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DINAMICA DA DEGRADACAO DE dsRNA PURO E ENCAPSULADO NO
SOLO

Resumo: A protecdo das plantages contra patdgenos € um desafio complexo devido a
variabilidade desses patdgenos em termos de tempo, espaco e genotipo, além de sua capacidade
evolutiva que muitas vezes supera a resisténcia das plantas. Recentemente, 0 RNA de interferéncia
(RNAI) tem sido estudado como uma estratégia promissora no controle de patégenos em plantas. O
RNAI é um mecanismo de defesa antiviral presente em organismos eucarioticos que silencia genes
homologos, tanto na transcri¢cdo quanto no pos-transcricional. A aplicacao de produtos baseados
em RNA de fita dupla tem mostrado potencial como uma nova solucéo de manejo de
fitopatdgenos, oferecendo eficiéncia e especificidade superiores aos métodos convencionais, sendo
capazes de direcionar e afetar seletivamente os fitopatogenos, atuando especificamente nos
patdgenos, minimizando o impacto em outras espécies ndo alvo. A metodologia utilizada nesse
estudo envolveu a encapsulacdo do dsSRNA em nanoparticulas compostas por quitosana e HDL,
com o objetivo de avaliar sua viabilidade no solo. Foram coletadas amostras de solo, nas quais 0
dsRNA foi aplicado, e o material genético foi extraido e analisado em diferentes tempos, variando
de 24 a 1440 horas. A guantificacdo de dsRNA no solo foi determinada pela transcricao reversa e
reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (QPCR). Os resultados revelaram que o tratamento
com HDL resultou em uma maior quantidade de dsRNA detectada no solo, indicando uma maior
permanéncia e acimulo do material no solo. Esses achados destacam a eficiéncia da metodologia
utilizada para deteccéo e estabilizacdo do dsRNA no solo, superando resultados menos satisfatorios
de estudos anteriores. Essas descobertas fornecem insights valiosos para o controle de patdgenos
em plantac6es, destacando o potencial dessa metodologia para fortalecer o manejo fitossanitario e
contribuir para a seguranca alimentar.

Palavras-chave: Nanoparticulas, Fitopatdgenos, Duplexes, RNAI



1 INTRODUCAO

Os organismos fitopatogénicos sao responsaveis por graves prejuizos as
culturasagricolas, causando uma significativa diminuicdo na produtividade e na qualidade
dos produtosfinais. Tais perdas econdémicas ndo apenas afetam negativamente a seguranca
alimentar, como também podem representar uma consideravel parcela dos gastos de
producdo, estimando-se quede 10% a 16% do custo da lavoura esteja associado ao controle
de doencas (SAVARY, 2019).

Atualmente, a principal medida utilizada no manuseio de fitopatdégenos constitui
na aplicacdo de produtos quimicos na agricultura, estratégia que contribui para o aumento
no custode producdo, e resulta no surgimento de isolados resistentes ou tolerantes, além
de provocar danos ao meio ambiente, saide humana e animal (NELSON, 2020). Assim,
h& uma forte demanda para o desenvolvimento de novas ferramentas que contribuam para
o controle eficiente dos fitopatdgenos de forma economicamente viavel e ambientalmente
sustentéavel.

RNAI € um mecanismo de regulacdo da expressdo génica e defesa antiviral em
organismos eucariotos, desencadeado pela presenca de moléculas e RNA de fita dupla
(double-strand - dsRNA), ocasionando o silenciamento génico transcricional ou pés
transcricionais do gene homologo (ZHANG et al., 2020). O RNA de interferéncia (RNAI)
tem se destacado como umapotencial ferramenta no controle de patdgenos, devido a sua
alta especificidade para o alvo, eficiéncia no controle e baixo impacto ambiental (ROSA
etal., 2018).

Diversas instituicdes conduziram estudos que comprovaram a resisténcia de
plantas geneticamente modificadas contendo fragmentos gendmicos de fitopatdgenos aos
seus respectivos alvos (REGO-MACHADO et al., 2020). As plantas modificadas
geneticamente com fragmentos gendmicos de fitopatdgenos demonstraram uma
significativa resisténcia a infeccdo pelos virus homologos, como comprovado em estudos
realizados por Lindbo e Dougherty (1992) e Lindbo et al. (1993). O principal objetivo
desses trabalhos cientificos era proteger as plantas contra viroses, por meio da insercao de

uma copia da regido codificante da capa proteica (CP) viral no material genético vegetal.



O desenvolvimento de plantas geneticamente modificadas, que expressam dsRNA
especificos de patdgenos, foi o método utilizado para a producdo de moléculas de RNA
em plantas, um mecanismo biotecnologico de silenciamento génico induzido pelo
hospedeiro (HIGS) (KOCH; KOGEL, 2014). Nos ultimos anos, houve um avango no
estudo sobre esse mecanismo, e diversos trabalhos descritos na revisdo de (GHAG, 2017),
confirmaram a eficiéncia do silenciamento génico para a protecdo de plantas contra
patogenos, por meio da producéo de plantas transgénicas.

A utilizacdo de produtos baseados em RNA de fita dupla surge como uma possivel
alternativa ao manejo de fitopatdgenos, com resultados mais eficazes e especificos quando
comparados aos métodos tradicionais (JOGA et al., 2016; ZOTT]I, 2018). Nesse sentido,
tem sido desenvolvida uma nova metodologia para a entrega de duplexes de RNA em
plantas, seja de forma pura ou em associagdo com um agente estabilizante, com o objetivo
de viabilizar a introducdo exdgena dessas moléculas no organismo vegetal.

