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Apresentacao

Estratégias eficientes e ambientalmente mais
saudaveis para o controle de pragas sado funda-
mentais para a agricultura. Entre os insetos causa-
dores de danos, a mosca-branca (Bemisia tabaci)
esta entre os mais importantes. E um inseto polifa-
go que causa enormes danos em diversas culturas,
incluindo o feijao, soja, algodao e tomate, sugando
nutrientes do floema e transmitindo virus. A mosca-
-branca é particularmente dificil de controlar e o uso
de produtos quimicos continua sendo uma pratica
comum, o0 que causa o desenvolvimento de resis-
téncia a inseticidas. Assim, ha consideravel interes-
se na introducao de resisténcia a mosca-branca por
meio do melhoramento classico e molecular. A apli-
cacao de tecnologias envolvendo RNA interferente

(RNAI) tem se mostrado uma possibilidade de con-
trole dos insetos, tanto com a geragao de plantas
geneticamente modificadas, quanto na aplicagdo
topica de pequenos RNAs (sRNA). No entanto, ha
ainda varios desafios a serem superados, tais como
encontrar genes alvos para sRNAs nos insetos e
melhorar os sistemas de aplicagcao e entrega des-
sas moléculas.

Essa publicagdo objetiva apresentar a tecno-
logia e discutir seu uso e limitagées na agricultura.
Sao apresentados conceitos e estratégias para o si-
lenciamento génico em mosca-branca mediado por
pequenos RNA. E um assunto muito relevante, que
deve chamar a atencdo de estudantes e pesquisa-
dores de diversas areas.

Elcio Perpetuo Guimaraes
Chefe-Geral da Embrapa Arroz e Feijao






Sumario

Introducao

Material e Métodos

O que é RNAI

Desafios do uso de RNAI para o manejo da mosca-branca
Genes alvo utilizados até o momento e outros potenciais
Expressao do dsRNA in planta

Conclusdes sobre potencial de uso

Préximos passos dos estudos realizados pela Embrapa

Referéncias

10
10
12
15
18
22
22

23






Uso de RNAI para o manejo da mosca-branca (Bemisia tabaci)

Introducao

O manejo de pragas € um dos maiores desafios
da agricultura em paises tropicais. Dentre as princi-
pais pragas dos cultivos agricolas estao os insetos
da ordem Hemiptera, que compreende espécies de
habito sugador, a maioria herbivoras. Esses inse-
tos causam danos diretos a producao agricola pela
succao da seiva e redugéo do vigor das plantas, e
danos indiretos pela deposicao de honeydew, que
favorece o crescimento de fungos prejudiciais, além
da transmissao de patégenos.

A mosca-branca (Bemisia tabaci Gennadius) &
um complexo de espécies morfologicamente indis-
tinguiveis pertencente a familia Aleyrodidae e super-
familia Aleyrodoidea (Barro et al., 2000; Triplehorn;
Johnson, 2005). Globalmente prevalentes e polifa-
gos, esses insetos causam consideraveis perdas
as lavouras, tanto diretamente, por meio da alimen-
tagdo, quanto indiretamente, pela transmissao de
virus (Grover et al., 2018). Espécies desse género
alimentam-se de mais de 600 espécies de plan-
tas hospedeiras (Markham et al., 1994). B. tabaci
€ considerada uma das 100 pragas invasoras mais
importantes do mundo (Global Invasive Species Da-
tabase, 2015, Lowe et al, 2025), alimentando-se de
uma ampla gama de culturas, como feijao-comum,
tomate, algodéo, soja entre outras.

Devido a sua ampla variedade de hospedeiros,
comportamento de dispersdo, alta fecundidade,
competéncia na transmisséo de virus e rapido de-
senvolvimento de resisténcia a inseticidas, a mosca-
branca ganhou o status de praga-chave dentre as
espécies de insetos sugadores (Kavalierattos et al.,
2024). O manejo dessa praga tem sido uma tare-
fa desafiadora para os agricultores do mundo todo.
O controle quimico ainda é o método predominante-
mente empregado. Dependendo da regido e época
de plantio, sdo necessarias muitas aplicagdes de
inseticidas; na cultura do feijao, esse numero pode
chegar a 15 por safra (Souza et al., 2016). No en-
tanto, o uso excessivo de inseticidas pode causar
contaminagédo ambiental, afetando a fauna e a sau-
de humana. Além disso, o uso repetido dos mes-
mos principios ativos frequentemente leva a selegao
de populagdes de insetos resistentes, reduzindo a

disponibilidade de op¢des de controle e sua efica-
cia. O controle quimico intensivo apresenta ainda a
desvantagem do alto custo associado, podendo re-
presentar de 30 a 40% do custo total de producéo,
como no caso da cultura do algodao, consideran-
do o manejo de pragas da cultura (Oliveira et al.,
2013). O manejo racional de agrotéxicos tem sido
preconizado como uma tendéncia mundial. O Bra-
sil é signatario da resoluc&o internacional aprovada
pela Assembleia Geral da Organizagao das Nagdes
Unidas (ONU), a Agenda 2030, que estabelece os
Objetivos do Desenvolvimento Sustentavel (ODS).
O ODS 02 ¢ alcangar a fome zero por meio do de-
senvolvimento de uma agricultura sustentavel, o
que néo pode ser realizado sem a redugéo do uso
de agrotoxicos. Adicionalmente, o uso indiscrimina-
do de inseticidas de base fossil pode contribuir para
0 aumento da pegada de carbono, associada as mu-
dancas climaticas e ao aquecimento global. Por es-
sas razdes, a busca por alternativas sustentaveis e
eficazes para o manejo de pragas vem se tornando
uma prioridade da agricultura moderna.

Nesse contexto, o uso de ferramentas da biotec-
nologia oferece novas perspectivas para o0 manejo
da mosca-branca. Uma das inovagdes mais pro-
missoras € a aplicagdo do RNA interferente (RNAI)
como recurso no controle de pragas. O RNAi é um
mecanismo biolégico fundamental de regulacao
de expressao génica que ocorre naturalmente em
eucariotos, incluindo insetos. A compreensao des-
se mecanismo possibilitou o desenvolvimento de
processos especificos para silenciar genes essen-
ciais a sobrevivéncia do inseto, interrompendo seu
ciclo de vida e/ou sua capacidade de se alimentar e
transmitir patégenos.

Esta publicagdo tem como objetivo revisar e
discutir o potencial do RNA interferente como uma
estratégia inovadora no manejo da mosca-branca,
destacando seus mecanismos de agao, aplicagbes
recentes, desafios para implementagao e perspecti-
va dos estudos futuros. O RNAI oferece a possibili-
dade de uma abordagem mais especifica, eficaz e
ambientalmente compativel para realizar o manejo
da mosca-branca, minimizando os efeitos adver-
sos associados ao uso excessivo de agrotéxicos e
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proporcionando boas perspectivas para a seguranga
alimentar global e uma agricultura mais sustentavel.

Material e Métodos

Foi realizada revisédo de literatura com foco na
aplicagéo do RNA interferente (RNAi) no manejo da
mosca-branca, Bemisia tabaci. A busca bibliografi-
ca utilizou as plataformas PubMed, Scopus, Web of
Science, SciELO e Google Scholar, entre dezembro
de 2023 e maio de 2025. Os termos utilizados in-
cluiram: RNA interference, RNAi, dsRNA, hpRNA,
Bemisia tabaci, whitefly, gene silencing, RNAIi de-
livery in insects, Hemiptera, plant resistance to in-
sects e outros. Foram incluidos todos os artigos re-
levantes para a discussao do tema, incluindo alguns
antigos, devido ao seu carater pioneiro no desen-
volvimento da tecnologia do RNAI. Os estudos se-
lecionados foram organizados tematicamente para
permitir a analise critica dos mecanismos de agao
do RNAI, das evidéncias experimentais disponiveis,
dos principais entraves a aplicagdo da tecnologia,
das estratégias de entrega de dsRNA/hpRNA, e das
perspectivas futuras da tecnologia no controle de
pragas agricolas.

