Vacuolar-sorting protein SNF7

R: TCCATTGCCTTTACTACACCTG

A andlise de estabilidade via NormFinder revelou que os genes ribossomais RPLI0 e
RPLIS8 apresentaram os maiores indices de constincia transcricional, com valores de

estabilidade de 0,460 e 0,466, respectivamente. Tais resultados superaram o desempenho do
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gene EFIB, que exibiu um valor de 0,985. A proeminente estabilidade de RPL10 e RPLI8 em
L. coffeella corrobora estudos prévios em outros lepidopteros, como S. litura e C. medinalis,
nos quais proteinas ribossomais foram consistentemente identificadas como controles
enddgenos ideais para normalizacdo em diferentes estagios ontogenéticos e tecidos. Em
contrapartida, embora EF/B tenha demonstrado uma estabilidade aceitavel (abaixo de 1.0),
sua variagdo relativa justifica a priorizagdo do par RPL10/RPLI18 para o calculo dos fatores de

normalizagdo utilizados nas anélises de expressao do gene notch.

Para confirmar a relevancia bioldgica do gene alvo, ensaios de RT-qPCR foram
conduzidos em amostras de RNA total obtidas a partir de diferentes fases do ciclo de vida de
L. coffeella, incluindo larvas de quarto instar (L4), pupas e adultos. Os niveis de transcritos do

gene notch foram normalizados utilizando-se os genes de referéncia RPLI0 e RPLI1S.

A andlise in vitro confirmou a natureza constitutiva do gene notch, com transcrigdo
detectada em todos os estadgios ontogenéticos de L. coffeella. A aplicagdo do teste de Tukey
revelou que a abundéancia de transcritos na fase de pupa foi significativamente superior
(Grafico 1), o que corrobora a hipotese de um recrutamento intenso desta via de sinalizagdo
durante a reorganizagdo tecidual da metamorfose. As diferengas significativas sdo indicadas

pelas letras 'a' e 'b', conforme determinado pela analise estatistica (p<0,1).
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Grafico 1: Dados de expressao diferencial do gene notch em diferentes estagios de desenvolvimento (L4, pupa,
macho e fémea) do BMC. Os controles internos RPL/0 e RPLI8 foram usados para normalizar os niveis de
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transcrigdo por amostra ¢ o estagio macho foi escolhido como um controle de comparacéo para a analise. O erro
padrdo ¢é representado pela barra de erro ¢ as letras (a ¢ b) ao lado do nivel de expressdo representa o grau de
significancia (p < 0,1).

A expressao particularmente intensa na fase de pupa, 5 vezes maior que o controle
(macho), juntamente com a relevancia detectada em L4, sugere um papel fundamental do
gene na competéncia celular para a metamorfose. Esses estagios representam o periodo de
maior plasticidade do desenvolvimento, onde a sinaliza¢do notch ¢ recrutada massivamente
para orquestrar a proliferacdo e diferenciacdo celular necessarias para a montagem do

fenotipo adulto.
4.4 SINTESE DO DSRNA DO GENE NOTCH

Para a realizacdo dos bioensaios in vivo, o dSRNA do gene notch foi sintetizado por
transcri¢do in vitro, utilizando o protocolo do kit MEGAscript™ T7 Transcription Kit. A
partir da sequéncia nucleotidica do gene notch, cuja expressao transcricional foi confirmada
por RT-qPCR em diferentes estagios de L. coffeella, foram desenhados conjuntos de primers
contendo a sequéncia promotora T7 (TAATACGACTCACTATAGGG), essencial para
direcionar a polimerase T7 RNA a sintetizar o RNA de fita dupla com um fragmento de 523
pb. O dsRNA resultante da transcricdo in vitro foi purificado e sua integridade e
especificidade foram confirmadas por eletroforese em gel de agarose, onde observa-se a
conformidade do tamanho do fragmento e a auséncia de arraste (smear), confirmando a
qualidade da molécula para os bioensaios subsequentes (Figura 8). A Tabela 3 sumariza os

primers especificos utilizados para a sintese do dsRNA direcionado ao gene notch.
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Figura 8: Verificagdo da integridade do dsRNA-notch em gel de agarose 1,2%. A amostra foi obtida via
transcricdo in vitro utilizando template de pupa de L. coffeella. A visualizagdo foi realizada com brometo de
etideo.

