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Resumo

Com destaque na citricultura mundial, o Brasil € o maior produtor e exportador de suco
de laranja, gerando receita anual de US$ 2 bilhdes. Apesar de bem estabelecida, a cultura
de citros enfrenta o principal problema fitossanitario que limita a producdo; o
Huanglongbing (HLB) ou greening dos citros. O HLB é causado por bactérias pertencente
ao género Candidatus Liberibacter (Ca L.). No Brasil, a transmissao do agente causal do
HLB é feita por Diaphorina citri (Hemiptera: Liviidae). O controle de D. citri é baseado
no uso de pesticidas, que causam um impacto negativo no meio ambiente. Com isso, ha
a necessidade do desenvolvimento de novas estratégias de controle que sejam eficientes
e ambientalmente sustentaveis. Estratégias baseada no mecanismo chamado de RNA de
interferéncia (RNAI) estdo sendo testadas, e se mostram bastante promissoras. Desde
modo, o presente trabalho visa avaliar o comportamento de selecdo de hospedeira de D.
citri em citros tratados com moléculas de RNA fita dupla (dsSRNA) homologas e néo-
homologas ao psilideo. O trabalho foi realizado na Embrapa Mandioca e Fruticultura
(CNPMF), Cruz das Almas — Bahia. Foram utilizadas brotacdes e ramos juvenis de citros,
coletados de mudas mantidas em casa de vegetacdo. As brotacdes foram colocadas em
microtubos de 1,5 mL contendo agua ou solucdo com a moléculas de dsRNA. Apoés a
absorcdo da solugdo com dsRNA, os microtubos com as brotac6es foram transferidos para
suportes. Em gaiolas entomol6gicas foram acondicionados quatro suportes dispostos de
maneira equidistantes, sendo que cada suporte contendo duas brotagdes tratadas com
dsRNA e duas com dgua. Em seguida, foram liberados até 80 adultos de D. citri no centro
da gaiola. O experimento foi conduzido em camara de crescimento com condicGes
ambientais controladas. Diariamente, por um periodo de 10 dias, foram contabilizados o
namero de psilideos por brotacéo, os dados foram submetidos a analise de varidncia e a
comparacdo de médias foi feita pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Em
quarto, dos seis, bioensaios realizados, ndo houve diferenca significativa entre os nUmeros
de insetos em brotacOes tratadas ou ndo-tratadas; para os demais bioensaios, houve média
superior de insetos nas brotacdes tratadas com dsRNA. N&o ha evidéncias que indicam
repeléncia da planta a D. citri devido a presenca da molécula de dsRNA.

Palavras-chave: HLB, psilideo, RNA inteferente



Abstract

Brazil is the largest producer and exporter of orange juice, generating annual revenues of
US $ 2 billion. Although well established, citrus cultivation faces the main phytosanitary
problem that limits production; Huanglongbing (HLB) or citrus greening. HLB is caused
by bacteria belonging to the genus Candidatus Liberibacter (Ca L.). In Brazil,
transmission of the causative agent of HLB is done by Diaphorina citri (Hemiptera;
Liviidae). The control of D. citri is based on the use of pesticides, which have a negative
impact on the environment. Thus, there is a need to develop new control strategies that
are efficient and environmentally sustainable. Strategies based on the mechanism called
interference RNA (RNAI) are being tested, and are very promising. Thus, the present
study aims to evaluate the host selection behavior of D. citri in citrus treated with
homologous and non-homologous double stranded RNA (dsRNA) molecules to the
psyllid. The work was carried out in the Embrapa Mandioca e Fruticultura (CNPMF),
Cruz das Almas — Bahia. Citrus flush were collected from plants kept in a greenhouse.
The flushes were placed in 1,5 mL microtubes containing water or water solution with
the dsSRNA molecules. After uptake of the dsRNA, the microtubes with the flushes were
transferred to supports. In entomological cages, four supports were arranged
equidistantly, each support with two flushes treated with dsSRNA and two with water.
Then, 80 adults of D. citri were released in the center of the cage. The experiment was
conducted in a growth chamber under controlled environmental conditions. Daily, for a
period of 10 days, the number of psilids in each flush was accounted for. The data were
submitted to analysis of variance and the comparison of means was done by the Scott-
knott test at 5% probability. In four of the six bioassays performed, there was no
significant difference between insect numbers in treated or untreated flushes; for the other
bioassays, there was a higher insect mean in the flushes treated with dsSRNA. There is no
evidence that indicates plant repellency to D. citri because of the presence of the dSRNA

molecule.

Keywords: HLB, psyllid, RNA Interference
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Introducéo

O Brasil esta entra os maiores produtores de citros, e contribui com cerca de 15%
da producdo global (FAO, 2017). O pais assume a posi¢cdo de o maior produtor e
exportador mundial de suco de laranja, com uma receita anual aproximada de US$ 2
bilhdes (KIST et al., 2016). A producéo nacional de laranja (in natura) em 2017 foi cerca
de 17,5 milhdes de toneladas (IBGE, 2018). Apesar de bem estabelecida, a cultura de
citros vem enfrentando uma série de problemas fitossanitarios que limitam a producéo,
principalmente a proliferacdo de insetos-praga e patégenos (CHAVEZ et al., 2017).

