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RESUMO 

O uso intensivo de inseticidas químicos para o controle de insetos-praga no Brasil 

tem sido uma ameaça à produtividade sustentável dos grandes cultivos agrícolas. Com o 

aumento contínuo da pressão de seleção com inseticidas, os insetos rapidamente 

evoluíram a capacidade de sobrevivência nesse sistema. Consequentemente, a evolução 

da resistência de insetos a inseticidas é um dos grandes entraves em programas de manejo 

integrado de pragas. Os inseticidas espinosinas são um dos principais grupos químicos 

utilizados para o controle de diversos insetos-praga, incluindo Spodoptera frugiperda (J. 

E. Smith). Porém, casos de resistência dessa praga já foram relatados para ambas as 

moléculas químicas pertencentes a esse grupo, spinosad e spinetoram. Portanto, a 

elucidação dos mecanismos de resistência se faz necessária para a implementação eficaz 

de estratégias de manejo da resistência de insetos, a fim de se mitigar falhas de controle 

no campo. Dessa forma, a proposta desse projeto visa caracterizar funcionalmente a 

deleção de três nucleotídeos localizada no gene nAChR α6 como mecanismo de 

resistência de S. frugiperda a inseticidas espinosinas por meio da utilização da docagem 

molecular para a simulação da interação dessas moléculas com a proteína-alvo. Ainda, 

pretende-se utilizar técnicas de edição gênica para investigar a contribuição dessa 

modificação para o fenômeno da resistência de S. frugiperda a esses inseticidas. 

Palavras-chave: Lagarta-do-cartucho do milho; spinosad; spinetoram; docagem 

molecular; CRISPR. 
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1. INTRODUÇÃO 

A utilização de inseticidas químicos é uma das táticas mais utilizadas para o 

controle de insetos-praga no Brasil. Porém, a pressão de seleção contínua ocasionada pela 

aplicação intensiva dessas moléculas associada à habilidade de adaptação dos insetos 

resulta em um rápido aumento de casos de resistência a inseticidas (Sparks; Lorsbach, 

2017). Dessa forma, a evolução da resistência de insetos a inseticidas tem sido um dos 

principais entraves na implementação de programas de manejo integrado de pragas 

(MIP) (Sparks; Lorsbach, 2017; Sparks et al., 2019). Uma vez que as pragas agrícolas 

não são controladas de modo eficiente por muitos dos atuais inseticidas presentes no 

mercado, o desenvolvimento de novas moléculas se faz necessário. Contudo, com o 

crescente aumento de custo e tempo para a produção de novos inseticidas, é essencial 

que os fatores que impulsionam a evolução da resistência sejam minimizados (Sparks; 

Nauen, 2015; Sparks et al., 2019). Portanto, é necessária a implementação de estratégias 

eficazes para o manejo da resistência de insetos (MRI), a fim de que a vida útil dos 

atuais e futuros inseticidas seja preservada em prol de uma proteção mais sustentável 

dos cultivos agrícolas. 

A lagarta-do-cartucho do milho, Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797) 

(Lepidoptera: Noctuidae), é uma das principais pragas agrícolas que ameaça a 

produtividade dos cultivos de milho, soja e algodão no Brasil (Montezano et al., 2018). 

Embora essa praga seja nativa das regiões tropicais do continente americano, 

recentemente foi reportada como praga invasiva da África, Ásia e Oceania (Montezano 

et al., 2018; CABI, 2023). O sucesso de colonização dessa praga se deve graças às suas 

características bioecológicas, como sua natureza polífaga, alta capacidade de reprodução 

e dispersão e elevado número de gerações durante o ano (Montezano et al., 2018). O 

controle de S. frugiperda se baseia, principalmente, na utilização de inseticidas 
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químicos e plantas que expressam genes que codificam proteínas de Bacillus 

thuringiensis. Porém, o intensivo uso desses produtos levou à evolução da resistência 

dessa praga a diversos grupos químicos de inseticidas, como piretroides e 

organofosforados (Diez-Rodríguez; Omoto, 2001; Carvalho et al., 2013, Garlet et al., 

2021, Nascimento et al., 2023), benzoilureias (Nascimento et al., 2016; Nascimento et 

al., 2022), diamidas (Bolzan et al., 2019), espinosinas (Okuma et al., 2018; Lira et al., 

2020) e avermectinas (Muraro et al., 2021). 