Tabela 3: Primers utilizados para a sintese in vitro do dsSRNA do gene notch de L. coffeella. Os primers forward
e reverse incluem a sequéncia promotora T7 (TAATACGACTCACTATAGGG) em suas extremidades.

Gene ID Proteina Primers

F: TAATACGACTCACTATAGGGAACTCCCAGGACAACACAGG

: R: TCAAATGATGGTGCGTTTGT
Neurogenic locus

916498.11

Noteh protein I A ACTCCCAGGACAACACAGG

R: TAATACGACTCACTATAGGGTCAAATGATGGTGCGTTTGT

4.5 EFEITOS DO SILENCIAMENTO GENICO POR DSRNA EM BIOENSAIOS

Os bioensaios in vivo e in vitro foram realizados em casa de vegetacao e laboratorio
para avaliar o potencial de agdo dos dsRNAs. Quatro tratamentos foram sistematicamente
comparados: dsRNA Naked (ndo formulado), dsRNA Nanoformulado (associado ao

nanocarreador), Nanoformulagdo Vazia e H:O (controle negativo).

A andlise aprofundada dos entraves metodoldgicos encontrados durante a execugdo
dos bioensaios de infiltracdo foliar e Spray-Induced Gene Silencing (SIGS) revela desafios
intrinsecos a biologia do Leucoptera coffeella e a logistica experimental em escala
laboratorial. No que tange a infiltracdo foliar, a técnica visa introduzir o dsRNA diretamente
no mesofilo foliar, local onde as larvas realizam sua atividade alimentar; contudo, o habito
endofitico do bicho-mineiro impede o controle exato do numero de espécimes em estagio L4
efetivamente expostos. Somado a isso, a necessidade de volumes elevados de solugdo —
aproximadamente 1 mL por ponto de infiltragdo — acarretou um consumo desproporcional de
ativos biotecnoldgicos, sem que houvesse uma garantia de absor¢ao homogénea pelas larvas
abrigadas nas minas, resultando em dados inconsistentes e na inviabilidade de repeti¢des

estatisticas robustas.

Em relagdo ao protocolo de SIGS, as dificuldades residiram primordialmente na
complexidade bioldgica do ciclo reprodutivo do inseto em ambiente controlado. A técnica

exige que o dsRNA seja pulverizado sobre a folha para posterior ingestao apos a eclosdo, o
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que demanda uma sincronia precisa entre a aplicagdo do spray e a oviposi¢do. A execucao
desse bioensaio em gaiolas isoladas impds uma demanda critica por adultos devidamente
sexados para assegurar taxas de infestacdo padronizadas, uma necessidade de material
biologico tdo elevada que se tornou um limitador logistico para o prosseguimento dos
experimentos, juntamente as condigdes climaticas que vieram a afetar o ensaio com incidéncia
de chuva sobre as plantas tratadas, visto que ndo havia disponivel um ambiente com fatores
abioticos controlados. A alta sensibilidade de L. coffeella a variaveis de estresse em
laboratério e a dificuldade em manter a uniformidade da postura nessas condigdes resultaram
em resultados inconclusivos, forcando a transicdo do foco investigativo para o método de
soaking. Diferentemente das abordagens anteriores, o soaking permitiu o0 manejo
individualizado das larvas de quarto instar, garantindo que o tempo e a concentragdo de

exposicao fossem rigorosamente controlados antes da avaliacdo fenotipica e molecular.

A anélise da atividade bioldgica do silenciamento do gene alvo notch foi conduzida
por meio do bioensaio de soaking. Esta metodologia foi empregada como uma alternativa de
exposi¢do sistémica para testar a acdo do dsRNA em diferentes formulagdes. Conforme o
protocolo estabelecido, 20 larvas foram utilizadas em cada um dos quatro tratamentos, sendo

10 individuos destinados a avaliagdo em 24 horas e 10 individuos a avaliacdo em 96 horas.