Um dos principais problemas fitossanitarios da cultura é a doenga conhecida como
Huanglongbing (HLB) ou greening dos citros, considerada a doenca mais importante do
citros no mundo (BOVE, 2006; CHAVEZ et al., 2017). No Brasil, a doenca foi
identificada em 2004 no estado de S&o Paulo (COLETTA-FILHO et al., 2004), e hoje se
encontra disseminada pelos estados do Parana e Minas Gerais (GOTTWALD, 2010).

O HLB é causado por bactérias Gram negativas pertencentes ao género
Candidatus Liberibacter (Ca. L.), existindo trés espécies; Candidatus Liberibacter
asiaticus (CLas), Candidatus Liberibacter africanus (CLaf) e Candidatus Liberibacter
americanus (CLam) (TEIXEIRA et al., 2005; BOVE, 2006; CHAVEZ et al., 2017). Estas
bactérias sdo restritas ao floema e promovem alteracdes anatdbmicas e fisioldgicas,
causando o colapso sistema vascular, provocando a sua obstrugéo e, posteriormente, a
necrose, causando a morte das plantas infectadas (BOVE, 2006; CHAVEZ et al., 2017).

A transmissdo do agente causal do HLB é feita por duas espécies de psilideos;
Trioza erytreae Del Guercio (Hemiptera; Psyllidae) e Diaphorina citri Kuwayama
(Hemiptera; Liviidae), sendo o segundo, o vetor presente na Asia e América (TEIXEIRA
etal., 2005; BOVE, 2006; CHAVEZ et al., 2017). O controle de D. citri é baseado no uso
de pesticidas, que causam um impacto negativo no meio ambiente. Com isso, ha a
necessidade do desenvolvimento de novas estratégias de controle que sejam eficientes e
ambientalmente sustentaveis.

Entre as estratégias que estdo sendo testadas hoje, a mais promissora é baseada no
mecanismo chamado de RNA de interferéncia (RNA interferente, RNAi). O RNAI é um
mecanismo natural que ocorre em células eucaridticas, e estd envolvido na regulacdo
génica e defesa antiviral (FIRE et al., 1998). O mecanismo € ativado por moléculas de
RNA fita dupla (dsRNA), e atua como um silenciador génico por meio da degradacao de

RNAs mensageiros (mMRNAs), de maneira sequéncia-especifica (FIRE, 2007). A
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degradacdo dos mRNAs resulta na diminuigcdo da expressdo ou supressdo total do gene
alvo (FIRE et al., 1998).

Em anos recentes, diferentes grupos de pesquisa tem demonstrado a possibilidade
de se usar o mecanismo de RNAI para o controle de insetos-praga na agricultura (BAUM
et al., 2007; MAO et al., 2007; ANDRADE; HUNTER, 2017). O desenvolvimento de
medidas de controle via RNAI torna possivel a producdo de pesticidas altamente
especificos, reduzindo os impactos negativos ao ecossistema e a propria cultura (PRICE;
GATEHOUSE, 2008; WHYARD; SINGH; WONG, 2009; WANG et al., 2011).
Estratégias utilizando os principios do RNAi vem sendo estudadas afim de elaborar
métodos para o controle de D. citri (ANDRADE; HUNTER, 2016; ANDRADE;
HUNTER, 2017).

Desde modo, o presente trabalho visou avaliar o comportamento de selecdo de
hospedeiro por de D. citri em citros tratados com moléculas de dSRNA homologas e néo-

homologas ao psilideo.
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Revisao de Literatura

Citricultura no Brasil

O género Citrus pertence a familia Rutaceae, sendo 0 mais importante género na
perspectiva econdmica. Existem diversas espécies, variedades e cultivares de citros que
se destacam como as de maior importancia comercial; laranjas doces, tangerinas, limdes,
limas ou limas acidas, e pomelos (DONADIO et al., 1998; BASTOS et al., 2014). O
Brasil é lider mundial em producdo de laranjas, seguido pela China, india e Estados
Unidos (FAO, 2017). Além das laranjas, as frutas citricas mais produzidas no pais sao 0s
limdes e tangerinas (KIST et al., 2016)

Segundo Neves et al. (2010, 2012), evidéncias sugerem que a laranja € originéria
do Sul do continente asiatico (China); a expansdo do comércio e guerras promoveram a
dispersao dos citros, sendo introduzida na Europa na Idade Média, por acao dos arabes, e
na Ameérica a partir de 1500, via expedicdes maritimas. No Brasil, a introducéo ocorreu
no inicio da colonizacdo, onde a laranja encontrou excelentes condic¢Bes de cultivo,
demonstrando alta adaptabilidade as condigdes edafoclimaticas do territorio nacional,
dispersando por todo o pais (NEVES et al., 2010).

A regido Sudeste do Brasil € o principal polo de producéo desde o inicio da histéria
citricola no pais. O primeiro nucleo produtor surgiu no Rio de Janeiro, em 1920, nos
arredores de Nova Iguacgu. Neste cenério, o Brasil ja realizava suas primeiras exportacoes
para Argentina, e outros paises europeus como a Inglaterra (NEVES, et al., 2010). Vinte
anos mais tarde, a citricultura se desenvolveu no estado de Sdo Paulo, onde obteve maior
expansao e importancia econdmica, principalmente devido as condigdes de solo, clima e
relevo, além do escoamento rapido ao mercado consumidor (NEVES et al., 2010, 2012).