As espinosinas são um grupo químico de moléculas inseticidas amplamente 

utilizadas em programas de MIP devido a sua alta eficiência no controle de diversos 

insetos-praga e maior seletividade em relação a organismos não-alvo quando comparadas 

aos demais inseticidas existentes (Kirst, 2010; Salgado et al., 2010; Dripps et al., 2011). 

As moléculas químicas pertencentes a esse grupo, spinosad e spinetoram, são derivadas 

de compostos secundários da fermentação da bactéria de solo Saccharopolyspora 

spinosa (Kirst, 2010). Essas moléculas agem como moduladores alostéricos dos 

receptores nicotínicos de acetilcolina (nAChR), uma vez que se ligam alostericamente a 

esses receptores, permitindo a transmissão contínua do impulso nervoso e ocasionando a 

morte do inseto por hiperexcitação nervosa (Crouse et al., 2001; Kirst, 2010). 

Casos de resistência a inseticidas espinosinas já foram relatados para algumas 

espécies de insetos-praga (Sparks et al., 2012), incluindo S. frugiperda (Okuma et al., 

2018; Lira et al., 2020). O padrão de herança da resistência de S. frugiperda a 

inseticidas espinosinas foi caracterizado como autossômico e incompletamente recessivo 

e a resistência cruzada entre as moléculas spinosad e spinetoram já foi relatada (Okuma et 

al., 2018; Lira et al., 2020). Portanto, para auxiliar na tomada de decisão e 

implementação eficaz de programas de MRI e mitigar falhas de controle em programas 

de  MIP, os mecanismos de ressitências de insetos a inseticidas espinosinas devem ser 
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elucidados.  

Os principais mecanismos já conhecidos pelos quais os insetos evoluem 

resistência a inseticidas, a nível molecular, envolvem mutações no sítio alvo, aumento da 

expressão de enzimas de detoxificação e regulação gênica (Bass; Field, 2011; Palli, 

2020; Amezian; Nauen; Le Goff, 2021; Nauen et al., 2022). Os casos de evolução 

de resistência de insetos-praga já relatados para o grupo químico das espinosinas se 

encontram associados a mutações na proteína receptora do inseticida. Essas mutações 

provocam mudanças na conformação pós-traducional da proteína e diminuem sua 

sensibilidade à molécula inseticida (Perry; Mckenzie; Batterham, 2007; Zimmer et al., 

2016). Sendo assim, os níveis de resistência a esse grupo químico estão, geralmente, 

relacionados com modificações localizadas na subunidade α6 do gene nAChR. Essas 

modificações incluem mutações pontuais (Silva et al., 2016; Zimmer et al., 2016), 

transcritos truncados (Baxter et al., 2010; Hsu et al., 2012), exon skipping - quando um 

éxon específico não é incorporado no mRNA maduro durante o splicing alternativo - 

(Berger et al., 2016; Grant et al., 2019) e deleções (Wang et al., 2016; Grant et al., 2019). 

Condizente com o mecanismo de resistência de Tuta absoluta a spinosad (Grant et al., 

2019), para S. frugiperda foi relatado que a presença de uma deleção de três nucleotídeos 

localizada no gene nAChR α6 está associada com a resistência dessa praga às moléculas 

spinosad e spinetoram. Essa deleção ocasionou a perda do aminoácido tirosina na 

posição 232 da proteína receptora dos inseticidas (Kanno et al., 2024). Dessa forma, são 

necessários demais estudos a fim de se investigar uma possível influência dessa deleção 

na dinâmica da interação entre o nAChR e as espinosinas em S. frugiperda. 