E imperativo salientar que os dados plotados nos Gréficos 2 e 4 derivam dos mesmos
grupos experimentais, estruturados de forma a garantir a robustez das observagdes em cada
janela temporal. O delineamento baseou-se em triplicatas de 10 larvas para cada tratamento
em ambos os horarios de avaliagdo, resultando em um montante de 30 individuos para o
intervalo de 24 horas e 30 individuos para o de 96 horas, perfazendo um total de 60 espécimes
monitorados por tratamento. A op¢do pela representacdo em numeros absolutos visa
evidenciar a letalidade e a disrup¢ao do desenvolvimento larval observadas diretamente
nesses conjuntos fixos, justificando-se a inexisténcia de barras de erro pela natureza discreta e

totalizada das contagens efetuadas.

A mortalidade das larvas de L. coffeella foi avaliada nos tempos de 24 horas e 96
horas apos a incubagdo na solucao de tratamento, permitindo a comparacao da eficacia entre
as formulacdes de dsRNA e os respectivos controles. Em Grafico 2, observa-se a variacdo na

letalidade do dsRNA nos diferentes pontos temporais.
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Grifico 2: Representagdo da Taxa de Mortalidade em nimeros absolutos em larvas L4 de L. coffeella apds 24
horas e 96 horas do bioensaio de soaking. Os tratamentos comparados sdo dsRNA Naked, dSRNA Nano, Nano
Vazia (nanocarreador sem dsRNA) e H20 (Controle Negativo). Os dados sdo expressos em valores absolutos,
referentes a um delineamento composto por trés grupos de 10 individuos por tratamento em cada intervalo de
tempo. Assim, cada ponto de avaliagio (24 h e 96 h) totaliza 30 espécimes analisados, o que fundamenta a
auséncia de barras de erro e permite a observagio direta da resposta biologica em cada pool amostral.

A administracdo do dsRNA notch na formulagdo dsRNA Naked resultou em uma
morte total de 8 individuos em 3 repeti¢des para ambos os horarios de avaliagdo, indicando
que a mortalidade nas primeiras 24 horas foi superior aos grupos controle (Nano Vazia e
H,0). Em contraste, o tratamento com a formulagdo dsSRNA Nano demonstrou quase o dobro
de letalidade comparado ao grupo exposto ao dSRNA Naked, com um total de 14 mortos nas
primeiras 24 horas ¢ o mesmo numero no grupo avaliado em 96 horas, sugerindo que o
nanocarreador pode ter sido capaz de otimizar a entrega da molécula no organismo do inseto.
A eficicia da formulacdo dsRNA Nano na indu¢do da morte larvaria pode ser verificada

visualmente pela comparagdo dos fenotipos apresentados na Figura 9.
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Figura 9: Caracterizacdo fenotipica de larvas L4 de Leucoptera coffeella submetidas ao bioensaio de soaking
para silenciamento do gene notch. As imagens ilustram o contraste entre individuos viaveis e a letalidade
observada nos diferentes grupos experimentais em 96 horas apos a exposi¢ao. (A) dsRNA naked - larva viva; (B)

dsRNA naked - larva morta com deformagdes; (C) dsSRNA nano - larva viva; (D) dsRNA nano - larva morta com
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deformagdes; (E) Nanoformulagdo vazia - larva viva; (F) Nanoformulagdo vazia - larva morta e seca; (G) H,O -

larva viva; (H) H,O - larva morta tentando iniciar o processo de formagao de pupa.

Os tratamentos de controle, Nano Vazia e H,O, apresentaram os menores valores de
mortalidade nas primeiras 24 horas, o que potencialmente confirma a especificidade e os
possiveis efeitos deletérios observados nos grupos tratados com o dsRNA. No entanto, nos
grupos de 96 horas, a mortalidade se manteve igual para a Nanoformulacao Vazia, mas o
grupo tratado com H,O apresentou um total de baixas igual ao grupo tratado com a
formulag¢ao de dsRNA, indicando uma potencial sensibilidade do organismo do inseto a 4gua

apds um longo tempo de incubagao.