A regido de maior producdo & denominada de Cinturdo citricola, esta area
compreende o estado de Sdo Paulo, sudoeste de Minas Gerais e uma parte do Triangulo
mineiro (BARROS et al., 2016). A regido Nordeste é a terceira maior produtora nacional,
com mais de 1,27 milhdes de toneladas produzidas, em cerca de 106.000 hectares
cultivados, representando aproximadamente 7% da producéo do pais (IBGE, 2018). Os
estados da Bahia e Sergipe correspondem a 86% da producdo nordestina (IBGE, 2018).
O estado de S&o Paulo é o maior produtor nacional, e representa 62% da area de producédo
do pais, e em 2017 foi responsavel por aproximadamente 77% do volume colhido;
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seguido por Minas Gerais, Parana e Bahia (BARROS et al., 2016; KIST et al., 2016;
IBGE, 2018).

Grande parte da producdo de laranjas do cinturdo é destinada ao processamento
industrial, e o pais exporta até 98% dos processados citricolas; das 1.178 extratoras de
suco do pais, 1.061 estdo no estado de Sdo Paulo (NEVES, et al., 2010; BARROS et al.,
2016). O Brasil dispde de 50% da producdo mundial de suco de laranja, tendo uma
participacdo de até 85% no mercado internacional; a cada cinco copos de suco de laranja
consumidos no mundo, trés sdo brasileiros (NEVES, et al., 2010; BARROS et al., 2016).
Em 2009, o PIB do setor citricola alcan¢ou aproximadamente US$ 6,5 bilhdes, sendo
US$ 2,15 e 4,39 bilhdes nos mercados externo e interno respectivamente (NEVES, et al.,
2010).

A citricultura brasileira se destaca internacionalmente pela organizacdo e
competitividade, e tem importante impacto socioecondmico no pais, tanto pela
movimentacdo de mercado como pelos mais de 250 mil empregos diretos gerados (KIST
et al., 2016). Apenas no estado da Bahia, sdo até 20 mil citricultores e mais 100 mil
pessoas envolvidas indiretamente no segmento, gerando receitas superiores a R$ 350
milhdes (NEVES, et al., 2010; KIST et al., 2016).

Entre os principais desafios da citricultura brasileira e mundial, os problemas
fitossanitarios sdo os que mais reduzem a produtividade e causam 0 aumento do custo de
producdo. Entre os anos de 2000 a 2010, foram erradicados aproximadamente 40 milhdes
de arvores devido incidéncia de pragas e doencas, contabilizando perdas de até 80 milhdes
de caixas/ano (NEVES, et al., 2010). As doengas de maior importancia para citricultura
sdo; a clorose variegada do citros (CVC), o cancro citrico, a morte subita (MSC), e o
Huanglongbing (HLB) ou greening dos citros, considerada a doenga mais severa e
importante na citricultura mundial (BOVE, 2006; NEVES, et al., 2010; KIST et al., 2016).

Huanglongbing (HLB)

O Huanglongbing (HLB) ou greening dos citros foi reportada pela primeira vez
no ano de 1870, em Taiwan, onde recebeu o nome de “Huanglongbing” (HLB), que
significa “Doenga do Dragdo Amarelo”. Em seguida, casos similares da doenga foram
observados no Sul da China (1919), onde ficou conhecida como “yellow shoot” (ramo
amarelo), Filipinas (1921), Africa do Sul (1928), india, Indonésia e Tailandia (1960s)
(BOVE, 2006).
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O HLB é considerado por muitos autores a mais severa doenca da citricultura
mundial devido as dificuldades de controle e severidade de seus sintomas; rapida
disseminacdo, elevadas perdas de producéo e qualidade dos frutos, e, até 0 memento, ndo
se conhece nenhuma variedade comercial ou porta-enxerto resistente (BOVE, 2006;
FUNDECITRUS, 2009; RAITHORE et. al., 2015). Os sintomas podem ser observados
durante todo ano, mas com maior frequéncia no inicio da primavera até o final do verdo
(FUNDECITRUS, 2009).

A doenca foi reportada na América apenas em 2004, no estado de Sdo Paulo
(Brasil). Atualmente, além do estado de S&o Paulo, a doenga pode ser encontrada em
Minas Gerais e Parana. Levantamento feito nas regides citricolas de SP e MG revelou que
aproximadamente 17% das plantas (cerca de 32 milhdes) apresentam sintomas do HLB
(FUNDECITRUS, 2017c). Desde o aparecimento do HLB no Brasil, o pais tem feito a
erradicacdo das plantas infectados com o HLB, agdo que é inquerida pela Instrucéo
Normativa Federal n.53 de 16/10/2008. Além disso, também ¢é feito o controle rigido do
inseto vetor nas regides afetadas pela doenca, o que vem garantindo a uma baixa taxa de
disseminacdo nas areas afetadas pela doenca (FUNDECITRUS, 2017c). O controle do
HLB resultou em um aumento de 85% nos custos de producéo, quando comparadas as
safras de 2004/05 a de 2015/16 (FUNDECITRUS, 2017b).