O emprego dessa metodologia apresenta uma série de vantagens significativas, tais
como 0 aumento na taxa de crescimento, a capacidade de customizacao da sua estrutura,
a otimizacdo do processo de producdo, bem como a facilidade de aplicacdo e a maior
aceitacdo por parte dos consumidores, jA& que ndo envolve modificagdes genéticas
artificiais. Entretanto, € importante ressaltar que essas moléculas possuem uma elevada
instabilidade no ambiente (FLETCHER, 2020).

O solo é frequentemente apontado como o principal receptor de proteinas e acidos
nucleicos produzidos pelas plantas, bem como aqueles aplicados externamente a sua
superficie (FISCHER et al., 2016). Entretanto, Dubelman e colaboradores (2014)
demonstraram que o dsRNA apresenta rapida degradacdo em diversos solos agricolas, com
meia-vida de 15 a 23 horas e se tornando indetectavel apos 48 horas. A degradacdo do
dsRNA ¢é independente da quantidade aplicada aosolo, resultados esses que corroboram
com diversos estudos que indicam a improbabilidade daconservagédo de acidos nucleicos
em solos naturais (GREAVES; WILSON, 1970, GULDEN et al., 2005; KEOWN et al.,
2004; LEVY-BOOTH et al., 2008).

A degradacdo de DNA e RNA no ambiente do solo ocorre, em grande parte, devido
aacdo de DNases e RNases (BLUM et al., 1997). As bactérias utilizam fragmentos de
DNA, nucleotideos e nucleosideos para o seu crescimento (FINKEL et al., 2001), além de
liberarem nucleases no ambiente circundante, com a finalidade de eliminar recursos
(BENEDIK; STRYCH, 1998). A meia-vida das sequéncias de DNA é reduzida com o

aumento da temperatura, relacionada aos processos enzimaticos responsaveis pela



degradacdo do DNA livre (GULDEN et al.,2005).

Para contornar o problema da rapida degradacdo de RNA em solos, tem sido
desenvolvida uma abordagem que utiliza compostos ou materiais aditivos para aumentar
a estabilidade das moléculas de RNA. Uma estratégia promissora é a utilizacdo de RNAs
conjugados a nanoparticulas, as quais sdo capazes de atravessar a parede celular vegetal
sem anecessidade de forcas externas e possuem propriedades fisico-quimicas ajustaveis,
possibilitando sua aplicabilidade em diversas plantas hospedeiras (CUNNINGHAM et al.,
2018).

Em um estudo sobre a praga Euschistus heros, que afeta as plantacdes de soja, foi
observado que a utilizacdo de complexos de lipossomos resultou em um aumento na
mortalidade das ninfas que se alimentaram das formulacbes, em comparacdo com a
utilizacdo de dsRNA puro (CASTELLANOS, 2019). O uso de RNA combinado com
compostos ou materiais estabilizadores, como nanoparticulas e lipossomos, pode ser
ampliado para o controlede fitopatdgenos. Essa biotecnologia é importante para garantir a
integridade das moléculas, aumentar a longevidade da resisténcia induzida, permitir a
penetracdo nos tecidos vegetais e, principalmente, viabilizar a estratégia de uso topico em
campo.

Ao direcionar especificamente os fitopatogenos e fornecer uma liberacao
controlada do dsRNA, as nanoparticulas ajudam a minimizar a exposi¢cdo de organismos
ndo alvo e reduzem a necessidade de aplicacbes repetidas. Além disso, a utilizacdo de
dsRNA com nanoparticulas oferece a possibilidade de diminuir a quantidade de produtos
quimicos aplicados no solo, resultando em uma melhoria na qualidade do solo, reduzindo
a contaminacdo e promovendo um ambiente mais saudavel para a fauna e a flora
(GEBREMICHAEL et al.,, 2021). Portanto, o uso de dsRNA encapsulado em
nanoparticulas no solo representa uma estratégia promissora e ecologicamente amigavel
para 0 manejo de fitopatdgenos, contribuindo para a preservacao e sustentabilidade do
meio ambiente.

A utilizacdo de dsRNA encapsulado em lipossomos tem sido objeto de
investigacdo.  Lipossomos sdo vesiculas esféricas nanométricas constituidas
principalmente por fosfolipidios,que possuem uma fase aquosa totalmente cercada por
uma ou mais bicamadas lipidicas. Essas vesiculas sdo capazes de encapsular acidos
nucleicos ou principios ativos e libera-los nos sitios de acdo sem causar danos
(EDWARDS; BAEUMNER 2006). Os lipossomos séo altamente versateis para fins de

pesquisa, pois sdo biodegradaveis e biocompativeis. A encapsulacdo de dsRNA em



lipossomos resulta em uma maior estabilidade das moléculas (LIN et al., 2017).

Em um estudo sobre a praga Euschistus heros, que afeta as plantacdes de soja, foi
observado que a utilizacdo de complexos de lipossomos resultou em um aumento na
mortalidade das ninfas que se alimentaram das formulacbes, em comparacdo com a
utilizacdo de dsRNA puro (CASTELLANOS et al., 2019). O uso de RNA combinado com
compostos ou materiais estabilizadores, como nanoparticulas e lipossomos, pode ser
ampliado para o controlede fitopatdgenos. Essa biotecnologia é importante para garantir a
integridade das moléculas, aumentar a longevidade da resisténcia induzida, permitir a
penetracdo nos tecidos vegetais e, principalmente, viabilizar a estratégia de uso tdpico em
campo.