A acentuada mortalidade registrada no grupo controle tratado com H,O ap6s 96 horas
de incubacdo evidencia a fragilidade bioldgica intrinseca do L. coffeella frente ao contato
hidrico prolongado. Essa vulnerabilidade fisioldgica corrobora observacdes cldssicas da
ecologia do inseto em campo descritas por Wolcott (1947), as quais identificam a
pluviosidade como um dos determinantes primordiais da mortalidade natural da praga, visto
que as minas foliares sdo permedveis a agua da chuva, acumulando liquido em seu interior e
provocando o afogamento das larvas por asfixia durante periodos de precipitagdo intensa ou
prolongada. Portanto, o método de soaking por tempo estendido simula uma condicao de
estresse hidrico letal que transcende a acdo bioquimica do dsRNA, justificando a equivaléncia

de baixas observada entre os grupos de longo prazo.

Os dados apresentados também indicaram que os efeitos do dsSRNA no organismo do
inseto alvo ocorrem dentro das primeiras 24 horas, visto que os grupos avaliados apos 96
horas apresentavam uma taxa de mortalidade semelhante. Tal dado fortaleceu a necessidade
de um experimento com uma curva de avaliagdo de 3 horas a 24 horas, onde os efeitos foram

visualizados majoritariamente nas primeiras 3 horas (Grafico 3).
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Grifico 3: Taxa de mortalidade em niimeros absolutos em larvas L4 de L. coffeella em curva de avaliacao de 3,
6, 12, 18 e 24 horas apds o bioensaio de soaking.

O experimento de curva de avaliagdo de curta durag¢do (3h-24h), revelou que os efeitos
letais do dsRNA notch se manifestaram rapidamente. No ensaio que utilizou 15 larvas por
tratamento, o grupo dsSRNA Nano apresentou 4 individuos mortos ja nas primeiras 3 horas, €
um total de 5 mortos até 24 horas. Em comparacao, o grupo dsRNA Naked teve apenas 1
morto em 3 horas e nenhum outro o6bito até 24 horas. Os controles (Nano Vazia e H20)
demonstraram baixa mortalidade nas 3 horas (0 e 1, respectivamente). A rapidez da resposta
letal, especialmente com a nanoformulacdo, reforca a alta sensibilidade do L. coffeella ao

silenciamento e a eficacia da entrega otimizada.

O impacto do silenciamento do gene nofch no desenvolvimento larval e na
metamorfose do L. coffeella foi monitorado pela contagem de formagdo de pupas nos tempos
de 24 horas e 96 horas. O gene notch ¢ reconhecido por seu papel fundamental em processos
de desenvolvimento e determinacdo do destino celular em insetos, sendo um alvo crucial para

estratégias de controle.

Os dados de formacdo de pupas estdo ilustrados em Grafico 4. Em todos os grupos
tratados verificou-se que a metamorfose do inseto se deu majoritariamente no intervalo de 96

horas com maior formacdo em Nano Vazia e dSRNA Naked, indicando que o grupo controle
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exposto apenas ao nanocarreador teve menor impacto e, por outro lado, possivelmente a
auséncia do nanocarreador associado a molécula de dsRNA causou a degradagdo da mesma
no organismo do inseto. Por sua vez, o grupo dsRNA Nano exibiu menor quantidade de pupas
formadas no total de individuos das 3 repeti¢des, indicando possiveis efeitos de silenciamento

no inseto e impacto no desenvolvimento.
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Graifico 4: Representacdo da taxa de formagdo de pupas de L. coffeella em niimeros absolutos apds 24 horas e
96 horas do bioensaio de soaking. O resultado indica a disrup¢do do desenvolvimento larval apds os diferentes
tratamentos. Os dados sdo expressos em valores absolutos, referentes a um delineamento composto por trés
grupos de 10 individuos por tratamento em cada intervalo de tempo. Assim, cada ponto de avaliagdo (24 h e 96
h) totaliza 30 espécimes analisados, o que fundamenta a auséncia de barras de erro e permite a observagao direta
da resposta bioldgica em cada pool amostral.