Em 2005, a doenca foi registrada na Florida, Estados Unidos. Nos Gltimos anos
vem ocorrendo uma grande reducéo da producéao no estado, chegando a aproximadamente
60%. Estima-se que até 90% das plantas do estado estejam infectadas com o HLB
(HALBERT et al., 2012; FUNDECITRUS, 2017a).

Os sintomas nas plantas infectadas podem ser caracterizados pelo surgimento de
ramos apresentando manchas irregulares em tons de amarelo que se destacam devido ao
contraste com os ramos ndo afetados da copa, folhas com mosqueamento ou clorose
assimétrica em relacéo aos lados opostos do limbo foliar (delimitado pela nervura central)
(Figura 1A). Estes sintomas podem ser confundidos com deficiéncias nutricionais de
zinco, manganés, magnésio e cobre ou mesmo outras doengas como a Clorose Variegada
dos Citros (CVC) e Gomose (BOVE, 2006; FUNDECITRUS, 2009). Os ramos afetados
podem apresentar folhas de tamanho reduzido e curvadas, além nervuras grossas e
escurecidas, hd também um alto indice de desfolha, e, nos casos mais graves, a morte dos
ponteiros (BELASQUE JR. et al., 2009).

Os frutos gerados sao pequenos, malformados e assimétricos (Figura 1C), muitas
vezes se desprendem da planta precocemente (BOVE, 2006; FUNDECITRUS, 2009).
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Figura 1. Sintomas do HLB em citros. (A) Planta infectada com HLB. Ramos

apresentando folhas amareladas que se destacam devido ao contrate com 0s ramos néo
afetados da copa (circulado em vermelho). (B) Folhas com mosqueamento assimétrico
nos lados opostos do limbo foliar (delimitado pela nervura central), e frutos pequenos.
(C) Frutos malformados e assimétricos, apresentando a columela deslocada (linhas
vermelhas). Sementes abortadas e de coloracao escurecida (circulo menor). Fotos: Juliana
Freitas-Astua.

Além disso, as caracteristicas organolépticas dos frutos sdo alterados,
apresentando um alto teor de acidez (BASSANEZI; MONTESIMO; STUCHI, 2009). As
sementes dos frutos sdo abortadas, de tamanho pequeno e colora¢do escurecida
(FUNDECITRUS, 2009).

Ha também o comprometimento do sistema radicular, que apresenta baixo
desenvolvimento; consequentemente, é possivel observar plantas de tamanho reduzido,
atrofiadas e raquiticas (DA GRAGA, 1991; AUBERT, 1992; FUNDECITRUS, 2009).

O periodo de incubacdo € longo, e a observacdo dos sintomas da doenca em
plantas infectadas com HLB pode variar de seis meses a dois anos. Plantas assintomaticas
servem como fonte de indculo para subsequentes infeccGes, dificultando o controle e

manejo da doenga em campo (SPANN et al. 2010).
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O HLB é causado por bactérias gram negativas pertencentes ao filo das
proteobactérias, subdivisdo o (Alphaproteobactéria), ordem Rhizobiales, familia
Rhizobiaceae (GARNIER; DANEL; BOVE, 1984). Pertencem ao género Candidatus
Liberibacter (Ca. L.), existindo trés espécies: Candidatus Liberibacter asiaticus (CLas),
Candidatus Liberibacter africanus (CLaf) e Candidatus Liberibacter americanus (CLam)
(TEIXEIRA et al., 2005; BOVE, 2006; CHAVEZ et al., 2017). Devido as dificuldades
de cultivo in vitro dessas bactérias, sua classificacdo taxonémica nao é definitiva, e 0
status de Candidatus é utilizado como prefixo de denominacdo temporaria (MURRAY;
SCHLEIFER, 1994). A classificacdo da bactéria foi estabelecida por microscopia
eletrbnica e comparagdo de sequéncias do DNA ribossomal, regido 16S (GARNIER;
DANEL; BOVE, 1984; JAGOUEIX; BOVE; GARNIER, 1994; SECHLER et al., 2009).

Das trés bactérias, CLas € a mais disseminada, sendo encontrada em paises dos
continentes Asiatico e Americano, enquanto que CLam encontra-se restrita ao Brasil e
China e CLaf ao continente africano e algumas regides do Oriente Médio (TEIXEIRA et
al., 2005; BOVE, 2006; HALL et al., 2012)

Na planta, estas bactérias sdo restritas ao floema e promovem alteragdes
anatdmicas, morfologias e fisiolégicas devido a colonizacdo dos tubos do floema,
promovendo o acumulo de amido no sistema vascular (BOVE, 2006; ETXEBERRIA et
al., 2009; CHAVEZ et al., 2017). A obstrucdo do floema impede o fluxo e distribuicéo
dos fotoassimilados sintetizados na copa, dificultando a translocacdo de macro e
micronutrientes, causando a morte das plantas infectadas (BOVE, 2006; ETXEBERRIA
etal., 2009; CHAVEZ et al., 2017).