A relacdo entre 0 uso de RNA combinado com compostos estabilizadores, como
nanoparticulas e lipossomos, e a tecnologia de PCR quantitativa baseada em fluorescéncia
em tempo real (QPCR) reside no contexto da biotecnologia agricola e no controle de
fitopatogenos. A tecnologia de PCR quantitativa baseada em fluorescéncia em tempo real
(gPCR) é uma técnica inovadora usada para analise de expressdo génica, oferecendo uma
variedade de protocolos, produtos quimicos e instrumentos (BUSTIN, 2005; YAN, 2012).
Este método rapido e vantajoso de PCR combina a RT-PCR tradicional com o fenémeno
de transferéncia deenergia de ressonancia de fluorescéncia (FRET), que utiliza marcadores
fluorogénicos covalentemente ligados aos primers, permitindo que o usuario acompanhe a
reacdo de PCR emtempo real através de alterac@es na intensidade de fluorescéncia durante
a reacdo (WAGNER, 2013).

A gPCR é uma técnica benéfica devido a sua capacidade de detectar e medir
quantidades minimas de acidos nucleicos em uma ampla variedade de amostras de
diferentes fontes (KUBISTA, 2006). A combinacdo de simplicidade pratica, velocidade,
sensibilidade e especificidade tornou essa técnica altamente favoravel para a quantificacéo
de &cidos nucléicos (BUSTIN, 2009). Muitas aplicagbes de diagndstico foram
desenvolvidas, incluindo a determinacdo e dosagem génica, identificacdo de individuos
geneticamente modificados e uso em investigacdes forenses (SUAREZ, 2010). Além
disso, a revisdo de Mark (2021) destaca a importancia da utilizacdo da gPCR na
microbiologia ambiental.

A gPCR apresenta alta precisdo e confiabilidade na quantificacdo de acidos
nucleicos em amostras com baixa concentracdo de DNA, como amostras clinicas ou
ambientais, e permite a quantificacao relativa da expressdo génica em diferentes amostras,

utilizando genes de referéncia para normalizac¢do dos dados (BUSTIN, 2005). Em resumo,
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a gPCR supera a técnica convencional de PCR em termos de sensibilidade, preciséo,
confiabilidade e facilidade de interpretacdo dos resultados.

Embasado no exposto acima, este trabalho teve como objetivo, avaliar a viabilidade
de dsRNAs nanoencapsulados e aplicados ao solo, por meio da analise de sua degradacgéo
ao longo do tempo, utilizando técnicas de qPCR para detectar e quantificar a presenca
dessas moléculas em intervalos de tempo, variando de 24 a 1440 horas ap06s a aplicacéo.

2 MATERIAL E METODOS

Local de coleta do solo e Selecdo do dsRNA

O trabalho foi realizado no Laboratério de Virologia da Embrapa Mandioca e
Fruticultura (CNPMF). O dsRNA utilizado para execucao deste experimento € homdlogo
ao gene da proteina fluorescente verde (Green fluorescent protein, GFP — dsRNA-GFP),
utilizado como um gene referéncia ou controle. A amostra de solo foi coletada na area
onde esta estabelecido o Banco Ativo de Germoplasma de Citros da Embrapa Mandioca e
Fruticultura (CNPMF) em Cruz das Almas — BA. O solo € do tipo Latossolo amarelo

distrofico A moderado, com textura franco argilo-arenosa.

Profundidade
(cm)

Atributos fisicos Atributos quimicos

Areia (%) Silte (%) Argila (%) pH(H,0) CTC MO
0-20 —_— gkg'————— cmol_dm® g kg
715 103 182 7.0 6,10 30,0

Figura 1l Principais caracteristicas fisicas e quimicas do solo Latossolo amarelo distrofico,
(Souza; Souza, 2001).



Coleta de solo e aplicagéo do dsRNA

Para coletar a amostra de solo, um tubo galvanizado de 5/8" foi inserido no solo
até uma profundidade de 10 cm. A amostra foi coletada em um Becker de 200 mL e,
posteriormente, homogeneizada para obtencdo de trés subamostras de 50 g de solo e
montagemdo experimento. Para cada Becker, foram adicionados, 3 mL de uma solugéo
aquosa contendo um total de 7,5 ug de dsRNA-GFP puro bem como de dsRNA
complexado em HDLe quitosana. Apds adicao, 1g de solo com dsRNA foi transferido para
tubos Falcon de 15 mL. Todos os tubos foram vedados com papel aluminio, simulando a
baixa luminosidade da rizosfera e mantidos a temperatura ambiente por periodos de
incubacdo pré-estabelecidos de 24a 1440 horas. Para o controle negativo, foi utilizado uma
amostra de solo ndo tratada com a solucdo de dsRNA. Todo o experimento foi conduzido

em duplicata.

Extracdo das amostras

Apos o periodo determinado para o teste, o solo foi diluido em 10 mL de tamp&o
PBSTpH7 (1 mM de KH2POa, 10 mM de Na.HPOs, 137 mM de NaCl, 2,7 mM de KClpH
7,0), (DUBELMAN et al., 2014). As amostras foram centrifugadas a 150x g por 10
minutos, e filtradas em microtubos Eppendorf de 2 mL, com auxilio de seringas de 5 mL
e filtros de 0,22 um.

