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METODOS DE DELIVERY DE dsRNA PARA ESTUDOS DE
SILENCIAMENTO GENICO VIA RNAi EM Euchistus heros (PERCEVEJO-
MARROM)

ROSA, J. DA®; VIANA, A. J. C.M; ROGGIA, I.; MORAES, J. S.; BUENO, A. DE F.®; MARIN, S. R.
R.@; NEPOMUCENO, A. L.®; MERTZ-HENNING, L. M.®
("Bolsista de Estimulo a Inovagao - Fundagao Arthur Bernardes/Embrapa Soja; 2Embrapa Soja, Londrina, PR

Introducgao

O silenciamento da expressdo de um gene via RNA de interferéncia (RNAi) € um processo
bioldgico natural observado em organismos eucariotos. Esse processo € ativado pela presenca
de um RNA de fita dupla (dsRNA). Dentro do citoplasma da célula o dsRNA é processado pela
magquinaria de RNAI, a ribonuclease DICER reconhece e cliva em fragmentos menores de 19 a
22 nucleotideos. Esses fragmentos menores, denominados de small-interfering RNA (siRNA),
séo entdo ligados ao complexo de silenciamento induzido por RNA (RISC) (Lee et al.,2010).
O complexo RISC se liga a um mRNA que tenha sequéncia complementar a uma das fitas do
siRNA e promove a clivagem e a degradacdo de mRNAs, culminando no silenciamento da ex-
pressao daquele gene e consequentemente levando a redugao do nivel de proteinas. O conhe-
cimento desse sistema tem levado ao desenvolvimento de novos produtos com acéo sobre os
insetos-praga de importancia na sojicultura, tal como o percevejo-marrom.

O percevejo-marrom (Euschistus heros) € considerado a principal praga da cultura da
soja no Brasil, em virtude de seu dificil controle. Estima-se que em torno de 40% dos inseticidas
quimicos aplicados na soja sejam para o controle de percevejos (Tuelher et al., 2018). O per-
cevejo-marrom apresenta o habito de se alimentar da seiva, podendo causar o abortamento de
vagens e sementes, e ainda impactar no peso e na qualidade de grdos e sementes. Desse modo,
é fundamental o desenvolvimento de uma nova alternativa para o controle desses percevejos.

O uso da tecnologia do RNAIi pode ser uma excelente alternativa a utilizacao de inseticidas
quimicos devido a especificidade das moléculas, evitando efeitos em polinizadores, por exem-
plo, além de ser uma molécula biodegradavel. Com E. heros a realizagdo de bioensaios € um
desafio, visto que esse inseto possui enzimas na saliva que degradam o dsRNA. Além disso,
a escolha de genes alvo é um ponto importante para a eficiéncia da técnica, sendo em muitos
casos necessario testar um grande numero de genes alvo em fases iniciais de estudo. Ademais,
nos estudos para desenvolvimento de produtos baseados em RNAi uma dificuldade é a escolha
do método mais eficiente para os testes dos dsRNA alvos na fase inicial e um método de entrega
que seja mais proximo a realidade do campo, posteriormente.

Nesse sentido, o objetivo deste trabalho foi avaliar o delivery de dsRNA via microinjecéo e
ingestdo oral utilizando substéncias protetoras, com o intuito de desenvolver um protocolo de
aplicagao para testes de dsRNA alvos para controle de percevejo-marrom.

Material e Métodos

Os espécimes do percevejo-marrom no estagio adulto foram obtidos do Laboratério de Criacao
de Percevejos da Embrapa Soja. As moléculas de dsRNA alvo utilizadas nos bioensaios foram
obtidas em empresa especializada na fabricagdo de moléculas de dsRNA (RNA Greentech). O
gene alvo selecionado tem funcéo no transporte intracelular, portanto, atua no funcionamento
basal das células dos eucariotos. Para os bioensaios foram adotados dois sistemas de delivery:
o primeiro consistiu na injecdo de uma solugado contendo dsRNA diretamente na hemolinfa do
inseto (microinjecdo) e o segundo consistiu em delivery oral via bolinhas de algodao.

Na microinjecéo foram aplicados 1 pL de solucédo de dsRNA no abdémen dos percevejos adul-
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tos, ou seja, 28 ng de cada dsRNA mg™" de biomassa corporal dos percevejos adultos. A microin-
jecao foi realizada com o auxilio de uma seringa com agulha de 29 G acoplada no aparelho auto
microapplicator (Burkard, UK). Apds a microinjecao, os insetos foram mantidos em caixas tipo
gerbox. No delivery oral a solugdo contendo dsRNA (100 ng uL") foi disponibilizado em pequenas
bolas de algodao, umedecida com 1 mL de cada formulagado e colocada em caixas tipo gerbox
para permitir a alimentagao dos percevejos por 24 h. Para os bioensaios foram utilizados perce-
vejos-marrom adultos submetidos a jejum prévio de 16 h. Foram testados trés meios de protecao
das moléculas de dsRNA: EDTA (3%), encapsulamento com hidroxidos duplo-lamelares (HDL) e
quitosana. Apos o tratamento quatro réplicas bioldgicas de 10 insetos foram mantidas em caixas
tipo gerbox sob condigdes controladas no Laboratério de Criagédo de Percevejos da Embrapa
Soja e alimentados com a dieta padrdo de manutengao dos insetos. O efeito dos tratamentos foi
acompanhado diariamente até o 15° dia apds o tratamento.