O que é RNAI

RNA interferente (RNAI) € uma via biolégica que
ocorre naturalmente em eucariotos, desempenhan-
do um papel critico na regulacdo pés-transcricional
da expressao génica e permitindo que suas células
controlem quais genes estao ativos e em qual mo-
mento. Por ocorrer em plantas, animais e microrga-
nismos, pode ser considerado um processo evolutivo
estavel (Meister; Tuschl, 2004; Carthew; Sontheimer,
2009; Bronkhorst and Van Rij, 2014, Ibrahim; Aragao,
2015). Esse mecanismo contribui para o controle do
metabolismo, crescimento e diferenciagéo celulares,
além de manter a integridade do genoma e combater
virus e elementos genéticos méveis.

O efeito de RNAI foi descrito pela primeira vez
em 1990, por cientistas holandeses interessados
em aumentar a intensidade da cor violeta das flores
de petunias (Van der Krol et al., 1990). Para isso,
eles introduziram copias do gene que sintetiza a
enzima chalcona sintase, responsavel pela colora-
¢ao violeta, gerando assim plantas geneticamente
modificadas. No entanto, as petunias geneticamen-
te modificadas produziram flores menos pigmenta-
das, variegadas ou totalmente sem pigmentacgao.

Documentos 327

Os pesquisadores descobriram que a abundancia
de expressao do gene que codifica a enzima gerou
uma resposta semelhante a autoimune, em que o
organismo reconhece a expressdo excessiva e in-
comum do gene como um ataque de patégeno (Van
der Krol et al., 1990). Em animais, o RNAi foi descrito
pela primeira vez em 1998 por meio da administra-
¢ao de RNA no nematoide Caenorhabditis elegans,
um organismo modelo. Nesses estudos, foi obser-
vado que a injegdo de RNA fita dupla (dsRNA), pos-
suindo sequéncia homodloga a um gene alvo, resul-
tou em interferéncia e reducdo na expressao deste
gene (Fire et al., 1998; Saurabh et al., 2014). Anos
depois, trabalhando novamente com C. elegans,
Fire e Mello elucidaram o mecanismo de RNAi e ga-
nharam o prémio Nobel de Fisiologia ou Medicina,
em 2006 (Hopkin, 2006).

Desde entdo, este mecanismo tem sido explo-
rado como uma importante ferramenta da biologia
molecular, possibilitando o estudo da fungéo de ge-
nes especificos pela administracado do RNA de fita
dupla (dsRNA) por via oral ou por inje¢ao (Perrimon
et al., 2010). O processo envolve a geragao de pe-
quenas moléculas de RNA, de 20 a 30 nucleotideos,
cujas sequéncias sdo complementares aos trans-
critos dos genes que terdo a expressao regulada.
As trés principais classes de pequenos RNA regu-
latorios conhecidas atualmente s&o: a via dos mi-
croRNAs (miRNAs), responsaveis pela regulagdo
da expressao de genes endégenos, a via dos small
interfering RNA (siRNA), acionados para a defesa
contra a invasédo de patdgenos, induzindo respos-
tas a fim de restringir infecgdes, e a via dos piwi-
-RNA (piRNA), que atuam no silenciamento de ele-
mentos moveis do genoma em células germinativas,
conhecidos como transposons. Tanto miRNA quanto
siRNA dependem da agado da enzima do tipo endo-
nuclease RNase-Ill Dicer, que corta longos fragmen-
tos de RNA de fita dupla em pequenos fragmentos.
Ja a via do piwiRNA é independente desta enzima
e produz, portanto, fragmentos de RNA de fita dupla
mais longos.

O RNAI é ativado quando a célula detecta a
presenca de moléculas de RNA de fita dupla (dsR-
NA). Essa molécula de dsRNA apresenta comple-
mentaridade com um gene especifico a ser desati-
vado. A partir dai o dsRNA é clivado em pequenas
moléculas de RNA, chamadas siRNA. Essas molé-
culas de RNA s&o reconhecidas por uma maquina-
ria celular especializada. Posteriormente, ocorre o
silenciamento génico, em que oRNAi orienta essa
maquinaria especializada a se ligar a moléculas de
RNA mensageiro (mMRNA) que correspondem ao
gene alvo.
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Na via do miRNA, pequenos fragmentos de
RNA enddgeno, ou seja, codificados pelo genoma
do organismo, sdo transcritos como um precursor
primario (pri-miRNA), contendo estruturas em hair-
pin com 65-70 nucleotideos na haste. A estrutura
de hairpin é removida pelo complexo Drosha, ain-
da no nucleo, originando o precursor pre-miRNA.
Ja no citoplasma, o pre-miRNA é cortado pela Di-
cer (dsRNA-specific RNase llI-type endonuclease),
uma endonuclease RNase lll, que corta a molécula
em pequenos fragmentos de 20 a 25 nucleotideos
produzindo um duplex de miRNA. A fita guia des-
te complexo é entdo carregada em uma proteina
denominada Argonauta, que abre as duas fitas, no
processo conhecido em inglés como slicing (fatia-
mento). No entanto, o slicing ndo ocorre em todos
0s casos, seja pela falta de complementaridade
completa dos miRNA a sequéncia alvo, seja pela au-
séncia de atividade catalitica de algumas enzimas
da classe Argonauta. O silenciamento génico ocorre
pela supressao da tradugdo do mRNA alvo ou pela
degradagéo do mRNA, nos casos em que a molécu-
la é deadenilada, ou seja, a cauda poli-A é removida
(Bartel, 2004; Meister; Tuschl, 2004; Carthew; Son-
theimer, 2009; Bronkhorst; Van Rij, 2014).

Na via do siRNA, moléculas longas de dsRNA exo6-
genos, ou seja, originados do ambiente externo, sao

Célula do inseto

Insetos que se
alimentaram de
dsRNA

11

reconhecidas como invasores e cortadas pela enzi-
ma DICER, formando siRNA de 21 a 25 nucleotideos
(Jinek; Doudna, 2009) (Figura 1). Apdés a produgéo
de siRNAs, eles séo reorganizados e associados a
um complexo multiproteico denominado complexo de
silenciamento induzido por RNA (RISC), composto
por uma fita do siRNA, enzima DICER e proteinas
da familia Argonauta, que faz a identificacao de se-
quéncias complementares em um RNA mensageiro
(mRNA) por meio do pareamento de bases. A enzima
Argonauta 2 (AGOZ2), com atividade RNaseH (Slicer)
atua entdo na sua degradagéao ou no bloqueio da tra-
ducéo causando o silenciamento génico (Carthew;
Sontheimer, 2009; Winter et al., 2009; Angaiji et al.,
2010; Czech et al., 2011).

J& a via dos piwi-RNA ocorre em células germina-
tivas de animais para silenciar transposons. As molé-
culas de piRNA possuem de 24 a 31 nucleotideos e
sao geradas por precursores de RNA de fita simples,
de forma independente da acédo da enzima Dicer.
Os piRNA provocam o slicing dos transposons, em
um processo mediado pelo complexo de Argonauta
utilizado nessa via, que inclui proteinas como Piwi,
Aubergine e Argonauta 3, conforme descrito para a
mosca-das-frutas Drosophila melanogaster (Qi et al.,
2012), considerada um organismo modelo.

w&lﬁm dsRNA
ik -"!_f

it o
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.. Complexo de
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Figura 1. llustragédo sobre o mecanismo de RNAi em insetos. Moura (2024). Criado com BioRender
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Desafios do uso de RNAI para
o0 manejo da mosca-branca

O mecanismo de RNAI esta presente em inse-
tos, atuando tanto na regulagdo génica, quanto na
defesa antiviral. Ha também diversas evidéncias
de eficiéncia do silenciamento génico em insetos
por dsRNA exdégenos (Joga et al., 2016; Zhu; Palli,
2019; Lu; Shen, 2024). No entanto, a eficiéncia do
silenciamento génico por dsRNA exdgenos varia
entre as diferentes ordens e espécies de insetos.
Por exemplo, os insetos da ordem Coleoptera sao
0s que apresentam maior susceptibilidade aos dsR-
NA exogenos (Baum et al., 2007; Bolognesi et al.,
2012; Rangasamy; Siegfried, 2012; Joga et al.,
2016). Ja os insetos da ordem Hemiptera, estdo
entre os que apresentam menor eficiéncia de con-
trole por meio do RNAI (Jain et al., 2020). Outros
fatores que influenciam nas diferengas de eficién-
cia observadas sao: o método de entrega do dsR-
NA (por ingestdo direta em dieta artificial ou pela
planta ou por microinjecdo) (Asokan et al., 2015;
Li et al., 2015; Upadhyay et al., 2016; Wang et al.,
2016; Vyas et al., 2017; Yang et al., 2017; Zhang
et al., 2017); a natureza da molécula de dsRNA,
altamente degradavel, o que é influenciado pela
presencga de ribonucleases e pelo pH fisioldgico do
inseto (Christiaens et al., 2020); a escolha do gene
alvo (Lu & Shen 2024); a presenga de supressores
virais de RNAIi (Haasnoot et al., 2007; Christiaens;
Smagghe, 2014); a propagacéo sistémica do sinal
de dsRNA secundarios (Huvenne; Smagghe, 2010;
Li et al., 2013); a selecao de populagdes resistentes
de insetos (Tabashnik; Carriere, 2017); a presenca
dos genes envolvidos nos mecanismos de RNAI, ou
seja, de uma maquinaria de RNAi funcional (Chen
et al., 2016), entre outros.