A simulação de docagem é uma tecnologia amplamente utilizada para o estudo 

molecular de interações entre moléculas ligantes e proteínas-alvo. A técnica da docagem 

molecular se baseia no famoso modelo de “chave-fechadura”, desenvolvido por Emil 
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Fischer (Fan; Fu; Zhang, 2019; Santos; Ferreira; Caffarena, 2019). Uma das principais 

aplicações da docagem molecular é a predição de moléculas-alvo para determinados 

ligantes (Fan; Fu; Zhang, 2019). Sendo assim, há um crescente aumento da utilização da 

simulação de docagem como uma ferramenta adicional em estudos toxicológicos de 

moléculas químicas, tais como os inseticidas (Gupta; Sharma; Kumar, 2019). Uma vez 

que as mutações no sítio-alvo são um dos mecanismos mais comuns pelos quais os 

insetos evoluem resistência a inseticidas, a simulação de docagem se demonstra como 

uma possível ferramenta para investigar a influência dessas mutações na dinâmica da 

interação entre a proteína-alvo e a molécula inseticida. Estudos de docagem molecular 

na área de resistência de insetos já foram realizados para algumas espécies, como 

resistência a bloqueadores de canais de sódio em Drosophila melanogaster (Samantsidis 

et al., 2019), resistência a organofosforados e carbamatos em Plutella xylostella (Sindhu 

et al., 2018) e resistência a diamidas também em P. xylostella (Lin et al., 2020). Logo, a 

simulação de docagem é uma ferramenta que visa complementar os estudos moleculares 

dos mecanismos de resistência para que a associação existente entre mutações no sítio-

alvo e o fenômeno da resistência seja elucidada. 

Além da docagem molecular, as tecnologias de edição gênica também podem ser 

utilizadas para a validação funcional dos mecanismos moleculares associados à 

resistência de insetos a inseticidas, bem como visam complementar os estudos de 

genômica e transcritômica. A edição da informação gênica e a regulação de sua expressão 

são fatores essenciais para um melhor entendimento dos genes e suas funções (Mei et al., 

2016; Wang; La Russa; Qi, 2016). Dentre as variadas ferramentas que objetivam a 

manipulação de genoma, a tecnologia CRISPR/Cas9 tem proporcionado maiores 

habilidades de edição gênica para diversos organismos (Mei et al., 2016; Wang; La 

Russa; Qi, 2016). O sistema CRISPR/Cas9 é um componente do sistema imune de 
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bactérias, sendo constituído por dois fatores principais, o RNA-guia e a proteína Cas9. O 

RNA-guia age como mediador ao reconhecer uma sequência de DNA específica e mediar 

a Cas9 até essa, a qual age como efetora ao clivar a dupla fita de DNA após reconhecer 

uma sequência específica denominada de PAM (Redman et al., 2016; Jiang; Doudna, 

2017). A quebra da dupla fita de DNA pela Cas9 estimula dois tipos de processo de 

reparo, sendo (I) reparo por junção de extremidade não-homóloga (NHEJ) e (II) reparo 

dirigido por homologia (HDR). A grande diferença entre esses dois tipos se dá pelo fato 

de que HDR necessita de sequências de DNA de doadores homólogos para a realização do 

reparo, enquanto NHEJ não (Redman et al., 2016; Jiang; Doudna, 2017). Sendo assim, 

esse sistema tem sido amplamente utilizado para a validação funcional de mecanismos 

de resistência de insetos a inseticidas (Zimmer et al., 2016; Samantsidis et al., 2019; 

Douris et al., 2020). 

2. JUSTIFICATIVA 

Recentemente, a tecnologia de CRISPR/Cas9 foi utilizada para inativar o gene 

nAChR α6 em S. frugiperda, conferindo resistência dessa praga a inseticidas espinosinas 

(Shi et al., 2022). Embora tenha apresentado resultados promissores, esse estudo não 

visou validar funcionalmente modificações genéticas presentes no gene nAChR α6 como 

possível mecanismo de resistência de populações naturais de S. frugiperda. Dessa forma, 

o sistema CRISPR/Cas9 se mostra como uma tecnologia de edição gênica promissora 

para a validação funcional da deleção de três nucleotídeos no gene nAChR α6 como 

mecanismo de resistência de S. frugiperda a inseticidas espinosinas. 