A transmissdo do agente causal do HLB pode ocorrer por meio da enxertia de
material propagativo infectado (COLETTA-FILHO et al., 2010). Em campo, a
transmissdo € feita por duas espécies de psilideos; Trioza erytreae (Del Guercio)
(Hemiptera; Psyllidae) e Diaphorina citri (Kuwayama) (Hemiptera; Liviidae), sendo o
segundo, o principal vetor na Asia e América (TEIXEIRA et al., 2005; BOVE, 2006;
CHAVEZ et al., 2017).

A interacdo vetor-patdgeno € persistente; apds a bactéria ser adquirida, pode ser
detectada e transmitida durante toda a vida do inseto (HUNG et al.,2004; PELZ-
STELINSKI et al., 2010). Séo necessarios apenas 30 minutos de alimentacdo em uma
planta infectada para o psilideo adquirir a bactéria, e entre 15 a 30 minutos para transmitir

0 patdgeno para uma planta sadia, com maior eficiéncia de transmissdo em periodos mais
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extensos de alimentagdo (ROISTACHER, 1991; MEAD; FASULO, 2011; ROGERS;
STANSLY, 2012).

Até o momento, ndo ha medidas adequadas ao manejo do HLB no tocante ao
controle da bactéria. O tratamento de plantas infectadas por meio de antibidticos tem se
mostrado ineficaz, além de um potencial risco ambiental, sendo entdo, necessario a
erradicacdo das plantas infectadas. A prevencao da infeccdo é a melhor forma de controle
da doenca, neste sentido, a supressdo do inseto vetor é de grande importancia (BOVE,
2006; LOPES et al., 2007).

Diaphorina citri

O psilideo dos citros, Diaphorina citri, € originario do sul asiatico, sendo descrito
pela primeira vez em citros na cidade de Shinchiku, Taiwan, em 1907 (HALBERT;
MANJUNATH, 2004). O psilideo D. citri teve seu primeiro registro no Brasil em 1942
(HALBERT; MANJUNATH, 2004; COLETTA-FILHO et al., 2004; BOVE, 2006). O
psilideo possui uma ampla distribuicdo, estando presente no Sul da Asia, Aréabia Saudita,
Ameérica do Sul, Central e Sul dos Estados Unidos, por esta razéo e por ser vetor do HLB,
D. citri é considerado atualmente 0 mais importante inseto-praga da citricultura mundial
(HOLLIS, 1987; HALBERT; MANJUNATH, 2004; TEIXEIRA et al., 2005;
PORTALANZA et al., 2017).

D. citri possui um ciclo de vida curto, variando entre 15 e 47 dias (ovo-adulto),
dependendo da temperatura (LIU; TSAI, 2000). Sdo encontrados preferencialmente nas
brotacbes mais jovens, onde as fémeas fazem a postura dos ovos (CHAVAN;
SUMMANWAR, 1993). Os ovos possuem cor amarelada, e tamanho médio de 0,31 mm
de comprimento e 0,14 mm de largura (Figura 2A), e eclodem em 2 — 4 dias ap0s a postura
(LI1U; TSAI, 2000). As ninfas passam por cinco estadios intermediarios (instares) (Figura
2B), que se completam entre 11 a 15 dias. O inseto adulto, ao emergir, apresenta coloragéo
esbranquicada (Figura 2C), tornando-se mais escuro a medida que envelhece (Figura 2D)
(CHAVAN; SUMMANWAR, 1993). O inseto adulto possui uma expectativa de vida de
até 90 dias, e neste periodo uma fémea pode vir a colocar até 800 ovos (L1U; TSAI, 2000;
PARRA et al., 2010).

Estes insetos apresentam variacdo na coloracdo do abdémen, podendo apresentar-
se cinza, azul esverdeado e amarelo alaranjado (WENNINGER; HALL, 2007). Fémeas
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com o abdémen em tons de amarelo alaranjado possivelmente estdo acasaladas
(BLACKWEL, 2005; HALL, 2008; WENNINGER; HALL, 2008).

O psilideo dos citros possui habito diurno, e sua atividade em campo € restrita as
horas de luz do dia (WENNINGER; HALL, 2007). A escolha da planta hospedeira pode
ser influenciada por diversos fatores como o estadio de maturacgdo do tecido foliar, sinais
visuais, quimicos, olfatérios e gustativos (PATT et al. 2011; AMMAR; HALL,;
SHATTERS-JR, 2013; RUAN et al., 2015; HALL; HENTZ; PATT, 2015; EBERT et al.,
2018). Os aspectos fitossanitarios da planta hospedeira também sdo relevantes no
processo de escolha. Plantas de citros infectadas com o HLB s&o mais atrativas a D. citri,
pois durante alimentacdo, os insetos promovem a liberacdo de salicilato de metila,
composto quimico atrativo ao psilideo (MANN et al., 2012).