Para extracdo, 100 pL do filtrado foram transferidos para um microtubo de 2 mL,
adicionado 1 mL de Trizol® e 200 pL de cloroférmio. Em seguida, as amostras foram
agitadasvigorosamente e incubadas por 5 minutos a temperatura ambiente, centrifugadas
a12.000x g por 15 minutos, a 4 °C.

O sobrenadante foi transferido para um novo microtubo de 1,5 mL, e 0 dSRNA
precipitado pela adicdo de 1 mL de isopropanol e centrifugado a 12.000x g por 10 min.
Descartado o sobrenadante, foi adicionado 1 mL de etanol 75%, centrifugado a 7500xg
por 5 min, descartado o sobrenadante e seco por 10 minutos. O pellet foi ressuspendido
em 40 pLde agua nuclease free e armazenado a -80°C (ZHANG et al., 2020).

As amostras foram tratadas com DNase de acordo com o protocolo do kit

TURBO™ DNase Invitrogen. Inicialmente, 17 pL do RNA obtido das extragdes foram
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adicionados juntamente com 2 pL de tampéo buffer 10x e 1 pL de DNase, e incubadas a
37 °C por 30 minutos. Em seguida, adicionado 2 pL de tampdo inativador, centrifugado a

2000xg por 5 minutos e armazenado a -80 °C.

Reacdo de Transcricdo Reversa seguida da Reacdo em Cadeia da
Polimerase(RT-PCR) e Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real
(qPCR)

As amostras foram quantificadas em espectrofotdmetro Nanovue apds tratamento
e a concentracdo ajustada para 50ng/uL. Com as concentracdes das amostras igualadas,
foi iniciado o processo de RT-PCR, no qual a transcriptase reversa converte 0 RNA em
DNA (ZHANG et al., 2020). O RNA foi submetido a sintese do cDNA utilizando o kit
“High-Capacity cDNA Reverse Transcription” (ThermoFisher).

Em um microtubo de 200 pL, foram adicionados 10 pL. de RNA total e incubado a
70 °C por 2 minutos. Em seguida, o tubo foi transferido para um recipiente com gelo e
adicionados 2,0 puL de tampdo 10x RT, 0,8 uL ANTP (100 mM), 2,0 uL de iniciadores
randomicos, 1,0 uLL da enzima Transcriptase Reversa MultiScribe™ (50 U/uL) e 4,2 puL
de agua livre de nucleases. As amostras foram homogeneizadas, incubadas a 25 °C por 10
minutos, 37 °C por 120 minutos, 85 °C por 5 minutos, e mantidas em 4 °C até retirada do
termociclador. O controle positivo foi obtido por meio da reacédo de transcricdo reversa de
1,0 uL da solugdo de dsRNA (500 ng/uL) utilizada no tratamento das amostras de solo.

Para a realizagdao da reagdo de qPCR, foi utilizado o kit SYBR™ Select Master
Mix (ThermoFisher), em que 1 uL de cDNA foi adicionado em um volume final de 15 pL,
contendo10 mM de cada primer (GFP R4/F4), 7,5 uL do master Mix 2x e 4,5 puL de agua
livre de nucleases. As amostras foram submetidas a 40 ciclos de amplificagéo, consistindo
em uma desnaturacdo a 95 °C por 15 segundos, seguida de um ciclo de extenséo a 60 °C
por 1 minuto. A analise da curva de dissociacdo foi realizada entre 72 e 95°C. O

equipamento utilizado foi 07500 Fast Real-Time PCR System.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO



O desenvolvimento e disponibilizacdo de produtos & base de dsRNA para uso
agricola levantam preocupacgdes sobre o acimulo dessas moléculas no ambiente e os
possiveis danos ambientais. Os solos desempenham um papel importante no acimulo de
produtos aplicados em ambientes agricolas, seja através da lavagem dos produtos nas
partes aéreas das plantas ou da adicdo direta no solo. O desenvolvimento de uma
metodologia para detectar e monitorar o acimulo e a degradacdo de dsRNA no solo é
crucial para avaliar os riscos e impactos ambientais desses produtos agricolas.

A escolha na utilizacdo tanto da quitosana quanto da HDL como componentes das
nanoparticulas para a protecao do dsRNA no estudo baseia-se em suas propriedades unicas
e complementares. A quitosana € um polimero natural derivado da quitina, encontrado em
crustaceos, como camar@es e caranguejos (COSTA e SILVA et al., 2006). Ela possui
propriedades biocompativeis, biodegradaveis e ndo toxicas, 0 que a torna uma opc¢ao
atrativa para a encapsulacéo de moléculas bioativas, como 0 dsSRNA (GURUSAMY et al.,
2020). Alem disso, a quitosana apresenta carga positiva, o que favorece a sua interacdo
com o0 dsRNA, que € negativamente carregado, promovendo a formacdo de complexos
estaveis (KOLGE et al., 2023).

A utilizacdo da HDL como componente das nanoparticulas confere estabilidade e
protecdo ao dsRNA, protegendo-o contra a degradacdo enzimatica e aumentando sua vida
atil no ambiente. Além disso, a presenca da HDL na superficie das nanoparticulas pode
facilitar a internalizacdo dessas particulas pelas células vegetais, permitindo uma maior
eficiéncia na entrega do dsRNA (KUAI et al., 2016). A utilizacdo das nanoparticulas de
quitosana e HDL proporciona protecdo eficiente ao dsRNA, preservando sua integridade
durante a anélise por qPCR.