A comparagao analitica entre os grupos tratados com dsRNA ¢ os controles negativos
(H,O e Nano Vazia) no intervalo de 96 horas ¢ imperativa para isolar o efeito biotecnologico
do silenciamento génico de varidveis de estresse e toxicidades inerentes ao carreador. O
controle hidrico estabelece a linha de base para a vulnerabilidade fisioldgica de L. coffeella ao
contato prolongado com a agua, condi¢ao que pode elevar a mortalidade natural, enquanto o
controle de nanoparticulas vazias permite descartar potenciais efeitos citotoxicos da quitosana.
Essa diferenciacdo no ponto temporal de 96 horas evidencia a disrup¢do cronica da
homeostase do inseto, manifestada pela drastica reducdo na formagdo de pupas e pela

letalidade superior no grupo dsRNA Nano, consolidando a causalidade inequivoca entre a
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interferéncia molecular no gene notch e o colapso do desenvolvimento larval para o controle

sustentavel da praga.
4.6 AVALIACAO MOLECULAR DO SILENCIAMENTO GENICO DO GENE NOTCH POR RT-QPCR

A avaliacdo da eficacia do silenciamento génico (RNAi) em L. coffeella requer a
quantificagdo precisa da reducdo dos transcritos do gene alvo (notch). Devido a potencial
instabilidade da molécula de dsRNA e a alta taxa de mortalidade observada em ensaios
iniciais de cinética, que indicaram letalidade j& nas primeiras horas de exposicao (i.e., 3
horas), foi imperativo realizar ensaios de soaking de curta duragdo. Estes ensaios tiveram

como objetivo capturar o momento inicial da absorcao e processamento do dsRNA.

O ensaio de soaking de curta duracdo (2 horas) foi conduzido para capturar a cinética
inicial de absorcao (uptake) e o processamento primario do dsRNA, utilizando um pool de 10
larvas por tratamento. Os valores de ACt (Ciclo Limiar Normalizado), apresentados no
Grafico 5, permitem comparar a eficiéncia relativa de entrega entre as diferentes formulacdes.
Esta métrica representa a expressdo do gene nofch normalizada pelo gene de referéncia
utilizado, no caso o gene EF'1B, corrigindo eventuais variacdes na quantidade inicial de RNA

ou na eficiéncia da reacdo de cDNA entre as amostras.

15
dsNaked dsNano Nano Vazia
ACt 9.40 1042 10.51 12,08
Tratamentos

Grifico 5: Valores de ACt para as amostras de larvas de L. coffeella no bioensaio de soaking de curta duragdo (2
horas). Os valores de ACt indicam a estabilidade da normalizag@o pelo gene de referéncia EF /B (Elongation
factor 1 beta) sob as condi¢des de ensaio.



54

Neste intervalo de tempo agudo, a andlise de 4 replicatas revelou que o tratamento
dsRNA Nano apresentou um valor de ACt (10,42) superior ao do tratamento dsRNA Naked
(9,40). Ressalta-se que, devido a limitagdo de material biologico viavel decorrente da alta
sensibilidade do inseto, este ensaio ndo permitiu o escalonamento para o calculo de AACt ou a
aplicacdo de testes de inferéncia estatistica (ANOVA e Tukey), restringindo-se a uma analise
comparativa dos perfis de ACt. Contudo, considerando que um aumento no ACt reflete uma
redu¢do na abundancia de transcritos do gene alvo, a tendéncia observada indica que a
nanoformulacdo promoveu uma diminui¢cdo mais acentuada dos niveis de mRNA do gene
notch em comparagdo ao dsRNA ndo formulado. Isso sugere que a associagdo com
nanoparticulas de quitosana otimizou a entrega da molécula evitando a degradacdo imediata,

iniciando a cascata de interferéncia de forma mais eficiente ja nas primeiras horas de contato.

A diferenca observada em relacdo ao controle negativo (H,O), que apresentou o maior
ACt absoluto, pode ser atribuida a resposta fisiologica de estresse das larvas frente a
introducao de material exdgeno e componentes da formulagdo no curto prazo. Contudo, a
comparagao direta entre os tratamentos com dsRNA confirma a superioridade técnica da

nanoformulacdo sobre a molécula nua no desencadeamento precoce do mecanismo de RNA.