Diaphorina citri pode ocasionar danos diretos em uma planta hospedeira apenas
quando presente em elevados niveis populacionais. Estes danos, que sdo caracteristicos
de insetos sugadores, resultam na ma formacéo das brotacGes, tornando-as retorcidas,
com as folhas curvadas ou enroladas (HALBERT; MANJUNATH, 2004; MICHAUD,
2004). Nos casos mais graves, a alta infestacdo do inseto promove a morte do ramo em
desenvolvimento (MICHAUD, 2004). Além disso, as ninfas de D. citri excretam
continuamente uma substancia rica em carboidratos (honeydew), que acumulam sobre as
folhas e frutos, favorecendo o desenvolvimento de fungos causadores da fumagina
(Capnodium spp.), dificultando a transpiragdo e respiragdo, bem como 0s processos
fotossintéticos, alem da depreciagdo do valor comercial dos frutos (TSAI; L1U, 2000).

O psilideo dos citros consegue se desenvolver em uma faixa de temperatura que
varia entre 15 a 30 °C, contudo o intervalo 6timo de desenvolvimento é entre 25 a 28 °C
(LIU; TSAI, 2000). Diaphorina citri ndo consegue completar seu ciclo de vida em
temperaturas inferiores a 10 °C ou superiores a 33 °C (LIU; TSAI, 2000). O inseto pode
ser encontrado durante todo o ano, entretanto, os picos populacionais ocorrem entre a
primavera e verao; em contrapartida, nas estacfes chuvosas, a populacao do inseto pode
ser suprimida (YAMAMOTO; PAIVA; GRAVENA, 2001; TSAI; WANG; LIU, 2002).

A flutuacdo da populacdo do D. citri em campo estd relacionada ao fluxo
vegetativo do pomar, a disponibilidade de brotac6es, a faixa de temperatura ideal para
seu desenvolvimento e as taxas pluviométricas (LIU; TSAI, 2000; YAMAMOTO;
PAIVA; GRAVENA, 2001). Neste sentido, 0 monitoramento populacional do inseto é de
grande importancia para manejo do HLB, e deve ser feito por todos os citricultores de

uma dada regido. O fluxo de psilideos pode ocorrer entre pomares sem manejo e pomares
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sob acOes de controle, mesmo com uso de pesticidas, e este fluxo favorece a formacéo de
novas areas com infec¢des primarias (BOINA et al., 2009; FUNDECITRUS 2017a).

O controle de D. citri € feito principalmente atraves do uso de inseticidas, e 0s
citricultores despdem de uma grande variedade destes, sejam de acdo de contato ou
sisttmico (YAMAMOTO et al., 2009). Entretanto, a baixa seletividade destes
agroquimicos promove o aumento do custo ambiental, uma vez que pode eliminar a fauna
benéfica ou favorecer o surgimento de populagdes de insetos-praga resistentes, além de
outros possiveis efeitos colaterais ao meio ambiente (YAMAMOTO et al., 2009; RUIZ-
GALVAN et al., 2015).

Novos métodos vem sendo estudados para o controle de insetos-praga que tenham
menor impacto ambiental. Entre os métodos, a tecnologia do RNAIi tem se mostrado
eficiente, abrindo a possibilidade do desenvolvimento de estratégias de manejo para
insetos praga via producéo de pesticidas altamente especificos e com reduzidos efeitos
colaterais em organismos ndo alvo e meio ambiente (BAUM et al. 2007; MAO et al. 2007;
ANDRADE; HUNTER, 2017; PRICE; GATEHOUSE, 2008; WHYARD; SINGH;
WONG, 2009; WANG et al., 2011).
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Figura 2. Fases de desenvolvimento de Diaphorina citri. (A) Ovos de D. citri. (B) Ninfas

de D. citri em estadios de ninfa, do primeiro ao quinto instar (da esquerda para direita).
(C) Adulto de D. citri recém emergido, apresentando coloragdo esbranquicada. (D)
Adulto de D. citri apresentando coloragdo padréo. Fotos: David Hall (A e B); Thalita de
Freitas Albuquerque (C); Douglas L. Caldwell (D).

RNAI

O silenciamento de genes por RNA de interferéncia (RNA interferente, RNAI) é
um processo natural que ocorre nas células eucarioticas, e esta envolvido na atividade de
regulagdo génica e defesa antiviral celular (FIRE et al., 1998). O fendmeno de
silenciamento génico foi observado pela primeira vez em 1990 por pesquisadores que
buscavam alterar geneticamente a coloracéo de flores do género Petunia, inserindo uma
cdpia extra do gene chalcone sintase (CHS), responsavel pela biossintese de antocianinas
(NAPOLI; LEMIEUX; JORGENSEN, 1990).

Contudo, o que se obteve foram flores com diferentes padrdes de variegacao ou
mesmo com nenhuma pigmentacdo (brancas). Foi constatado que a despigmentacao
estava relacionada & diminuicdo do niveis do mRNA do CHS, tanto do gene end6geno

quanto da copia introduzida, o fenémeno foi denominado como co-supressao (NAPOLI;
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LEMIEUX; JORGENSEN, 1990; VAN DER KROL et al., 1990). Este mesmo fenbmeno
foi observado apds introducdo de sequéncias de RNA fita simples, antisense
(complementar ao mMRNA) no nematoide Caenorhabditis elegans (GOU; KEMPHUES,
1995). Em 1998 foi constatado que o mecanismo podia ser ativado de forma mais
eficiente por moléculas de RNA fita dupla (dsRNA) (FIRE et al., 1998).