A gPCR é uma ferramenta fundamental para a quantificacdo de acidos nucleicos
em estudos de biologia molecular, caracterizada por ser altamente sensivel e precisa
(BUSTIN, 2005). Neste trabalho, a qPCR foi essencial para monitorar a presencga do
dsRNA no solo ao longo do tempo, e avaliar a eficacia dos diferentes tratamentos. Através
da andlise dos valores de Ct (Cycling Threshold), estabelecidos em 0.6 (limite comumente
usado para definir o ponto de deteccéo), foi possiveldeterminar qual formulagéo resultou
em maior acumulo de dsRNA no solo, contribuindo para a compreensdao do
comportamento dessas nanoparticulas.

Os resultados obtidos foram representados em trés graficos distintos, devido ao

namero de amostras utilizadas na gPCR. Cada amostra foi analisada em duplicata para
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garantira precisdo dos resultados. Na Figura 2 (A, B e C) é possivel observar a
amplificagdo das amostras de 24 a 192 horas, 216 a 360 horas, 552 a 1440 horas,

respetivamente.

Amplification Plot

__w— POSITIVO

ARn

Cycle

Cycle

Cyecle

FIGURA 2 Curva de amplificagdo da reacdo em cadeia da polimerase em tempo real
(gPCR) das amostras de 0 a 192 horas (A), 216 a 360 horas (B) e 552 a 1440 horas (C). Ciclo
valores limiar (Ct) 0.6 em funcéo de log (10) do nimero de copias (ARN). Positivo (RNA puro).

O gréfico gerado permite visualizar a relacdo entre a quantidade de produtos
amplificados e o numero de ciclos de amplificacdo. Na fase inicial da amplificacdo, a curva
das amostras do tratamento é quase plana, devido a baixa quantidade de produtos
amplificados.A curva do controle positivo é rapidamente amplificada devido a quantidade
de material contidona amostra. Conforme a amplificacdo avanca, a quantidade de produtos
cresce exponencialmente e a curva apresenta um aumento abrupto, atingindo um patamar
no final da amplificacao.

Essa curva € utilizada para determinar o Ct, que representa o0 numero de ciclos de
amplificacdo necessarios para atingir um limiar de deteccdo pré-determinado, com base
em critérios especificos, os quais podem variar dependendo do protocolo e dos
instrumentos utilizados. Quanto menor o valor de Ct, maior € a quantidade de transcritos
do gene-alvo na amostra (TANG; STRATTON, 2006).

A partir do gréafico, é possivel realizar uma analise da expressdo das amostras por

meio da fluorescéncia. Os dados também podem ser analisados de forma independente
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como mostra a Figura 3. Além disso, esses dados podem ser expostos em numeros,

facilitando a compreenséo dos resultados.

Amplification Plot
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FIGURA 3 - Curva de amplificagdo da amostra de 264 horas (azul), controle positivo
(rosa) e branco(vermelho) em relagdo a linha Threshold (Ct).

Na Figura 4 € possivel observar os resultados expressos no grafico. As amostras de

dsRNA puro, amostras complexadas em HDL e amostras em Quitosana respetivamente.
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FIGURA 4 Comparacdo do Ct (numero de ciclos) de dsSRNA em amostras de dsRNA puro,



encapsuladoem HDL, e quitosana até 1440h.

Os dados do experimento foram obtidos a partir do grafico gerado pelo programa
7500Fast Real-Time PCR System (Figura 3). O parametro utilizado foi o valor do Ct médio
das duplicatas. O limite de detec¢éo foi determinado abaixo de 37, pois valores de Ct acima
de 37 podem indicar uma quantidade muito baixa do alvo presente na amostra ou uma
amplificacdo ndo especifica, 0 que pode levar a resultados menos confiaveis,
recomendacdo padrdo em mmuitos protocolos e manuais de fabricantes de kits de gPCR
(BUSTIN, 2005). O periodo maximo de permanénciado dsRNA no solo foi definido como
aquele que o dsRNA fosse detectado nos dois tubos do tratamento.

As amostras do dsSRNA puro, apresentaram um limite de deteccdo no periodo de
312 horas, com um Ct de médio de 35,57. O tratamento com HDL apresentou limite de
deteccdo nointervalo de 336 horas, com Ct médio de 34,62. O tratamento com quitosana
apresentou limite cedeteccdo no intervalo de 312 horas, com Ct médio de 36,14.

E importante mencionar que, a cada ciclo de gPCR, ocorre a amplificacio
exponencialdo material genético presente na amostra, resultando no dobro da quantidade
de material genético a cada ciclo. Portanto, quanto menor o Ct (Cycling Threshold), maior
a quantidade de material genético presente na amostra. Dessa forma, o fato do tratamento
com HDL apresentarum Ct médio menor do que os outros tratamentos, indica uma maior
concentracdo de material genético na amostra tratada com HDL em comparagdo com 0S
outros tratamentos.