Entrada do dsRNA nas células do inseto

O primeiro passo no mecanismo de silencia-
mento génico por dsRNA exdgeno é a entrada des-
sas moléculas nas células do inseto, processo ain-
da pouco elucidado. Até o momento foram descritos
dois processos de absor¢ao de dsRNA em insetos:
um deles ocorre pela via endocitica e o outro pe-
los canais transmembrana do tipo Sid-1, descritos
inicialmente para o nematéide C. elegans, envol-
vendo os genes Sid-1 e Sid-2 (Winston et al., 2002;
Feinberg; Hunter, 2003). Em algumas espécies de
insetos, foram identificados genes homadlogos ou
similares ao Sid-1, como por exemplo em alguns
coledpteros, himendpteros e hemipteras (Zha et al.,
2011; Miyata et al., 2014; Li et al., 2015; Cappelle
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et al., 2016). A expressao de Sid-1 e Sid-2 de C.
elegans em uma cultura de células do lepidoptero
Bombyx mori aumentou a absor¢cao de dsRNA (Ko-
bayashi et al., 2012). Foi demonstrado que as pro-
teinas tipo Sid-1 estdo envolvidas na absorgao de
dsRNA em algumas espécies de insetos, como nos
coledpteros Leptinotarsa decemlineata e Tribolium
castaneum e na cigarrinha Nilaparvata lugens (To-
moyasu et al., 2008; Cappelle et al., 2016; Xu et al.,
2013). Ja a mosca-das-frutas (D. melanogaster) nao
possui genes homologos ao Sid-1 (Roignant et al.,
2003). Nesta espécie, a absorgdo de dsRNA é feita
pela via endocitica (Ulvila et al., 2006). Apesar de ter
sido demonstrado que a mosca-branca possui pelo
menos uma copia do gene similar ao Sid-1, que, por
sua vez, apresentou maior similaridade ao gene do
pulgédo e da abelha Apis mellifera (Upadhyay et al.,
2013), ainda nao foi determinada a via principal de
absorcao de dsRNA em B. tabaci.

Riscos de degradacgao da
molécula de dsRNA

Uma vez dentro da célula, a molécula de dsR-
NA pode ser degradada, dependendo do pH do
[lumen e da presenca de ribonucleases no sistema
digestivo do inseto (Christiaens; Smagghe, 2014).
O pH do intestino dos hemipteros varia entre alca-
lino e acido, dependendo da regido intestinal (Cris-
tofoletti et al., 2003; Mehrabadi et al., 2009; Canton;
Bonning, 2019). Condi¢gdes muito alcalinas podem
favorecer a degradagado das moléculas de RNA.

O manejo da mosca-branca (B. tabaci) por
RNAI apresenta diversos desafios, incluindo a ne-
cessidade de entrega de altas doses de dsRNA ou
hpRNA (hairpin RNA, ou RNA em formato de gram-
po) para os insetos, além da presenga de nuclea-
ses capazes de degradar dsRNAs (dsRNAses) em
sua saliva, intestino e hemolinfa. A mosca-branca
possui aparelho bucal do tipo sugador, alimentan-
do-se principalmente da seiva elaborada do floema
das plantas, o que dificulta a entrega de dsRNA por
via oral. A utilizagcdo de plantas transgénicas tem
se mostrado a estratégia mais promissora para
tal, uma vez que o dsRNA pode se acumular no
floema, um ambiente com reduzida atividade en-
zimatica de nucleases (Ghosh et al., 2018). En-
tretanto, para o controle de insetos sugadores, é
necessario que o dsRNA ou hpRNA seja nao ape-
nas altamente expresso por um promotor consti-
tutivo (Pitino et al., 2011) ou especifico as células
do floema (Eakteiman et al., 2018), como também
seja transportado para a seiva elaborada. Apds a
ingestdo, os dsRNAs ou hpRNAs podem sofrer a
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acgao de nucleases capazes de degradagao dessas
moléculas presentes na saliva, intestino e hemo-
linfa do inseto (Christiaens et al., 2020). A mosca-
-branca possui pelo menos trés diferentes enzimas
com essa atividade, denominadas dsRNAses; o
silenciamento génico dessas enzimas aumenta a
protecdo do dsRNA apds a ingestao, evidenciando
seu papel na resposta variavel da mosca-brancas
ao RNAI (Luo et al., 2017). Assim, a supressao de
dsRNAses por RNAI ou por inibidores, em adicao
ao silenciamento de outros genes, pode melhorar
a eficacia da estratégia para o controle do inseto
utilizando plantas transgénicas. Similarmente, a
estrutura do dsRNA pode ser manipulada visando
aumentar sua estabilidade e resisténcia a degrada-
¢ao por nucleases (Ribeiro et al., 2022).

O habito alimentar da mosca-branca também
representa um desafio para a aplicacdo exdgena
de dsRNAs visando o silenciamento génico. Re-
centemente pesquisas demonstraram o controle de
mosca-branca por meio da aplicagéo foliar de na-
noparticulas carreando dsRNA (Jain et al., 2022).
As nanoparticulas foram capazes de translocar o
dsRNA da superficie foliar para o tecido vascular da
planta, induzindo mortalidade acentuada de ovos e
ninfas de mosca-branca. E possivel que o efeito da
aplicacéo tépica seja potencializado com a utiliza-
¢ado de dsRNAs contendo bases modificadas, como
2’-F pirimidinas, que aumentam a atividade RNAI
apos ingestdo por mosca-brancas e reduzem sua
degradacéo por nucleases em células de mamiferos
(Hunter; Wintermantel, 2021).

Maquinaria funcional de RNAI

Outro fator a ser considerado € a presencga de
uma magquinaria funcional de RNAI, para que o si-
lenciamento génico ocorra. A mosca branca possui
uma unica copia da maioria dos genes envolvidos
nos mecanismos de miRNA, incluindo dicer-1, ago-
1, drosha, exportin-5, loquacious e pasha (Chen
et al., 2016), bem como genes associados ao me-
canismo de siRNA, como dicer-2, R2D2, ago-2
e sid-1 (Upadhyay et al., 2013). O gene ago-2 foi
identificado em duplicata no genoma deste inseto,
enquanto o gene RdRP (que codifica enzimas capa-
zes de sintetizar RNA usando uma fita de RNA como
molde, chamadas de RNA-polimerase-dependente-
-de-RNA), apresentou 11 copias (Chen et al., 2016).
Além disso, diversos estudos demonstraram o si-
lenciamento de genes na mosca-branca, utilizando
dsRNA exdgenos (Tabela 1). Foram silenciados ge-
nes como VATPase, actina, genes associados com
a reprodugdo ou tolerancia ao calor (heat shock
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proteins), receptores de ecdisona e outros envol-
vidos no processo de desenvolvimento e muda do
inseto, genes associados com a detoxificacdo de
inseticidas, como P450, ou detoxificagcdo de meta-
bdlitos de resposta produzidos pela planta, como a
transferase glutationa, e outros genes expressos es-
pecificamente no intestino (Ghanim et al., 2007; L{
and Wan, 2011; Asokan et al., 2015; Ibrahim et al.,
2017; Ferreira et al., 2022; Pizetta et al., 2022). Ape-
sar de a espécie apresentar todos os elementos
necessarios para uma maquinaria de silenciamento
génico funcional, incluindo genes associados com
a propagacéao sistémica da resposta de RNAI, os
dados gerados em estudos de silenciamento génico
em mosca-branca demonstram uma grande variabi-
lidade de resposta.