Paralelamente, foram realizados ensaios moleculares nas larvas coletadas nos tempos
mais longos (24 horas e 96 horas) do experimento de soaking. Neste caso, a extracdo de RNA
foi realizada em individuos isolados. Os valores de ACt obtidos para esses pontos temporais
de 24h e 96h sdo apresentados em Grafico 6. No entanto, a alta variabilidade biologica e a
mortalidade observada apds longos periodos de exposi¢ado comprometeram a estabilidade da

normalizacdo e a conclusividade deste ensaio de cinética mais longa.
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Grafico 6: Representagdo dos valores de ACt (Ciclo Limiar Normalizado) para as amostras de larvas de L.
coffeella coletadas nos tempos de 24 horas e 96 horas do bioensaio de soaking. Os dados foram gerados a partir
da extracdo de RNA de individuos isolados por tratamento.

5. DISCUSSAO

A busca por estratégias de controle sustentavel para o bicho-mineiro-do-cafeeiro (L.
coffeella), dada a crescente resisténcia aos inseticidas convencionais, direcionou este estudo a
avaliacdo da eficacia do silenciamento génico por dsSRNA de uso topico, focando no gene
notch. A tecnologia de RNAIi baseia-se na especificidade de sequéncia, oferecendo uma

alternativa de alta seletividade, essencial para o manejo integrado de pragas.

5.1 O GENE NOTCH COMO ALVO LETAL: ANALISE DO PERFIL CONSTITUTIVO E POTENCIAL

COMO ALVO

A selecao do gene notch foi fundamentada em andlises in silico que o identificaram
como um gene de copia Unica em Lepidoptera e altamente conservado no L. coffeella, um
critério crucial para garantir a letalidade do alvo. A subsequente caracterizacao da expressao
génica por RT-qPCR confirmou que o gene notch ¢ constitutivo, exibindo transcricdo em

todas as fases do ciclo de vida avaliadas (L4, pupa, macho e fémea).

A expressao mais proeminente do notch na fase de pupa € coerente com a literatura,
que atribui a este gene um papel essencial na metamorfose, diferenciagao celular, neurogénese
e desenvolvimento de apéndices em insetos lepidopteros. Essa ubiquidade de fungido,

especialmente durante a transi¢do larval para pupal e no desenvolvimento adulto, posiciona o
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notch como um alvo molecular altamente sensivel ao silenciamento, com a perda de sua

fungdo resultando em fendtipos deletérios e potencial letalidade.
5.2 EFICACIA FENOTIPICA E O PAPEL DA NANOFORMULACAO

O bioensaio de soaking, empregado como método de exposicao sistémica, revelou que
o dsRNA direcionado ao notch ¢ eficaz na indugdo de mortalidade e na disrupcao do
desenvolvimento larval. Os dados fenotipicos de 24 horas e 96 horas (Grafico 2) indicaram
que a formulagdo dsRNA Nano demonstrou maior letalidade (14 individuos mortos em 24
horas e outros 14 em 96 horas) em comparagcdo com o dsSRNA Naked (8 individuos mortos em
24h e outros 8 em 96 horas). Este aumento na eficacia sugere que a nanoformulacdo de
quitosana conferiu prote¢do a molécula de dsRNA e otimizou sua entrega, um fator limitante
conhecido em lepidopteros devido a atividade robusta de nucleases no trato digestivo. A
quitosana, um polimero catidnico, ¢ reconhecida por formar complexos estaveis com o

dsRNA, protegendo-o da degradagdo bioldgica e facilitando a absor¢ao celular.

A andlise da taxa de formagdo de pupas (Grafico 4) reforca a disrup¢ao do
desenvolvimento larval induzida pelo dsRNA notch. O grupo dsRNA Nano exibiu a menor
quantidade total de pupas formadas em 96 horas, indicando um impacto significativo na
metamorfose do inseto. A interrupgdo deste processo vital, diretamente ligada a fun¢do do

gene notch, corrobora a estratégia de silenciamento.