Essa diferenca na expressao entre os tratamentos é de relevancia significativa, pois
sugere gque o tratamento com HDL pode ter um efeito de amplificacdo ou aumento da
quantidade de material genético presente nas amostras. 1sso pode ser importante em termos
de aplicacdo pratica, pois uma maior concentracao de material genético pode influenciar a
eficAcia de determinados processos ou experimentos relacionados ao estudo ou
manipulacdo dessas moléculas.

A degradagdo rapida do dsRNA no solo pode ser um desafio, pois limita sua
eficacia como agente de controle bioldgico ou como ferramenta de modificacdo genética.
Ao prolongar a persisténcia do dsRNA no solo, o tratamento com HDL pode oferecer
vantagens importantes. Por exemplo, em relagdo ao controle de pragas ou doengas, uma
maior duracdo do dsRNA no solo permite que ele permaneca ativo por um periodo mais

longo, aumentando assim a eficAcia do tratamento ao longo do tempo. Isso é
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particularmente benéfico em sistemas agricolas nos quais a protecdo continua contra
pragas ou patdgenos é necessaria.

Além disso, no caso de utilizacdo do dsRNA para fins de modificacdo genética,
uma maior persisténcia no solo pode favorecer a efetiva incorporacdo do material genético
nas plantas-alvo. 1sso pode resultar em uma expressao prolongada do trago desejado, o
que, por sua vez, potencializa o impacto da caracteristica que esta sendo modificada.

A capacidade do tratamento com dsRNA em combina¢do com HDL de prolongar
a sua persisténcia no solo pode ter implicacdes econdmicas significativas. Uma maior
duracdo do tratamento reduz a necessidade de reaplicacOes frequentes do dsRNA,
resultando em potenciais economias de custo associadas a compra e aplicacdo repetida do
produto. 1sso pode tornar o tratamento com dsRNA mais vantajoso em termos de custo-
beneficio, tornando-o uma opcdo mais acessivel e viavel para aplicacbes agricolas em
longo prazo.

No entanto, é fundamental considerar também os potenciais efeitos colaterais e
impactos ambientais decorrentes do prolongamento da presenca do dsSRNA no solo atraves
de um tratamento de maior durac&o. E necessério conduzir estudos adicionais para avaliar
a seguranca desse tratamento e investigar possiveis efeitos ndo intencionais que possam
surgir devido a presenca prolongada do dsRNA no ambiente. Essas analises sdo cruciais
para garantir que o tratamento seja ambientalmente seguro e ndo cause efeitos adversos
indesejados em organismos nao alvo e nos ecossistemas em geral.

Resultados com 0 ciclos na gPCR podem indicar auséncia ou baixa concentracédo
do alvo de interesse na amostra. Essa falta de amplificacdo pode ser devido a baixa
quantidade do alvo, problemas na extracdo do material genético, falhas nos primers ou
sondas utilizadas, ou presenca de inibidores na reacdo. (CAMARGO; SILVA, 2007).

Para avaliar se houve contaminacdo, foi necessario analisar a curva de dissociacao,
Figura 4, técnica complementar a g°PCR. A curva de dissociacdo é avaliada analisando o
gréfico gerado durante o aquecimento gradual do produto de amplificacdo. A separagédo
das duas fitas de DNA nesse processo permite a detec¢do de produtos inespecificos ou
contaminagdes. A presenca de picos adicionais ou andmalos na curva indica possiveis

contaminacgdes ou produtos ndo especificos (Santos; Santos, 2014).
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FIGURA 5 - Curva de dissociagdo padrdo obtida por gPCR, com relagdo linear entre a

fluorescéncia e a temperatura de fusdo das duplas fitas.

A partir da andlise dos valores de Ct médio, citados anteriormente, foi possivel
inferir que a quantidade de dsSRNA no solo foi maior e mais duradoura no tratamento com
HDL (336h). A complexagdo do dsSRNA em HDL permitiu uma maior permanéncia no
solo, enquanto o encapsulamento em quitosana nao alterou o tempo de permanéncia do
dsRNA no solo.

A utilizagdo do dsRNA complexado com HDL demonstrou ser altamente vantajosa
devido a diversos fatores. Primeiramente, o trabalho evidenciou uma maior viabilidade
além demaior acumulo do dsRNA no solo quando encapsulado em HDL, em comparacgéo
com outras formulages. Isso refletiu nos resultados de qPCR, onde foi observado que os
valores de Ct estavam significativamente mais baixos em determinados periodos,
indicando uma maior quantidade de dsRNA presente no solo.

Em um estudo de Dubelman et al. (2014), foi observada uma permanéncia maxima
de 36 horas para 0 dsRNA puro no solo apés a aplicagdo, enquanto Zhang et al. (2020)
detectaram moléculas de dsSRNA puro até 72 horas ap0s a aplicacdo no solo. No entanto,
os resultados obtidos neste estudo sugerem uma diferenca significativa, indicando que o
dsRNA pode permanecer no solo por um periodo ainda mais longo, chegando a até 312
horas (aproximadamente 13 dias).

Essa diferenga substancial na persisténcia do dsRNA no solo é de extrema
relevancia e valoriza os resultados deste estudo. Ao superar em mais de dez vezes a

duragdo observada nos estudos anteriores, os dados obtidos fornecem evidéncias



promissoras para o uso pratico e efetivo do dsRNA no controle de pragas, doencas ou na
modificacdo genética de plantas. A capacidade de prolongar a presenca do dsRNA no solo
por um periodo tdo prolongado pode ter implicacdes significativas, permitindo uma acao
mais duradoura e eficiente do dsRNA.