O método de entrega (“delivery”) influencia na
eficiéncia do silenciamento, embora n&o exista um
padrao que determine o método mais eficiente. Por
exemplo, o método de entrega por dieta artificial
parece ser o que causa redugdes mais consisten-
tes na expressédo do gene alvo, variando de 40 a
80% para estudos realizados com a mosca-bran-
ca (Asokan et al., 2015; Li et al., 2015; Upadhyay
et al., 2016; Wang et al., 2016; Vyas et al., 2017;
Yang et al., 2017; Zhang et al., 2017). Mesmo assim,
a variagao da eficiéncia de reducdo da expressao
génica ainda é grande, possivelmente associada a
escolha do gene alvo, da dose administrada e das
diferengas no tempo entre a ingestdo e a quantifi-
cacao da expressao génica. A entrega por microin-
jecéo também resultou em altas taxas de silencia-
mento, de 65 a 70% em um estudo (Ghanim et al.,
2007), embora outro estudo ndo tenha relatado as
mesmas porcentagens (Lu; Wan, 2011). Ja os estu-
dos com a entrega do dsRNA por expressao trans-
génica em plantas, comumente apresentam altas
taxas de mortalidade, variando de 60 a 98% (Malik
et al., 2016; Raza et al., 2016; Ibrahim et al., 2017;
Xia et al., 2021; Ferreira et al., 2022; Pizetta et al.,
2022). Em geral, a transformagéo genética de plan-
tas visando silenciar genes no inseto praga tem o
objetivo de reduzir drasticamente a sobrevivéncia
da populagao de insetos, o que pode ter contribui-
do para a auséncia de publicagdes com resultados
menos expressivos. Ha ainda dois estudos que uti-
lizaram o método de absorgdo do dsRNA aplicado
em folhas destacadas das plantas, posteriormente
ingeridas pela mosca-branca. Estes estudos relata-
ram reducéo da expressao dos genes alvo de 41 a
90%, sendo mais eficiente em formas jovens (ninfas
de quarto instar) do que em insetos adultos (Grover
et al., 2018).
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Propagacdo sistémica do sinal de RNAi

Outro desafio do uso de RNAI para o silencia-
mento génico em insetos é que ainda n&o esta total-
mente esclarecido se esse mecanismo é propagado
de forma sistémica em insetos. A propagagao sis-
témica se refere ao processo em que, apds a en-
trada do dsRNA nas células do organismo, o sinal,
ou siRNA, é transportado entre células e tecidos do
organismo, causando o silenciamento do gene alvo
em outros tecidos ou 6rgaos. Para o manejo de pra-
gas, visando a mortalidade da populagéo de insetos,
a propagacao sistémica é importante, pois o silen-
ciamento génico apenas no local de aplicagao ou
aquisicdo dos dsRNA exogenos (de forma localiza-
da) pode ser ineficiente ou insuficiente. Espécies de
insetos em que n&o ha a propagacgéao sistémica do
sinal de RNAIi s&o consideradas recalcitrantes para
o silenciamento génico por dsRNA exdgeno, sendo
obtidas taxas de silenciamento génico de aproxi-
madamente 60% e, muitas vezes, apenas de for-
ma temporaria (Huvenne; Smagghe, 2010; Li et al.,
2013). Em nematdides, a propagacao sistémica
do RNAI envolve os canais Sid-1 e Sid-2 (Winston
et al., 2007). O gene sid-1 codifica uma proteina res-
ponsavel pelo transporte de dsRNA da membrana
plasmatica até o citoplasma das células, permitin-
do que as moléculas de RNAI sejam transportadas
das células intestinais para outras células vizinhas,
atingindo assim outras partes do corpo do nematoi-
de. Ja o gene sid-2 expressa uma proteina que atua
como um receptor de moléculas de dsRNA do am-
biente, no lumen do intestino, iniciando o processo
de silenciamento génico sistémico. Esse sistema é
uma parte importante da capacidade dos nematoi-
des de se defenderem contra patégenos e regular
sua proépria biologia.

Genes similares ao sid-1 de C. elegans (sid-1-li-
ke) foram identificados em algumas espécies de in-
setos, incluindo a mosca-branca (Upadhyay et al.,
2013). Entretanto, sid-1-like ndo foi identificado em
D. melanogaster, inseto em que nao ocorre a pro-
pagacao sistémica de RNAI (Roignant et al., 2003).
Assim, considerou-se que a auséncia de sid-1 esta
associada a deficiéncia na propagacao do sinal. No
entanto, foi demonstrado que o gene sid-1 nado é
necessario para a propagacao sistémica de RNAI
no gafanhoto Locusta migratéria (Luo et al., 2012).
Dessa forma, esses dados indicam que os meca-
nismos de propagacgédo de sinal de RNAi em insetos
ainda nao foram completamente elucidados. Adicio-
nalmente, ainda n&o ha relatos da presenga de ge-
nes homologos ou similares ao sid-2 nos genomas
dos insetos sequenciados até o momento.
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Outro fator determinante para a propagacao do
sinal sistémico de RNAI é a presenga de um me-
canismo de amplificagdo do sinal. Em C. elegans,
a enzima RdRP, que sintetiza RNA, gera moléculas
secundarias de siRNAs, ampliando e prolongando
a duragdo do sinal de RNAi. Genes homdlogos do
RdRp de C. elegans nao foram identificados em in-
setos até o momento, mas ha relatos de genes si-
milares. Em B. tabaci, foram identificadas 11 copias
de genes similares ao RdRp e muitas delas mais
semelhantes as de virus do que de outros insetos
(Chen et al., 2016). Mesmo que genes homodlogos
ao RdRp nao sejam identificados em insetos, ndo
se pode descartar a possibilidade de que outras
vias sejam responsaveis pela sintese de siRNAs se-
cundarios, ou seja, essa amplificacdo pode ser re-
alizada por outros mecanismos, ainda nao identifi-
cados ou descritos (Joga et al., 2016). Além disso,
foi demonstrado que mesmo para organismos que
expressam RdRp, como nematdides e acaros, a in-
jecdo de dsRNA exégenos nao resultou em amplifi-
cacgao eficiente do sinal de RNAI (Khila and Grbig,
2007; Dalzell et al., 2011), ou seja, o gene RdRp nao
€ 0 Unico responsavel pela eficiéncia da propagacao
sistémica do RNAI.

Interagdes com virus afetando a
eficiéncia do mecanismo de RNAi

A presenga de virus na hemolinfa dos insetos
também pode prejudicar a eficiéncia do silencia-
mento génico mediado por dsRNAs exdgenos. A via
de siRNA representa um importante sistema de de-
fesa antiviral em muitas plantas e animais, o0 que
implica que os virus tém a capacidade de afetar a
disponibilidade dos componentes dessa via e, em
alguns casos, sobrecarrega-la completamente (Ka-
nasty et al., 2012). Por exemplo, o pulgdo Myzus
persicae transmite diversos virus de plantas, tanto
de modo persistente quanto nao persistente. Foi
demonstrado que a aquisigéo do polerovirus Potato
leafroll virus (PLRV), um virus de planta transmiti-
do de modo persistente por este pulgédo, alterou a
resposta antiviral do inseto ao virus entomopatogé-
nico Myzus persicae densovirus (Hemiambidenso-
virus hemipteran2, MpDNV) (Pinheiro et al., 2019).
Nos insetos que adquiriram PLRV, observou-se um
perfil diferente de siRNAs, com abundancia de frag-
mentos maiores do que o esperado. Além disso, a
carga viral de MpDNV aumentou nos insetos que
adquiriram PLRYV, indicando que a presencga deste
virus prejudicou a capacidade de resposta antiviral
do inseto pelo mecanismo de RNAI (Pinheiro et al.,
2019). Este efeito nao foi observado quando o inseto
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adquiriu outro virus de planta, transmitido de modo
nao persistente (Potato virus Y PVY).

No caso da mosca-branca, esse pode ser um
fator importante em relagéo a eficiéncia do silencia-
mento génico por RNAI, uma vez que este inseto
€ considerado um super vetor de virus de plantas.
Além disso, devido a coevolugao dos virus com os
sistemas de defesa antiviral, como o RNAI, alguns
virus desenvolveram mecanismos adaptativos que
inibem a acdo do RNAI, predominantemente por
meio da produgdo de proteinas conhecidas como
supressoras virais do silenciamento de RNA (VSRs)
(Haasnoot et al., 2007; Christiaens; Smagghe,
2014).