Os dados de mortalidade dos insetos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e
Kruskal Wallis seguidos pelo teste de médias de Tukey e Dunn com p < 0,05. Para essas analises
foi utilizado o software Prism.

Resultados e Discussao

Diversos métodos de delivery sao utilizados nos estudos para controle de insetos, tais como
microinjecéo, ingestdo e pulverizacdo. Neste trabalho, foram escolhidas duas alternativas de
delivery de dsRNA: microinjegéo e delivery oral via bolinhas de algodao umedecidas utilizando
substancias que garantam a proteg¢ao das moléculas de dsRNA.

ApOs a microinjegcdo com microaplicator foi observada elevada mortalidade (65%) do
percevejo-marrom nove dias apdés a aplicacéo, indicando o alto potencial de utilizacdo desse
método de delivery para provas de conceito (Figura 1A). A microinjecao, conforme esperado,
mostrou-se um método rapido e eficaz de entrega de dsRNA. Tal método supera as barreiras
externas e enzimas degradadoras de dsRNA (dsRNases) presentes na saliva desses insetos.
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Figura 1. Mortalidade do percevejo-marrom via silenciamento génico por RNAI. A) Aplicagao por microinjegéo e B)
delivery oral via bolinhas de algoddo. As barras indicam as médias de mortalidade e as barras de erro representam o
erro padréo. * indicam diferenga estatistica significativa pelo Teste Tukey, p < 0,05 e Dunn p < 0,05, respectivamente.

Uma vez confirmada a eficacia do dsRNA alvo em relagao a mortalidade do percevejo-marrom
via microinjecdo, uma abordagem de delivery oral que possui caracteristicas mais proximas do
cenario de campo foi testada. Com a finalidade de protecao do dsRNA para o delivery oral foram
escolhidas particulas na escala nanomeétrica para envolver a molécula do dsRNA: HDL e quito-
sana. Além disso, também foi testada a adicdo de um agente quelante, EDTA, na formulagéao. Foi
obtida uma taxa significativa (69%) de mortalidade dos percevejos pela abordagem delivery oral
com bolinhas de algodao contendo dsRNAs formulados com quitosana (Figura 1B). As formula-
¢bes contendo HDL e EDTA néao foram efetivas na protecao das moléculas de dsRNA e, portanto,
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nao foi observada mortalidade significativa. Todavia, apesar dos resultados satisfatérios com a
formulagdo de dsRNA encapsulado com quitosana, efeitos toxicos sobre os percevejos foram
observados quando o composto foi administrado sem a presenca de dsRNA.

O delivery via ingestdo apresenta algumas barreiras e desafios, como a instabilidade das
moléculas de dsRNA frente a condicbes ambientais, a internalizagdo do dsRNA pela membrana
celular e a presenca de nucleases, que podem diminuir a eficiéncia e/ou a ocorréncia de silencia-
mento génico. O percevejo-marrom ao se alimentar insere seu aparelho bucal (estilete) no tecido
vegetal e secreta uma solugcéo de enzimas pela saliva e entre essas enzimas temos aquelas que
degradam o dsRNA, as dsRNases. Nessas circunstancias, as moléculas de dsRNAs, quando
desprotegidas podem ser rapidamente degradadas pelo meio ambiente e no corpo do inseto,
sendo, portanto, crucial uma formulagédo que proteja o dsRNA (Song et al., 2019).

O uso de quitosana ja € bem descrito associado com diferentes moléculas de RNA para con-
trole de lagartas como Spodoptera frugiperda e Helicoverpa armigera (Gurusamy et al., 2020;
Kolge et al., 2021). Contudo, para percevejos, ainda sdo necessarios estudos relacionados a sua
formulagao, visando reduzir o efeito toxico. A quitosana associada ao delivery oral por meio de
bolinhas de algodao € uma alternativa interessante para o controle de percevejo-marrom, sendo
essa viavel para testes proximos a realidade de campo, onde os percevejos podem se alimentar
das moléculas de dsRNA aplicadas.

Conclusao

O delivery de dsRNA via microinje¢do e por alimentacéo via bolinhas de algoddao se mos-
traram interessantes para estudos de silenciamento génico via RNAi em percevejo-marrom.
Adicionalmente, o encapsulamento com quitosana foi promissor como formulagao de protegao,
embora novos estudos sejam necessarios para avaliar sua toxicidade.
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