Ademais, estudos anteriores na área de resistência de insetos já demonstraram 

resultados significativos ao utilizarem da metodologia de docagem molecular para o estudo da 

interação entre moléculas inseticidas e suas proteínas receptoras contendo mutações no sítio- 

alvo (Sindhu et al., 2018; Samantsidis et al., 2019; Lin et al., 2020). Logo, a validação 
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funcional do mecanismo de resistência de S. frugiperda a inseticidas espinosinas possibilita 

não só o desenvolvimento de marcadores moleculares para uma identificação rápida e eficaz 

de indivíduos resistentes advindos do campo, mas também auxilia no desenvolvimento de 

novas moléculas inseticidas que apresentem melhor conformação de ligação à sua respectiva 

proteína-ligante. 

A hipótese fundamental desse trabalho é que a deleção de três nucleotídeos no 

gene nAChR α6 se caracteriza como o principal mecanismo de resistência de S. frugiperda 

a inseticidas espinosinas devido às alterações geradas por essa deleção na dinâmica da 

interação entre a proteína receptora e as moléculas inseticidas spinosad e spinetoram. 

Esses resultados são importantes para que a contribuição da deleção de três nucleotídeos 

para o fenótipo da resistência seja elucidada, bem como sua influência fisiológica na 

dinâmica da interação entre proteína-alvo e moléculas espinosinas. 

Dessa forma, o objetivo desse estudo é fornecer informações funcionais sobre o 

mecanismo molecular de resistência de S. frugiperda a inseticidas espinosinas. Pretende- 

se caracterizar, de maneira funcional, a mudança fisiológica ocasionada pela deleção de 

três nucleotídeos na interação entre as moléculas espinosinas e a proteína nAChR α6, 

utilizando-se da simulação de docagem molecular. Além disso, pretende-se realizar curvas de 

concentração-resposta para a caracterização funcional da contribuição dessa deleção para o 

fenótipo da resistência. Assim, espera-se que os conhecimentos produzidos por esse trabalho 

possam ser efetivamente usufruídos na implementação de programas de MRI em prol da 

mitigação da evolução da resistência de insetos a táticas de controle. 

3. OBJETIVOS 

Objetivo Geral: Caracterizar, a nível funcional, a deleção de três nucleotídeos localizada 

na subunidade α6 do gene do receptor nicotínico de acetilcolina (nAChR) como mecanismo 

de resistência de S. frugiperda a inseticidas espinosinas. 
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Objetivos específicos: 

I) Realizar uma simulação de docagem molecular para avaliar se há influência da 

deleção de três nucleotídeos na interação entre o nAChR α6 e as moléculas inseticidas 

spinosad e spinetoram; 

II)  Estabelecer uma linhagem mutante que contenha a deleção de três nucleotídeos no 

gene nAChR α6 por meio de técnicas de edição gênica; 

III)  Caracterizar a suscetibilidade da linhagem mutante para a deleção de três 

nucleotídeos no gene nAChR α6 aos inseticidas spinosad e spinetoram por meio de 

curvas de concentração-resposta. 

4. MATERIAL E MÉTODOS 

O trabalho será realizado no Laboratório de Resistência de Artrópodes, localizado 

no Departamento de Entomologia e Acarologia da Escola Superior de Agricultura “Luiz 

de Queiroz” (ESALQ), Universidade de São Paulo, Piracicaba/SP. 