Genes alvo utilizados até o
momento e outros potenciais

Diversos estudos foram realizados para o silen-
ciamento de genes utilizando o RNAi em hemipte-
ros, com predominio de pesquisas envolvendo pul-
goes de diferentes espécies. Ha, comparativamente,
menos estudos realizados com a mosca-bran-
ca , como exemplificado na Tabela 1. Isso ocorre
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possivelmente porque os pulgdes sao insetos mais
faceis de se manipular, devido ao tamanho, apro-
ximadamente cinco vezes maior do que B. tabaci,
dependendo da espécie de pulgdo, o que torna a
manipulagdo da mosca-branca muito mais desafia-
dora, uma vez que a coleta de insetos adultos deve
ser realizada com o cuidado de nao danificar o apa-
relho bucal, extremamente delicado. Além disso, em
geral, os experimentos com pulgdes sao realizados
com insetos apteros, diferentemente dos adultos
da mosca-branca, que voam e se locomovem rapi-
damente. Na Embrapa, foi desenvolvida uma me-
todologia para avaliar a mortalidade de adultos de
mosca-branca em que as plantas teste sao expos-
tas aos insetos para oviposi¢ao por cerca de 2 horas
(Figura 2) (Ferreira et al., 2022; Pizetta et al., 2022).
Em seguida, os insetos adultos sdo cuidadosamen-
te removidos e as plantas isoladas em gaiolas du-
rante todo o periodo de desenvolvimento dos ovos
até a fase adulta. Apdés a emergéncia, os insetos
adultos comegam a se alimentar nas plantas e entao
a mortalidade de adultos é avaliada durante um pe-
riodo de cinco a sete dias. Essa metodologia reduz
a manipulagéo dos insetos adultos, minimizando a
mortalidade nos controles por efeitos aleatoérios.

Tabela 1. Exemplos de genes alvo avaliados para o silenciamento por RNAi em mosca branca.

Gene alvo Fungao do gene SHERDED Referéncia
entrega
~ . . Ibrahim et al. (2017), Pizet-
vATPase Manutencdo de pH amdq para bom funcionamen- Transgenia ta et al. (2022) e Ferreira
to dos processos metabdlicos
et al. (2022)
BtPMaT1 Detoxificagao de glicosideos fendlicos Transgenia Xia et al. (2021)
TLR7 Receptor do sistema imune inato Dieta artificial Chen et al. (2015) e Zhang
et al. (2017)
Aquaporin Regulacéo do equilibrio hidrico e excregéo de Expressdoem Raza et al. (2016) e Vyas

residuos

planta

etal. (2017)

Hsp70, Hsp90 e Hsp23

Codifica uma proteina essencial para proteger
outras proteinas e manter a integridade celular

em condi¢des de estresse térmico e ambiental.

Dieta artificial

Shim et al. (2015), Vyas
etal. (2017) e Li e Wan
(2011)

Acetylcholine receptor
subunit o

Codifica uma subunidade dos receptores de
acetilcolina

Dieta artificial

Vyas et al. (2017)

Alpha glucosidase 1

Codifica uma enzima envolvida na quebra de
carboidratos complexos em agucares simples.

Dieta artificial

Vyas et al. (2017)

Trehalase1

Codifica uma enzima envolvida na quebra da
trealose, um dissacarideo, em glicose.

Dieta artificial

Vyas et al. (2017) e Rama-
samy et al. (2023)

Continua...
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Tabela 1. Continuacgao.

Gene alvo

Fungao do gene

Método de
entrega

Referéncia

Documentos 327

Trehalose transporter1

Codifica uma proteina transportadora que facilita
a captacao de trealose, um agucar de reserva,
pelas células.

Dieta artificial

Vyas et al. (2017) e Rama-
samy et al. (2023)

Actina

Codifica proteina fundamental para a estrutura do
citoesqueleto celular, permitindo fungdes como
contragdo muscular e movimento celular.

Dieta artificial

Upadhyay et al. (2011)

ADP/ATP translocase

Esta relacionado a uma proteina transportadora
que facilita a troca de moléculas de ATP por ADP
nas mitocéndrias.

Dieta artificial

Upadhyay et al. (2011)

a-tubulina

E uma subunidade estrutural das proteinas tubu-
linas, formando os microtubulos do citoesqueleto.

Dieta artificial

Upadhyay et al. (2011) e
Ramasamy et al. (2023)

Proteina Ribossomal
L9 (RPL9)

E uma subunidade do ribossomo.

Dieta artificial

Upadhyay et al. (2011)

Subunidade A da
Vacuolar-ATPase

A Subunidade A que faz parte de uma enzi-
ma importante na acidificagdo das vesiculas
celulares.

Dieta artificial

Upadhyay et al. (2011)

P450 CYP6CM1

Desintoxicagao e resisténcia de neonicotindide.

Dieta artificial

Li et al. (2015)

Glutationa S-transfe-
rase (GST)

Codifica enzima responsavel pela detoxificagao
de substancias toxicas, ligando-as a glutationa
para posterior excregao.

Dieta artificial

Asokan et al. (2015)

Receptor da viteloge-
nina (BtA1VgR)

Codifica proteina responsavel pela captagao da
vitelogenina em 6vulos e ovarios de insetos.

Dieta artificial

Upadhyay et al. (2016)

Receptor de ecdisona
(EcR)

Codifica proteina que desempenha um papel
fundamental na resposta a horménios, incluindo
a ecdisona, que controla a muda e o desenvol-
vimento em insetos.

Dieta artificial

Ramasamy et al. (2023)

Codifica enzima que catalisa a quebra da saca-

Sacarase . Dieta artificial Ramasamy et al. (2023)
rose em- glicose e frutose.
Codifica proteina quinase que desempenha

TOR papel na regulagéo do crescimento celular, me-  Dieta artificial Puri & Jindal, 2021
tabolismo e resposta a estimulos externos.

Acetylcholinesterase Auxilia na transmisséo de impulsos nervosos VIGS Malik et al., 2016

(AChE)

Dnmt1

Manutengao da metilagdo do DNA

Dieta artificial

Cunningham et al., 2024

Codifica beta-actina, componente do citoesque-

B-Actina (ACT) leto Transgenia Dong et al., 2024

BtSC5DL Importante para biossintese do colesterol VIGS Liu et al., 2025

BtOrco Atua na percepgao olfativa, reproducéo e com- Transgenia Li et al., 2024
portamento social.

UGT352A3 resisténcia a neonicotinoides Dieta artificial Du et al., 2025

BtPGRP Eficiéncia na transmissoda de chilli leaf curl virus Dieta artificial Singh et al., 2025

(ChiLCV)
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Adultos de mosca-

Plantas com ovos de
mosca-branca

Criagio massal de
mosca-branca

branca com idade
conheclda

Gaiola utilizada para
realizar os experimentos

Figura 2. Criacao massal de mosca-branca para utilizagdo em experimentos conduzidos pela Embrapa. Moura (2024).

Criado com BioRender.

Apesar de terem sido realizados, comparativa-
mente, menos estudos com a mosca-branca, uma
variedade de genes alvo para silenciamento foi tes-
tada (Tabela 1), tendo sido obtidos resultados pro-
missores. Isso indica que o mecanismo do RNAi tem
potencial para desenvolvimento de produtos para o
manejo da mosca-branca, incluindo tanto cultiva-
res transgénicas quanto bioinsumos. Nas secdes
seguintes discutimos os diferentes métodos de en-
trega de dsRNA e o potencial de uso da tecnologia
para o manejo da mosca-branca.

Estudos aplicando dsRNA por
microinje¢cao em insetos ou
ingestao de dsRNA

Diversas abordagens tém sido usadas para ad-
ministrar o RNA interferente (RNAi) em insetos, de
forma independente da expressao na planta, como:
microinjecdes em ovos; imersdo de ovos com solu-
¢ao de dsRNA (Wang et al., 2018); microinjecdes
em regides especificas do organismo (Yokoi et al.,
2013); imersao de células com solugdo contendo
dsRNA (Lu et al., 2020); transfeccéo de células se-
guida por imersdo em solugao de dsRNA (Johnson
et al., 2010); pulverizagao de solugao de dsRNA na
planta (Chakraborty; Ghosh, 2022, Qiao et al., 2023);
ou por meio de ingestao direta, como por exemplo,
pela adigdo de dsRNA sintetizado in vitro a dieta (LU
etal., 2021). Pode ser realizada também a adicédo de
bactérias expressando as sequéncias de dsRNA as
dietas artificiais dos insetos (Tian et al., 2009) e inje-
¢ao de dsRNA na planta (Ghosh et al., 2018). A ad-
ministracdo de dsRNA sintetizado in vitro pode ser
otimizada pelo processo de nanoencapsulamento
das moléculas de dsRNA sintético (Xue et al., 2022).