O silenciamento génico ocorre pelo impedimento da traducéo ou pela degradagéo
de RNAs mensageiros (MRNAS), resultando na diminuicdo da expressdo ou supressao
total do gene alvo (FIRE et al., 1998). O processo basico do RNAI pode ser dividido em
trés etapas principais (TOMARI; ZAMORE, 2005). Primeiro, 0 mecanismo é ativado pela
presenca de uma molécula de RNA fita dupla (dsRNA) (denominada de molécula
gatilho), que pode ser expressa ou introduzida na célula. Este RNA é entdo cortado em
pequenos RNAs de fita dupla (21-25nt), chamados de small interfering RNA (siRNA),
por uma ribonuclease 111, chamada Dicer. Na segunda etapa do mecanismo de RNAI, uma
das fitas do siRNA é removida e a fita que permanece (chamada de fita guia) é
incorporada a um complexo proteico conhecido como o complexo de silenciamento
induzido por RNA (RNA Induced Silencing Complex, RISC). Na ultima etapa, o
complexo RISC atua para identificar e degradar mMRNAs que compartilhem homologia
com o siRNA. Em teoria, qualquer mRNA de uma célula pode ser degradado de forma
especifica via RNAI. Outra caracteristica do mecanismo de RNAI é seu carater sistémico,
ou seja, apos ser ativado em uma célula, um sinal ¢ “transmitido” para as outras células
(FIRE et al., 1998). Este sinal sistémico € um siRNA, pois além de ser pequeno, assim de
facil movimento, é a molécula que confere a especificidade ao mecanismo (MLOTSHWA
etal., 2002).

Os dsRNAs podem ser classificados em duas categorias de acordo com sua fungéo
e origem; micro RNAs (miRNAs) e pequenos RNAs interferentes (SiRNA — short
interfering RNA) (MEISTER; TUSCHL, 2004; Y1 et al., 2003).

Os miRNA sdo dsRNAs enddgenos de sequéncias curtas, apresentando cerca de
22 nucleotideos, inicialmente transcritos como um RNA priméario longo, que ainda no
nacleo sofre processamento via complexo enzimatico mediado por uma RNase Ill
(Drosha), tornando-se um pré-miRNA, de aproximadamente 70pb que apresenta trecho
de dupla fita e uma alca de fita simples. Este pré-miRNA é exportado para o citoplasma,
onde é processado pela Dicer, formando um miRNA maduro, com cerca de 22
nucleotideos. O miRNA ¢ acoplado ao complexo RISC que promove o pareamento do

miRNA ao mRNA-alvo, promovendo o silenciamento génico (RIVAS et al., 2005).
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A Dicer é uma enzima essencial no mecanismo de RNAI, sendo responsavel pelo
tamanho do dsRNA formado (RIVAS et al., 2005). As proteinas Argonautas podem se
ligar a miRNAs e siRNAs, apresentando atividade endonuclease contra mRNAs
complementares a estes RNAI’s; além disso, tem funcdo de selecionar a fita do siRNA
para juncdo ao RISC (RAND et al., 2005; HOCK; MEISTER, 2008).

Os siRNAs sdo originados do processamento de moléculas de dsRNAs exdgenas
(virus, transposons e sintéticos), que ao entrarem na célula, sdo processados pela Dicer
com tamanhos entre 19 a 30 pares de bases. Os siRNAs podem ser sintetizados in vitro,
e introduzidos diretamente na célula alvo (CARMELL et al., 2002; MORRIS et al., 2004;
RAND et al., 2005).

O mecanismo de RNAI é relativamente conservado entre os eucariotos. Desta
forma, as tecnologias de RNAI podem ser utilizadas em qualquer espécie de inseto (FIRE,
2007; WHYARD; SINGH; WONG, 2009). A especificidade da sequéncia do dsRNA
permite a possibilidade do silenciamento de genes que sejam criticos e essenciais a
sobrevivéncia de uma Unica espécie de inseto, permitindo a criacdo de pesticidas
altamente especificos e que ndo afetem negativamente a fauna benéfica (WHYARD;
SINGH; WONG, 2009).

Um dos pontos chaves para o desenvolvimento de métodos de controle baseado
na tecnologia do RNAI é a identificacdo de genes alvos que sejam essenciais a
sobrevivéncia do inseto, favorecendo uma alta taxa de mortalidade (ROBINSON et al.,
2011; WANG et al., 2011). Outro ponto importante é o desenvolvimento de métodos de
producdo e aplicacdo de um produto contendo a molécula de dsRNA (ANDRADE;
HUNTER, 2017). Até o momento, existe uma variedade de milho transgénico baseada na
tecnologia do RNAI para resisténcia a broca-do-milho, Diabrotica virgifera (HEAD et
al., 2017).