4.1. Criação das linhagens de Spodoptera frugiperda 

Para a realização desse trabalho serão utilizadas duas linhagens de S. frugiperda: 

1 linhagem suscetível de referência (Sf-SS) e 1 linhagem mutante (Sf-Mut). A linhagem 

Sf-SS foi obtida da Embrapa Milho e Sorgo (Sete Lagoas, MG, Brasil) em 1996 e, desde 

então, vem sido mantida no Laboratório de Resistência de Artrópodes sem pressão de 

seleção por inseticidas ou proteínas Bt. A linhagem Sf-Mut será originada a partir da 

linhagem Sf-SS por meio da técnica de CRISPR/Cas9 e apresentará homozigose para a 

deleção de três nucleotídeos no gene nAChR α6. As linhagens serão mantidas em dieta 

artificial (Kasten; Precceti; Parra, 1978) e sobre condições controladas de 

temperatura (25 ± 2 °C), 70% de umidade relativa e fotoperíodo de 14:10 (D:N) h. 

4.2. Docagem molecular 

Uma simulação de docagem molecular será realizada para a avaliação de uma 
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possível influência da deleção de três nucleotídeos na dinâmica da interação entre a 

proteína receptora e os inseticidas espinosinas. A simulação de docagem molecular 

entre proteína e ligante será realizada nos softwares AutoDock Vina ou GROMACS. As 

proteínas nAChR α6, contendo ausência ou presença da deleção de três nucleotídeos, 

serão utilizadas como moléculas receptoras para a simulação de docagem. As estruturas 

3D dessas proteínas serão construídas, a partir de suas sequências nucleotídicas (Kanno 

et al., 2024.), no software I-TASSER. As espinosinas A, D, J e L, fatores constituintes 

dos inseticidas spinosad e spinetoram, serão utilizadas como moléculas ligantes para a 

simulação de docagem. As estruturas 3D dessas moléculas serão adquiridas da 

plataforma ChemSpider (https://www.chemspider.com/). A qualidade dessas estruturas 

teóricas 3D será avaliada por meio do software SAVES v6.0 (Zheng et al., 2023). O 

software PyMol (Zheng et al., 2023) será utilizado para a visualização das imagens 

geradas durante todo o processo de simulação de docagem molecular. 

4.3. Estabelecimento da linhagem mutante 

4.3.1. Preparação dos sgRNAs e oligonucleotídeo modelo 

Serão sintetizados dois sgRNAs que flanqueiem o local da deleção de três 

nucleotídeos no gene nAChR α6. As sequências alvos dos sgRNAs serão desenhadas 

através de inspeção visual da sequência referência do gene nAChR α6 de S. frugiperda, 

disponível na plataforma NCBI (BioProject: PRJNA590312). As sequências alvos 

deverão abranger um sítio PAM e serão alinhadas contra a sequência referência para 

verificação de possíveis locais não-alvo em outras regiões do genoma. Serão desenhados 

4 iniciadores específicos (5’ TAATACGACTCACTATAG + sequência alvo 3’ e 3’ 

TTCTAGCTCTAAAAC + complemento reverso da sequência alvo 5’), sem a presença 

do sítio PAM, para a síntese dos dois modelos de DNA sgRNAs por meio de técnicas de 

PCR (GeneArt™ Precision gRNA Synthesis Kit, Thermo Fisher Scientific, EUA). Cada 

http://www.chemspider.com/)
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reação de PCR será composta por 2,5 μL de Pfusion High-Fidelity PCR Master Mix 

(2×), 1 μL de Tracr Fragment + T7 Primer Mix, 1 μL de 0,3 μmol L −1Target F/R 

oligonucleotide mix, com um volume final de 25 μL. As condições de ciclagem de 

temperatura serão: 1 ciclo de 98°C por 10 s, 32 ciclos de 98°C 5 s, 55°C 15 s e 72° C 15 

s, e uma etapa final de 72° C por 1 min. Transcrições in vitro serão realizadas para a 

síntese dos sgRNAs. Cada reação da transcrição in vitro será composta por 8 μL de 

mistura de desoxinucleotídeos (dNTP), 6 μL de molde de DNA gRNA, 4 μL 5× Transcript 

Aid™ Reaction Buffer e 2 μL de Transcript Aid™ Enzyme Mix, com um volume final 

de 20 μL. Por fim, os sgRNAs serão purificados. Cada reação de purificação será 

composta por 100 μL de Binding Buffer, 300 de Etanol 96% μL, 700 μL de Wash Buffer 

1 e 700 μL de Washer Buffer 2, com um volume final de 200 μL. 