Entre todos estes métodos, destacam-se a mi-
croinjegao diretamente no corpo do inseto, com uso
de microinjetores, e a ingestdo de dieta artificial,
como solugdes agucaradas ou alimentos especifi-
cos. A microinje¢ao permite um controle mais preci-
so sobre a quantidade e a localizagao de entrega do
dsRNA, apesar de ser um método trabalhoso e difi-
cil de ser realizado com insetos pequenos, como a
mosca-branca. No método por ingestdo, o dsRNA &
incorporado a dieta, que é posteriormente consumi-
da pelos insetos. Assim que o dsRNA ¢é absorvido
pelo trato digestivo, inicia-se o processo de silencia-
mento do gene alvo dentro do organismo do inse-
to. Todos esses métodos representam ferramentas
para avaliar o silenciamento génico como prova de
conceito, ndo sendo, obviamente, aplicaveis em lar-
ga escala ou diretamente no campo. Para mosca-
-branca, até o momento, foram reportados apenas
experimentos utilizando ingestédo em dieta artificial e
microinjecao de dsRNA.

Dietas artificiais tém sido utilizadas para admi-
nistracdo de dsRNA a mosca-branca, em diversos
estudos, com uso de uma camara de alimentagao
formada por duas membranas de parafilme em uma
das aberturas de um tubo do tipo falcon (Figura 3).
As dietas contendo diferentes concentragbes de
dsRNAs sdo colocadas entre as membranas (em
um sanduiche), em uma das extremidades do tubo,
enquanto a outra extremidade é coberta com tecido
de voil, para aeragao. Por exemplo, dietas a base de
sacarose contendo dsRNA especifico para o gene
hsp70, variando de 0 a 250 ng/uL, foram oferecidas
aos insetos adultos em camara de alimentagao por
trés dias. Neste estudo, observou-se que a mosca-
-brancas tratada com dsRNA de hsp70 apresentou
maior suscetibilidade ao estresse térmico, o que
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reduziu significativamente sua sobrevivéncia quan-
do exposta a altas temperaturas, mas nao a baixas
temperaturas (Shim et al., 2015). Isso indica que o
gene hsp70, associado a resisténcia ao estresse
térmico de calor, foi silenciado nos insetos. Resulta-
dos semelhantes foram observados em outro estu-
do, que explorou o silenciamento dos genes hsp23,
hsp70 e hsp90 (Li; Wan, 2011).

Aentrega de dsRNA por ingestdo em dieta artifi-
cial se mostrou eficaz em diversos outros trabalhos,
que reportaram mortalidade significativa da mosca-
-branca, associada ao silenciamento do gene alvo
(Asokan et al., 2015; Upadhyay et al., 2011, 2016;
Vyas et al., 2017; Puri and Jindal, 2021; Ramasamy
et al., 2023). Nestes estudos, fatores como concen-
tracdo do dsRNA, o tempo de ingestdo e os genes
alvo variaram, o que possivelmente contribuiu para
a obtencao de diferentes taxas de mortalidade, entre
35 e 90%. Por exemplo, entre os trabalhos analisa-
dos nesta revisdo, foram administradas por via oral
concentragcbes de dsRNA variando de 5 a 300 ug/
ml. Em outro estudo, a aplicagdo de uma concentra-
¢ao reduzida de 0,05 pg/mL de dsRNA direcionado
ao gene dnmt1 demonstrou eficacia na reducao da
reproducao, diminuindo significativamente no niume-
ro de ovos depositados, bem como na proporgao de
ovos viaveis (Cunningham et al., 2024). Outra varia-
¢ao importante foi o tempo de exposi¢ao dos insetos
a dieta contendo dsRNA, que variou de 48 horas a
sete dias. Em um dos estudos, foi demonstrado que
a ingestao de dsRNAs resultou na diminuigéo da ex-
pressao do gene alvo em apenas trés horas apos

Dieta artificial \ o
com dsRNAs 4———#/" :
L

Aberturas
com voil
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inicio da exposi¢cao dos insetos a dieta contendo
dsRNA (L3; Wan, 2011).

Em um experimento conduzido em ambiente
que simulava condi¢gdes de campo, dsRNAs espe-
cificos para o gene hsp70, foram aplicados topi-
camente em plantas de pimenta, dentro de uma
estrutura coberta, imitando a aplicagdo de um in-
seticida. Apos 24 horas da aplicagdo dos dsRNAs,
100 adultos de B. tabaci foram liberados em cada
planta tratada. Os resultados mostraram uma signi-
ficativa mortalidade de aproximadamente 68% dos
insetos adultos expostos a esse tratamento. Esses
resultados indicam que a aplicagdo de dsRNA espe-
cifico pode ser uma abordagem promissora para o
controle da populagéo de B. tabaci em condi¢des de
campo (Chakraborty; Ghosh, 2022).

Até onde se tem conhecimento, apenas um es-
tudo foi conduzido utilizando microinje¢do para en-
trega do dsRNA aos insetos. Adultos de mosca-bran-
ca recém-emergidos foram anestesiados e injetados
com 0,1 a 0,5 ug[1] de dsRNA em um tampao de
injec&o, entre 0 mesotdérax e o metatoérax, utilizando
técnicas de microinjecao e micromanipulagéo. Esse
procedimento resultou em uma redugao de até 70%
na expressao de genes especificos no intestino mé-
dio e nas glandulas salivares (Ghanim et al., 2007).

Expressao do dsRNA in planta

Uma das formas de entrega mais eficientes do
dsRNA ao inseto é sua expressao diretamente pela
planta hospedeira, utilizando a maquinaria da planta.

Membranas de

Adultos de

—
mosca-branca

Tubo Falcon

Figura 3. Camara de alimentagao utilizada para entrega de dsRNA em dieta artificial para adultos de mosca

branca. Moura (2024). Criado com BioRender
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Ha dois tipos de métodos de expressado na planta:
por transformagéo genética estavel, com a integra-
¢ao do fragmento alvo no genoma da planta, ou por
expressdo transiente, em que o vetor de constru-
¢ao é inserido na planta, mas nao é integrado no
seu genoma. Na transformacao estavel, a planta é
geneticamente modificada (GM) para expressar de
forma continua os fragmentos de RNA alvo, ou seja,
o transgene é transmitido para a progénie, sendo
assim desenvolvida uma linhagem transgénica. Na
expressao transiente, a construgao genética conten-
do o fragmento alvo, sob o controle de um promotor
de expressao génica, € inserida na planta por inocu-
lacédo ou injecdo, mas ndo se integra ao genoma e
€ “perdida” apés um curto periodo, ndo sendo trans-
mitida para a progénie.

Ambos os métodos podem ser eficazes para o
silenciamento do gene alvo, porém sao utilizados
com diferentes objetivos: enquanto a transformagéao
estavel é voltada para o desenvolvimento de uma
nova cultivar, a transformacao transiente € um méto-
do mais rapido, utilizado para pesquisa, visando ao
estudo da funcéo de genes ou a selegdo de genes
alvo para o desenvolvimento posterior de uma plan-
ta geneticamente transformada de forma estavel.
A transformacgao genética estavel é mais trabalhosa
e apresenta uma taxa menor de obtencéao de trans-
formantes, especialmente para espécies de plantas
recalcitrantes a regeneragéo in vitro, como o feijao-
-comum, por exemplo. Ja a expressao transiente
permite resultados mais rapidos, uma vez que, em
poucos dias apds a introducédo do material genético,
os testes ja podem ser realizados. Outra vantagem
da transformacéo transiente é que esta técnica nao
gera organismos GM, facilitando questdes regulato-
rias e éticas e a versatilidade na aplicagao da técni-
ca, que pode ser empregada desde culturas agrico-
las até espécies nao cultivadas.