Essa descoberta é especialmente relevante no contexto agricola, onde a necessidade
de tratamentos menos frequentes pode resultar em economia de recursos, tempo e custos
associados a aplicacdo repetida de dsRNA. Além disso, um tempo de permanéncia
prolongado no solo oferece uma maior janela de acdo para que o dsRNA exerca seus
efeitos desejados, aumentando assim a probabilidade de sucesso no controle de pragas ou
doencas, ou na expressao prolongada de caracteristicas modificadas geneticamente. Os
resultados promissores deste estudo proporcionam uma base sélida para a continuacao da
pesquisa e o desenvolvimento de aplicacBes agricolas mais eficazes e sustentaveis
envolvendo o dsRNA.

O método de deteccdo utilizado no atual trabalho, foi 0 mesmo apresentado por
Zhang et al (2020) (RT-qPCR), diferentemente do método QuantiGene 2.0 (QGP)
empregado no estudo de Dubelman e colaboradores (2014). Wang et al. (2016) realizaram
uma comparacdo entre os métodos QuantiGene 2.0 (QGP) e RT-gPCR em plantas
geneticamente modificadas por RNAI, e os resultados indicaram que ambos 0s métodos
sdo adequados para quantificar moléculas de dsRNA nesse tipo de planta. Portanto, a
diferenga no tempo de permanéncia do dsRNA no solo encontrado em ambos os estudos,
em comparacdo ao atual trabalho, pode estar relacionada ao desenho experimental adotado
em cada um dos estudos.

Nos estudos mencionados, as amostras de solo coletadas foram submetidas a
processamentos adicionais, incluindo separagéo de detritos, secagem e armazenamento em
temperatura ambiente ou refrigerada antes da analise. No entanto, no presente estudo, o
solo coletado foi utilizado imediatamente e ndo passou por processamentos adicionais
além da pesagem e aplicacdo do dsRNA.

Os métodos de preparo e incubacdo da solucéo de dsRNA utilizados nos diferentes
estudos séo distintos. Enquanto Dubelman et al. (2014) utilizaram uma solugéo contendo
massa vegetal e tampdo PBST, Zhang et al. (2020) utilizou tampédo de acido propano
sulfénico e NaCl e manteve as amostrasem um rotor com temperatura controlada. Neste
estudo, optou-se por diluir a solucdo de dsRNA em agua livre de nucleases para obter a
concentragdo e volume desejados. Diferentemente dos outros estudos que utilizaram

acidos ou tampdes para a ressuspensdo das amostras aplicadas ao solo, a escolha de utilizar
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agua como solvente neste trabalho evitou a introducdo de compostos acidos e
potencialmente toxicos.

Essa abordagem simplificada e livre de aditivos adicionais, como &cidos ou
tampdes, pode ter contribuido para a maior estabilidade e persisténcia observada do
dsRNA no solo. Além disso, a utilizagdo de dgua como solvente é uma pratica mais
econdmica e acessivel, facilitando a reproducéo e a aplicacdo pratica dessa metodologia
em estudos futuros.

Comparando com estudos anteriores, 0 presente trabalho apresenta uma abordagem
diferente quanto ao tipo de solo utilizado e ao tampao empregado na filtragem do solo.
Enquanto Dubelman et al. (2014) e Zhang et al. (2020) utilizaram solos com caracteristicas
diferentes e tampBes com pH mais alcalinos. O presente trabalho testou um solo franco
argilo-arenoso e utilizou um tampéo com pH 7.

As diferengas nos resultados sobre a degradacdo do dsRNA no solo podem ser
explicadas pelas abordagens metodoldgicas adotadas em cada estudo. Cada pesquisa
utilizou técnicas e condi¢des experimentais distintas, incluindo etapas adicionais na coleta
das amostras,diferentes métodos de preparo e incubacdo, uso de diferentes solucbes de
dsRNA, entre outrosparametros. Essas variaveis podem ter influenciado os resultados,
destacando a importancia deconsiderar cuidadosamente os protocolos experimentais ao
avaliar a estabilidade do dsRNA nosolo.

A auséncia de processamentos adicionais pode ter contribuido para a maior
permanéncia do dsRNA no solo observada neste estudo em comparacao com os estudos
mencionados. O uso imediato do solo coletado minimiza a exposi¢cdo do dsRNA a
condicbes ambientais variaveis e a possiveis degradacdes decorrentes dos processamentos,
como separacao de detritos, secagem e armazenamento.

E importante considerar que a realizacdo de processamentos adicionais nos solos
deste estudo, como nos estudos anteriores, poderia ter influenciado a persisténcia do
dsRNA, reduzindo seu tempo de permanéncia. No entanto, é relevante destacar que a
decisdo de néo realizar esses processamentos adicionais foi intencional, com o objetivo de
investigar a estabilidade natural do dsSRNA no solo.

Um estudo realizado por Fischer et al. (2016) apresentou evidéncias de que
dsRNAs (RNA de fita dupla) com diferentes tamanhos, estruturas e sequéncias sdo
degradados rapidamente no solo, seguindo uma cinética semelhante. Essa descoberta é
relevante para o contexto deste trabalho, uma vez que a metodologia proposta utiliza um

método semelhante para extrair e quantificar dSRNA em solos naturais.
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Considerando os resultados obtidos, pode-se argumentar que a abordagem adotada
neste estudo, de utilizar o solo imediatamente sem processamentos adicionais, permitiu
uma maior permanéncia do dsRNA no solo. Essa abordagem pode ser vista como uma
estratégia mais pratica e eficiente, evitando etapas adicionais que podem influenciar
negativamente a persisténcia do dsRNA no solo.