Um oligonucleotídeo de fita simples servirá como modelo para o reparo dirigido 

por homologia (HDR) da fita de DNA após a clivagem pela enzima Cas9 (TrueCut™ 

Cas9 Protein v2, Thermo Fisher Scientific, EUA). O oligonucleotídeo modelo 

apresentará a deleção de três nucleotídeos no gene nAChR α6, bem como braços 

homólogos de 40 pb para sua inserção correta na região clivada. Além disso, o 

oligonucleotídeo também apresentará um polimorfismo de nucleotídeo único para evitar 

a clivagem pela Cas9 do novo fragmento inserido. 

4.3.2. Coleta e microinjeção dos ovos 

Indivíduos adultos da linhagem Sf-SS serão mantidos em gaiolas de PVC (23 cm 

altura × 10 cm diâmetro), internamente revestidas com papel, para coleta de ovos. Os 

adultos serão alimentados com uma solução de mel e água em uma concentração de 10%. 

Os ovos serão coletados até 30 minutos após a oviposição e tratados com uma solução de 

hipoclorito de sódio a 1% (v/v). Será injetado no polo posterior de cada ovo, dentro de 

até 2 horas após a oviposição, cerca de 1 nL de uma solução buffer contendo 100 ng μL−1 



12 
 

de proteína Cas9 (TrueCut™ Cas9 Protein v2, Thermo Fisher Scientific, EUA), 250 ng 

μL−1 de cada sgRNA e 100 ng μl −1 do oligonucleotídeo modelo para reparo por HDR. O 

sistema de microinjeção Flaming/Brown Micropippette Puller Model P-1000 será 

utilizado para a injeção dos ovos. Os ovos injetados serão mantidos sobre condições 

controladas de temperatura (25 ± 2 °C), 70% de umidade relativa e fotoperíodo de 14:10 

(D:N) h até a eclosão. 

4.3.3 Identificação da mutação na linhagem Sf-Mut 

Para identificar a presença da deleção de três nucleotídeos no genoma da linhagem 

Sf-Mut, será feita uma extração de DNA dos adultos geneticamente modificados 

utilizando-se um protocolo modificado de CTAB (Doyle e Doyle, 1987). A qualidade da 

extração de DNA será avaliada por meio de uma reação de eletroforese em gel de 

agarose concentrado a 1.5%. Será realizada uma técnica de PCR para a amplificação de 

uma região de 129 pb do gene nAChR α6 que flanqueie a deleção. Serão utilizados 

iniciadores específicos para a PCR (Kanno et al., 2024). A reação de PCR será 

composta por 2,5 μL de 10X PCR Buffer Mg2+ Free, 1,75 μL de MgCl2 a 25mM, 0,5 μL 

de dNTP Mix a 10 mM, 0,8 μL de cada iniciador a 10 μM, 0,3 μL de Taq DNA Polimerase 

a 5 unidades/μL e 2 μg de DNA, com um volume final de 25 μL. As condições de 

ciclagem de temperatura serão: 1 ciclo de 94ºC por 2 min, 35 ciclos de 94ºC por 45 s, 

58,5ºC por 30 s e 72ºC por 1 min, e uma etapa final de 72ºC por 10 min. Os produtos de 

PCR serão purificados utilizando o reagente ExoSAP-IT™ PCR (Thermo Fisher 

Scientific) e a qualidade da purificação será avaliada por meio de uma reação de 

eletroforese em gel de agarose concentrado a 3%. Os fragmentos de PCR purificados 

serão sequenciados através do método de Sanger. 