Os estudos de expressdo transiente na planta
tém sido conduzidos utilizando vetores virais para
silenciamento, técnica conhecida como Virus Indu-
ced Gene Silencing (VIGS). Nesta técnica, vetores
virais, ou seja, vetores contendo o material gené-
tico de um virus de planta, sdo modificados pela
insercdo de sequéncias do gene alvo a ser silen-
ciado, de modo que, durante a replicagdo do virus,
o dsRNA do gene alvo seja transcrito. Para estes
estudos, sdo selecionados virus que infectam a
planta de interesse, causando sintomas leves, que
funcionam como marcadores, mas que ndo causem
a morte da planta. Em geral, utiliza-se uma combi-
nacgao de virus e linhagem/cultivar suscetivel, para
receber a inoculagdo mecénica com o vetor viral,
sendo muito utilizados sistemas de virus e plantas
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do género Nicotiana ssp., como o tabaco. Uma vez
inoculado, o material genético do virus causara uma
infeccado e a cada ciclo de replicagao, expressara a
sequéncia do gene alvo para o silenciamento.

Silenciamento génico por
expressao transiente de dsRNA

A aplicacao do silenciamento génico por expres-
séo transiente em plantas vem sendo amplamente
relatada na literatura, mostrando a eficacia dessa téc-
nica como uma importante ferramenta de pesquisa.
Nesse contexto, é importante citar exemplos especi-
ficos de estudos que ilustram como a transformacao
transiente desempenha um papel crucial para forne-
cer informacdes sobre a interagao inseto-planta-paté-
geno, incluindo a selec¢ao de genes alvo promissores
para o controle de insetos mediado por RNA..

Plantas de tabaco sdo plantas modelo, frequen-
temente utilizadas para a transformacao transiente,
pois apresentam caracteristicas como facilidade de
crescimento, expressao rapida de genes exégenos,
baixa produgéo de compostos secundarios, entre ou-
tras. Por exemplo, plantas de tabaco inoculadas com
plasmideos derivados do virus do mosaico-do-tabaco
(tobacco rattle virus - TRV), foram utilizadas por dife-
rentes equipes de pesquisa para o silenciamento de
genes da mosca-branca, como 0s genes ache (ace-
tilcolinesterase) e ecr (receptor de ecdisona) (Malik
et al.,, 2016), genes da biotina e lisina, associados
a persisténcia da simbiose do inseto com os endos-
simbiontes, entre outros (Ko et al., 2015; Ko; Youn,
2015; Li et al., 2016; Xia et al., 2021; Hu et al., 2022;
Wang; Luan, 2023; Feng et al., 2023; Ghosh et al.,
2023; Pascual et al., 2023). Além do tabaco, outras
espécies vegetais também tém sido utilizadas como
hospedeiras para expressao transiente, um exemplo
€ 0 uso de plantas de tomate, nas quais foi possivel
silenciar o gene btscbhdl, resultando em uma redugao
aproximada de 80% na sua expressao; essa modu-
lagdo levou a diminui¢cdo dos niveis de colesterol nos
insetos, comprometendo sua capacidade reproduti-
va, com redugdo estimada de cerca de 65% na fe-
cundidade (Liu et al., 2025).

Existem varias maneiras de realizar a transfor-
macao transiente das plantas. A primeira delas por
agroinfiltragcdo, onde o vetor de expressao é intro-
duzido em bactéria Agrobacterium tumefaciens que
infectam a planta e transferem o gene de interesse.
Uma outra maneira é a biobalistica, onde particulas
revestidas com o DNA de interesse séo disparadas
diretamente nas células. Por fim, também é possivel
realizar a injegdo direta de DNA nas células vege-
tais, utilizando, por exemplo, uma pequena agulha.
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A expressao transiente em plantas surge como uma
ferramenta promissora para o estudo do controle de
insetos. Sua capacidade de induzir mudangas tem-
porarias na expressao de genes permite nao apenas
a investigacao profunda da biologia dos insetos, mas
também abre caminhos para estratégias inovadoras
de manejo de pragas.

Silenciamento génico por
expressao estavel de dsRNA

A aplicacao da tecnologia do RNA interferente em
plantas transgénicas representa um avanco significa-
tivo para o manejo de pragas. Nos ultimos anos, fo-
ram desenvolvidas plantas capazes de reduzir consi-
deravelmente as populagdes de diferentes espécies
de insetos, de maneira seletiva e eficaz. No entanto,
ha apenas uma cultivar com resisténcia a insetos
por silenciamento génico mediado por RNAI dispo-
nivel comercialmente até o momento (isaaa.org).
Trata-se de uma cultivar de milho GM para expres-
sédo de dsRNA homoélogos ao gene snf7 da vaquinha
virgifera virgifera (Head et al., 2017). Como a ordem
Coleoptera € a mais suscetivel ao silenciamento gé-
nico por RNAI, ndo surpreende que um inseto dessa
ordem tenha sido o primeiro alvo de um produto co-
mercial. Até o momento, ndo ha registro de cultivares
comerciais para 0 manejo da mosca-branca utilizan-
do o mecanismo de RNAI. Apresentaremos a seguir
alguns estudos pioneiros no uso dessa ferramenta,
com foco no manejo da mosca-branca.

Alguns estudos também fazem uso de plantas
modelo por apresentarem caracteristicas que favo-
recem a manipulagdo genética, a regeneracao in vi-
fro e a analise funcional de genes. Um experimento
utilizando Arabidopsis thaliana permitiu a investiga-
¢ao funcional do gene btorco (co-receptor olfativo)
na deteccao de compostos volateis emitidos pela
planta hospedeira. O silenciamento da expresséao
de btorco resultou em uma redugéo significativa na
taxa de resposta dos insetos, além de um aumento
no tempo de reacdo em comparagao ao grupo con-
trole, indicando uma supressao relevante da sinali-
zacgao olfativa e, consequentemente, do comporta-
mento de localizagdo do hospedeiro em adultos de
mosca-branca (Li et al., 2024). Além de A. thaliana,
no estudo conduzido por Dong et al. (2024), plan-
tas de tabaco foram transformadas geneticamente
visando o silenciamento do gene B-actina (ACT), re-
sultando em uma redugéo aproximada de 50% nos
niveis de transcricdo do gene-alvo e causando uma
mortalidade superior a 60% nos insetos tratados.

Entre esses estudos, destacam-se os conduzi-
dos por equipes da Embrapa, que desenvolveram
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linhagens de alface, tomate e feijao geneticamente
modificadas com uma construgdo génica contendo
um fragmento do gene vATPase de B. tabaci, vi-
sando ao silenciamento deste gene no inseto pelo
mecanismo de RNAI (lbrahim et al., 2017; Ferreira
et al., 2022; Pizetta et al., 2022). O plasmideo utili-
zado para transformacao genética contém uma se-
quéncia parcial do gene vatpase, clonado da propria
mosca-branca, para a producdo de siRNAs. Este
gene foi escolhido por ser vital para a sobrevivencia
do inseto, ao mesmo tempo, tem baixa similaridade
com os genes codificantes para ATPases presentes
nas plantas ou mesmo em mamiferos, o que € inte-
ressante do ponto de vista de biosseguranca.

A ATPase vacuolar H+, conhecida também por
v-ATPase, € uma enzima conservada que faz parte
do grupo de bombas de proétons ativadas por ATP, po-
dendo ser encontrada em membranas intracelulares
de células eucaridticas. E responsavel por controlar
o0 pH dos compartimentos intracelulares, sendo de
grande importancia para o transporte ativo nas cé-
lulas, no processamento e transporte de neurotrans-
missores, e na regulagdo da entrada de microrganis-
mos como virus. As v-ATPases sdo compostas por
14 subunidades de proteinas organizadas em dois
complexos: V1, um complexo citoplasmatico res-
ponsavel pela hidrélise de ATP, e VO, que realiza a
translocacao de H+ através da membrana (Beyenba-
ch; Wieczorek, 2006; Forgac, 2007). A limitagcdo da
subunidade A do dominio V1, que tem como fungéo a
hidrélise de ATP, é letal (Upadhyay et al., 2011).