Os resultados obtidos ressaltam a necessidade de escolher com cautela a
metodologia adequada ao investigar a estabilidade e eficacia do dsRNA em aplicacdes
agricolas, representando um avango importante no desenvolvimento de estratégias mais
eficientes e seguras para a aplicacdo do dsRNA na agricultura, com a capacidade de
proteger e estabilizar o dsSRNA no solo por periodos prolongados. E possivel melhorar a
protecdo das plantas contrapragas e doencas, reduzindo a necessidade do uso de pesticidas
quimicos nocivos ao meio ambiente.

O uso de dsRNA complexado com nanoparticulas é uma abordagem altamente
promissora para o controle de pragas e doencas na agricultura. Essa estratégia envolve a
protecdo do dsRNA contra a degradacdo enzimética e a entrega direcionada aos
organismos- alvo, proporcionando que o dSRNA permaneca ativo por mais tempo. e maior
eficacia no silenciamento génico (YANG et al., 2022).

Whitfield et al. (2018) observaram que a formacgdo de uma estrutura polimérica
catidnica-dsRNA utilizando um polimero catidnico resultou em maior resisténcia a
degradacdo do dsRNA em comparacdo com o dsRNA livre. Esse achado destaca a
importancia de estratégias de protecdo para garantir a estabilidade do dsRNA no solo.
Alem disso, Burgevin (2021) investigou a protecdo do dsSRNA no solo por meio do uso de
copolimeros hidrolisaveis DMAEA e DMAEMA. O estudo examinou como a composi¢do
e arquitetura desses copolimeros influenciaram a eficacia da protecdo do dsRNA. Os
resultados revelaram que a adicdo dos copolimeros hidrolisaveis ao dsSRNA promoveu
significativamente a estabilidade do dsRNA no solo, prolongando assim sua vida util.

Ao considerar os resultados desses dois estudos, observamos uma convergéncia de
evidéncias que destacam a relevancia da protecdo do dsRNA no solo. Tanto o uso de
copolimeros hidrolisaveis quanto a encapsulacdo em nanoparticulas compostas por
quitosana e HDL apresentadas no atual trabalho, apresentam estratégias promissoras para
prolongar a estabilidade do dsRNA, contribuindo para sua aplicacdo eficaz como agente
de controle de fitopatdgenos.

Entretanto, é necessaria uma avaliacdo das vantagens e desvantagens do

encapsulamento com HDL, é essencial a consideracdo de alguns aspectos. O uso de
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nanoparticulas compostas por HDL oferece beneficios significativos. No entanto, é
fundamental também examinar os desafios e limitagdes associados ao processo de
encapsulamento, como o custo envolvido na producdo das nanoparticulas e a
disponibilidade dos materiais necessarios. Essas nanoparticulas conferem estabilidade ao
dsRNA, protegendo-o da degradacdo no solo, e facilitam sua penetracdo nos tecidos
vegetais. Além disso, a encapsulacdo em nanoparticulas reduz a exposicdo ambiental,
minimizando possiveis efeitos adversos em organismos ndo alvo (PADRICELLO 2020;
YANG et al., 2022)

DEVOS et al., 2019 descobriu que o RNA de fita dupla (dsSRNA) aplicado em
plantas é rapidamente degradado e ndo se acumula nos tecidos vegetais. Além disso, o
estudo mostrou que o dsSRNA ndo afeta negativamente o crescimento ou desenvolvimento
das plantas testadas. Isso indica que o dSRNA nao representa um risco significativo para
a saude das plantas ou a seguranca alimentar. No entanto, a avaliagdo completa da
seguranca ambiental e alimentar de organismos geneticamente modificados requer uma
analise abrangente de riscos potenciais e beneficios, incluindo possiveis efeitos na saude
humana e animal, bem como seguranca alimentar.

O custo envolvido na producdo das nanoparticulas de HDL pode variar
dependendo dos métodos e tecnologias utilizadas, incluindo a sintese dos materiais, a
purificacdo e o processo de encapsulamento. Além disso, a disponibilidade dos materiais
necessarios para a producao das nanoparticulas também pode afetar o custo e a viabilidade
dessa abordagem. Esses aspectos devem ser cuidadosamente considerados ao avaliar a
implementacdo em larga escala do uso de nanoparticulas de HDL para o encapsulamento
do dsRNA em aplicacBes agricolas. Além disso, € crucial considerar a viabilidade
econbmica dessa abordagem, bem como possiveis impactos ambientais, a fim de avaliar

sua aplicabilidade e adocdo da metodologia.

4 CONCLUSAO

A utilizacdo de dsSRNA com nanoparticulas, aplicados ao solo, pode ser uma ferramenta
valiosa para a protecdo e entrega eficiente de dSRNA em plantas. A complexacdo com HDL néo
apenas aumentou a permanéncia do dsRNA no solo, como possibilitou um maioracimulo, o que

pode ser interessante para o desenvolvimento de produtos contendo dsRNA para aplicagéo
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via solo. Essas descobertas fornecem insights importantes para a melhoria daeficiéncia e
eficacia do uso de dsRNA em aplicacfes agricolas e ambientais.
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