4.4. Curvas de concentração-resposta 

A caracterização da suscetibilidade das linhagens Sf-SS e Sf-Mut será realizada 
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através de curvas de concentração-resposta. As linhagens serão expostas aos inseticidas 

spinosad (Tracer®, 480 g i.a. L−1, Dow AgroSciences, Indianapolis, USA) e spinetoram 

(Exalt® 120 g i.a. L−1; Dow AgroSciences, São Paulo, Brasil). Os bioensaios serão 

realizados em placas de acrílico de 24 células (Costar®, Corning Inc., Corning, NY, 

USA) contendo 1.25 ml de dieta artificial cada (1.9 cm2 área). Os inseticidas serão 

diluídos separadamente em água destilada com a adição de 0,1% (v/v) do surfactante 

Triton™X-100 (Labsynth, Diadema, SP, Brasil). Uma alíquota de 30μL da solução 

inseticida será aplicada em cada célula. O tratamento controle será constituído de uma 

solução contendo apenas água destilada e surfactante. Uma lagarta de terceiro instar será 

infestada em cada célula. As linhagens serão testadas em sete ou oito concentrações 

espaçadas logariticamente. Os bioensaios serão mantidos sobre condições controladas 

de temperatura (25 ± 2 °C), 70% de umidade relativa e fotoperíodo de 14:10 (D:N) h. 

5. FORMA DE ANÁLISE DOS RESULTADOS 

5.1. Análise dos resultados da docagem molecular 

Os resultados da simulação de docagem serão analisados por meio das distâncias 

das ligações de hidrogênio estabelecidas pelo software durante a interação entre as 

proteínas receptoras e as moléculas ligantes. As ligações de hidrogênio com distâncias 

de 1,6–2,5 Å são fortes e principalmente covalentes, enquanto as ligações de hidrogênio 

com distâncias de 2,5–3,2 Å são moderadas e principalmente eletrostáticas (Sindhu et 

al., 2018), demonstrando maior instabilidade na dinâmica da interação, fator que pode 

ser associado à presença de mutações no sítio-alvo das proteínas receptoras. 

5.2. Análise dos dados do sequenciamento 

As sequências obtidas a partir do sequenciamento de Sanger serão analisadas 

para a possível identificação da deleção de três nucleotídeos no genoma da linhagem Sf-

Mut. Será realizado o alinhamento das sequências obtidas contra a sequência referência 
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do gene nAChR α6 de S. frugiperda disponível na plataforma NCBI (BioProject: 

PRJNA590312). O alinhamento realizado será do tipo global (Needleman-Wunsch) com 

93% de similaridade e realizado no software Geneious Prime. 

5.3 Análise dos resultados das curvas de concentração-resposta 

A mortalidade das larvas será avaliada 48 horas após a infestação dos bioensaios. 

Larvas que não apresentarem movimentos coordenados ao serem tocadas com um 

pincel serão consideradas mortas. Todas as análises estatísticas serão realizadas no 

software R (R Core Team, 2022). Os dados de mortalidade serão submetidos a uma 

análise de Probit utilizando-se GLM para distribuição binomial. As CL50s (concentração 

letal necessária para matar 50% dos indivíduos) serão calculas por meio da função 

dose.p utilizando-se o pacote MASS (Venables; Ripley, 2002). A razão de resistência 

será calculada por meio da divisão entre a CL50 da população mutante e a CL50 da 

população suscetível. 

6. PLANO DE TRABALHO E CRONOGRAMA DE EXECUÇÃO 
 

Mês 

Atividades 
Em 

andamento 

 

1º 

 

2º 

 

3º 

 

4º 

 

5º 

 

6º 

Revisão da literatura        

Condução dos experimentos de docagem molecular        

Estabelecimento da linhagem mutante        

Sequenciamento de Sanger dos indivíduos mutantes        

Condução dos bioensaios das curvas de concentração-resposta        

Redação do trabalho de conclusão de curso        

Defesa do trabalho de conclusão de curso        
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