E importante ressaltar a alta sensibilidade do L. coffeella, evidenciada tanto pela
mortalidade precoce no grupo dsRNA Nano (dentro de 24 horas), quanto pela mortalidade no
grupo H:O em 96 horas refor¢ando o estresse hidrico letal ap6s longos periodos, o que
demonstra a fragilidade inerente deste organismo, uma limitagdo a ser considerada na
interpretacdo de ensaios de longo prazo, além disso se fazendo necessario a adi¢do de novos
tratamentos de controle, como por exemplo, uma molécula de dsSRNA de um gene exogeno. A
observacao de que os efeitos deletérios se manifestavam majoritariamente nas primeiras 24
horas, e até mesmo nas primeiras 3 horas (Grafico 3), direcionou a avaliagdo molecular

subsequente.
5.3 CONEXAO ENTRE EFEITO FENOT{PICO E MECANISMO MOLECULAR

A quantificagdo de transcritos, conduzida por RT-qPCR em larvas coletadas em apenas
2 horas de soaking, com extragdo de RNA em pool de 10 larvas, foi essencial para quantificar

a reducao dos transcritos do gene notch antes que a mortalidade severa pudesse comprometer
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a qualidade do RNA (Grafico 5). A andlise dos valores de ACt confirmou a estabilidade da

normalizacdo pelo gene de referéncia (EF'1B).

Em contrapartida, os ensaios moleculares de cinética mais longa (24h e 96h),
apresentados no Grafico 6 (ACt), realizados com extragdo de RNA em amostras de individuos
isolados, ndo produziram resultados conclusivos, provavelmente devido a alta sensibilidade
do L. coffeella, o que levou a mortalidade ou a alteragdes fisiologicas severas que afetaram a

qualidade e estabilidade do RNA nas amostras individuais de longa duragao.
5.4 PERSPECTIVAS E IMPLICACOES

Em suma, este trabalho confirma o gene notch como um alvo promissor para o
controle de L. coffeella e confirma a eficécia da formulagdo com nanocarreador na entrega e
acdao do dsRNA. Embora o silenciamento do notch tenha sido molecularmente confirmado ¢
correlacionado a letalidade larval e interrup¢do do desenvolvimento, a auséncia de sintomas
visuais facilmente identificdveis, como atrofia de asas, sugere que investigagdes
complementares, como a citolocalizagdo por Microscopia Eletronica de Transmissao (MET),

seriam necessarias para detalhar o mecanismo de agao.

Adicionalmente, os resultados obtidos com o notch reforgam a importancia de
prosseguir com a investigacdo de novos genes essenciais. Os genes SNF7 e AChE, que ja
foram identificados e selecionados como candidatos promissores, devem ser submetidos a
bioensaios de soaking e analise molecular para determinar sua eficacia intrinseca como ativos

biotecnolédgicos.

Uma fronteira promissora de pesquisa ¢ a aplicagdo de dsSRNA em formulagdes de
coquetel. A utilizacdo de multiplos alvos génicos em uma Unica aplicagdo pode ndo apenas
aumentar a eficacia letal, mas também ¢ uma estratégia crucial para a gestdo proativa da
resisténcia, dificultando a evolugdo de mecanismos de escape por parte da praga. Além disso,
a complexidade funcional da via de sinalizagdo notch justifica a investigacdo aprofundada de
outros genes que atuam a jusante (downstream) dessa via, identificando potenciais alvos

moleculares secundarios que possam ser mais sensiveis ao silenciamento.

Do ponto de vista fenotipico e ecoldgico, € crucial monitorar de forma detalhada o
tempo de vida (/ifespan) do L. coffeella submetido aos tratamentos, estendendo a avaliagdo
além dos 96 horas, a fim de determinar o impacto dos dsSRNAs na fecundidade e longevidade

dos adultos emergentes, bem como na supressdao completa do ciclo de vida.
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O sucesso da estratégia de soaking de curta duracdo e a otimizagdo da entrega por
nanocarreadores abrem o caminho para a aplicagdo exogena (SIGS) do bioinseticida de
dsRNA no controle sustentavel do bicho-mineiro-do-cafeeiro. Nesse sentido, a busca por
parcerias com empresas do setor de biopesticidas e biotecnologia agricola ¢ uma perspectiva
crucial, visando otimizar os processos de producdo em larga escala do dsRNA e das
nanoformulagdes, facilitando a transicdo da pesquisa de bancada para a aplicacdo em campo.
Ressalta-se que este trabalho possui potencial de protecdo intelectual, o qual estd sendo

avaliado pela Embrapa.
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