Na construgao génica, o fragmento de interfe-
réncia, ou seja, os fragmentos do gene que codifica
para ATPase de mosca branca, foram clonados em
sense e antisense, intercalados pelo intron do gene
da malato sintase de A. thaliana, sob o controle do
promotor 35S do virus do mosaico-da- couve-flor
(35SCaMV) e com o terminador do gene da nopalina
sintase (nos). O gene de sele¢do utilizado nas cons-
trucdes inseridas na alface e no tomate foi o nptll,
que confere resisténcia ao antibiético canamicina.
No feijoeiro, o fragmento do gene atpase de mos-
ca-branca foi igualmente inserido em orientacdes
sense e antisense, intercalado pelo intron do gene
pdk de Flaveria trinervia, sob o controle do promotor
35S do virus do mosaico-da-couve-flor (35SCaMV)
e pelo terminador do gene da octopina sintase (ocs).
Para selecao das plantas transformadas com ima-
zapir, foi inserido o gene Atahas de A. thaliana, sob
o controle do seu préprio promotor (Figura 4). As li-
nhagens de alface e tomate foram geneticamente
transformadas via A. tumefasciens, enquanto, para
o feijéo, foi utilizada a técnica de bombardeamento
de microparticulas.
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Figura 4. Representagéo esquematica dos vetores utilizados para transformacgao de feijao-comum (A), alface (B) e tomate
(C) (Ibrahim et al., 2017; Ferreira et al., 2022; Pizetta et al., 2022).

As linhagens de alface causaram taxas de mor-
talidade de insetos adultos que variaram entre 83% e
98%, além de uma redugéo de 95 vezes no nimero de
ovos, quando comparado ao controle n&o transgénico
(Ibrahim et al., 2017) (Figuras 5a e 5b). No caso do to-
mate, observou-se uma taxa de mortalidade de 57%,
acompanhada por uma maior mortalidade de ninfas de
2°instar e um leve atraso no desenvolvimento das nin-
fas de 3° instar nas plantas transgénicas em compara-
¢ao com as plantas controle (Pizetta et al., 2022) (Fi-
gura 5c¢). A mortalidade de insetos adultos observada
na linhagem transgénica de feijao foi semelhante a de
tomate, cerca de 59%, em experimentos conduzidos
com a planta inteira (Ferreira et al., 2022) (Figura 5d).
Em experimentos conduzidos com a folha destacada
da planta de feijao GM, observou-se 97% de mortali-
dade dos adultos, indicando que o ensaio com a fo-
Iha destacada pode resultar em falsos positivos. Tanto
no tomate quanto no feijao, a expressao do gene da
vATPase foi reduzida em 50%, em comparagao aos
insetos que se alimentaram das plantas controle, ndo
transgénicas (Ferreira et al., 2022). Dando sequéncia
a estes estudos, linhagens de algodao e soja, trans-
formadas com a mesma construgdo génica, foram
obtidas recentemente pela Embrapa para o silencia-
mento do mesmo gene de B. tabaci, vATPase. Estas
linhagens estdo em fase de avancgo de geragdes para
obtencao de homozigose do transgene ou ja em etapa
de avaliagcao quanto ao efeito sobre a mosca-branca .

Outros grupos ao redor do mundo também estéao
empenhados no desenvolvimento de plantas resisten-
tes a mosca-branca utilizando a tecnologia de RNAI.
Uma equipe da Chinese Academy of Agricultural
Sciences, em Pequim, na China, obteve recentemente
uma linhagem de tomate transgénica que causou mor-
talidade de quase 100% de adultos de mosca-branca
(Xia et al., 2021). O gene alvo foi o btmat1, respon-
savel pela codificagdo da enzima malonil transferase
fendlica glicosidica, derivado da planta de tomate e

transferido horizontalmente para o inseto no processo
co-evolutivo.

Foram realizados também estudos preliminares
para avaliar o efeito destas linhagens transgénicas
sobre organismos nao-alvo. A linhagem de tomate de-
senvolvida pela Embrapa foi avaliada em relagéo ao
efeito sobre dois organismos nao-alvo, considerados
pragas agricolas, o pulgéo M. persicae e a lagarta Tuta
absoluta (Pizetta et al., 2022). Nao foram observadas
diferencgas significativas entre os tratamentos quanto
ao numero da progénie do pulgédo ou a porcentagem
de emergéncia de adultos da T. absoluta. Estes re-
sultados sdo semelhantes ao estudo realizado pela
equipe chinesa que desenvolveu linhagens de tomate
resistentes a mosca-branca. Estes autores avaliaram
o efeito das linhagens transgénicas sobre o pulgdo M.
persicae e o acaro Tetranychus urticae, que também
€ uma praga do tomate, e ndo observaram diferen-
¢as significativas em relagdo ao controle néo trans-
génico (Xia et al., 2021). A linhagem de feijao-comum
desenvolvida pela Embrapa foi avaliada em relagao
ao efeito sobre duas espécies de insetos herbivoros,
considerados pragas secundarias do feijdo, o pulgao
Aphis craccivora e a larva minadora Liriomyza sp., €
sobre um inseto predador, o parasitoide de ninfas de
mosca branca, Encarsia formosa. Nao foram obser-
vadas diferengas significativas entre os tratamentos
para as variaveis avaliadas: nimero da progénie do
pulgdo, numero de larvas de Liriomyza e nimero de
ninfas parasitadas pela Encarsia (Ferreira et al., 2022).
Novos experimentos serdo conduzidos com as linha-
gens desenvolvidas pela Embrapa, avaliando o possi-
vel impacto sobre geragdes subsequentes de insetos
ndo-alvo, previamente a liberacdo comercial destas
linhagens. Em conjunto, esses resultados indicam que
0 uso da tecnologia de RNAI para o silenciamento de
genes especificos do inseto alvo em plantas transgéni-
cas tem potencial para contribuir no manejo da mosca-
-branca, de forma segura para o ambiente.
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Figura 5. Efeito de linhagens de alface, tomate e feijao-comum geneticamente modificadas para silenciamento do gene
vATPase da mosca-branca (Bemisia tabaci): mortalidade de insetos adultos em alface GM (a), tomate GM (c) e feijado GM
(d) e nimero de ovos em alface GM (b). Resultados previamente publicados (lbrahim et al., 2017; Ferreira et al., 2022;

Pizetta et al., 2022)

Conclusoes sobre
potencial de uso

O RNA interferente (RNAI) apresenta grande po-
tencial para o manejo de pragas agricolas, incluindo
a mosca-branca (B. tabaci). Esta tecnologia repre-
senta uma abordagem promissora para enfrentar os
desafios crescentes da agricultura. Com a capaci-
dade de silenciar genes especificos em insetos, o
RNAI oferece uma alternativa mais sustentavel e
precisa aos métodos convencionais de controle de
pragas, reduzindo a dependéncia do uso de agrot6-
xicos. Diferengas nos niveis de controle das pragas
podem ser atribuidas aos diversos fatores relacio-
nados a administracdo de dsRNA exoégenos. Por
isso, é importante continuar avangando nas pesqui-
sas para explorar cada vez mais o potencial dessa
ferramenta. Fazendo isso, pode-se alinhar o uso de
novas tecnologias com uma agricultura mais susten-
tavel, altas produtividades e garantia de segurancga
alimentar.

Préximos passos dos estudos
realizados pela Embrapa

As linhagens de alface, tomate e feijao-comum
desenvolvidas pela Embrapa estdo em diferentes
fases de cruzamento com cultivares elite e avango
de geracdes para obtencao de cultivares comerciais.
Ap6s obtencgéo dos materiais genéticos com caracte-
risticas comerciais e homozigose para o transgene,
novas avaliagdes serao realizadas em ambiente con-
trolado e, em seguida, em liberagdes de campo con-
troladas, mediante autorizacao da CTNBio. Além dis-
S0, hovos projetos estdo em desenvolvimento para a
selegédo de outros genes alvo para silenciamento no
inseto, bem como para utilizar aqueles ja validados
para o desenvolvimento de cultivares comerciais. E
fundamental expandir os estudos para avaliar a inte-
racéo entre as plantas transgénicas que expressam
RNAI e outros organismos benéficos, como polini-
zadores e predadores naturais, para garantir que a
aplicagéo do RNAI seja sustentavel e nao prejudique
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o equilibrio ecoldgico dos agroecossistemas. Parale-
lamente, é necessario desenvolver estratégias que
facilitem a aceitacao regulatéria e a adogao comercial
dessas cultivares, o que envolve o estabelecimento
de diretrizes claras de biossegurancga e divulgacao de
informacgdes corretas para a sociedade.
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