O desenvolvimento de estratégias de aplicacdo do RNAI nas culturas em campo é
um importante passo para o uso efetivo desta tecnologia. Para isso, deve-se levar em
consideracdo a biologia do inseto, bem como seus hébitos alimentares (ANDRADE;
HUNTER, 2017). Diaphorina citri € um inseto sugador, assim o dsRNA precisa estar
presente no sistema vascular para ser ingerido pelo inseto. E importante avaliar o
comportamento de selecdo de hospedeira do inseto alvo frente a presenca do dsRNA na
planta hospedeira. Um produto a base de dsRNA para controle de insetos ndo deve

apresentar acdo repelente, pois o inseto pode evitar alimentar-se nesta planta.
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Material e Métodos

Local de execucgdo dos trabalhos
O trabalho foi realizado na Embrapa Mandioca e Fruticultura (CNPMF), Cruz das
Almas — Bahia, no Laboratério de Virologia e em Cémara de Crescimento com

ambientacao controlada (temperatura e fotoperiodo).

Material vegetal e coldnia de D. citri

Para realizacdo dos trabalhos, foram utilizadas brotacdes e ramos juvenis de
laranja doce (cv. Valéncia) [Citrus sinensis (L.)], coletados em mudas mantidas em casa
de vegetacdo. Adultos de D. citri foram obtidos da col6nia estabelecida no insetério, sob

condicdes de temperatura controlada.

Extracdo de RNA, e reacdo de transcricdo reversa seguida da reacdo em cadeia da
polimerase (RT-PCR)

Para a extracdo de RNA total do psilideo, foram coletados grupos de 3 adultos
usando aspirador bucal entomoldgico, que foram transferidos para microtubos de 1,5 mL
contendo micro esferas de vidro e 50 uL de agua livre de nucleases. Com o auxilio de um
pistilo, os insetos foram macerados até formar uma solugdo homogénea. Em seguida,
foram adicionados 1 mL de Trizol® (Thermo-Fisher Scientific) e 0 RNA total do inseto
foi extraido seguindo o protocolo do fabricante. Para a extracdo de RNA total de citros,
amostras foliares de brotacdes tratadas com dsRNA foram coletadas, congeladas em
nitrogénio liquido, e maceradas com auxilio de pistilo e cadinho. O RNA total da planta
foi extraido utilizando o0 método do TRIzol® (Thermo-Fisher Scientific).

As amostras de RNA total foram tratadas com DNase utilizando Kit comercial
Turbo DNA-free™ (Thermo-Fisher Scientific), seguindo as recomendagfes do
fabricante. Apos esse procedimento, o cDNA foi sintetizado utilizando o kit comercial
First Strand cDNA Synthesis (Thermo-Fisher Scientific). Em um microtubo de 200 pL
foram adicionados 2 pg do RNA, 50 ng de iniciadores hexameros aleatorios, e 1 puL de
dNTP’s a 10 mM, em seguida foram incubados por 2 min a 70 °C (ou 95 °C para o teste
de deteccdo do dsRNA). Terminado esse tempo, as amostras foram imediatamente
transferidas para o gelo por 2 min. Em seguida, foram adicionados 4 pL de tampéo 5x
(250 mM Tris-HCI pH 8.3, 250 mM KCI, 20 mM MgCl,, 50 mM DTT), 20 U de RNase
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Out (Thermo-Fisher Scientific) e 20 U de M-MLV (Thermo-Fisher Scientific). Apds
homogeneizagéo, as amostras foram incubadas a 25 °C por 10 min, 37 °C por 50 min, 95
°C por 3 min, e as reacdes mantidas em 8 °C até a retirada das amostras do aparelho.
Para reacdo de PCR, foi utilizado o kit comercial Invitrogen™, Taq DNA
Polymerase; em microtubos de 200 pL foram adicionados 1 pL do cDNA, 10 mM de
cada primer especifico, 3 pL de tamp&o 10x (200 mM Tris-HCI pH 8.4, 500 mM KClI),
0,9 pL de MgCl; (50 mM), 0,6 uL de dNTP’s a 10 mM, 0,3 pL de Tag DNA Polymerase
(5 U/uL), e 17,2 uL de agua livre de nucleases, totalizando 25 pL de reacdo por amostra.
As reacdes de PCR utilizaram as seguintes condigdes de amplificagdo: 94 °C por 3 min,
seguido por 35 ciclos a 94 °C por 30 s, 58 °C por 30 s e 72 °C por 50 s, uma etapa a 72 °C

por 5 min, e as reacdes mantidas a 8 °C até a retirada das amostras do aparelho.

Sintese das moléculas de dsRNA

As moléculas de dsRNA para realizacdo dos ensaios foram sintetizados utilizando
o kit comercial Mega-script RNAI (Thermo-Fisher Scientific), seguindo o protocolo do
fabricante.

Para a sintese dos dsRNAs, a primeira etapa foi o desenho de pares de
oligonucleotideos para amplificacdo por PCR de um fragmento de DNA dos genes alvos
(Tabela 1). Nas extremidades 5 de cada oligonucleotideo foi incluida a sequéncia do
promotor reconhecido pela T7 RNA polimerase, enzima utilizada no kit para a sintese de
dsRNAs. O fragmento correspondente a regido dos genes alvos foram amplificados por
RT-PCR, utilizando o RNA total extraido de D. citri. Apds a amplificacdo, os produtos
de RT-PCR foram purificados e utilizados como molde para a sintese do dsRNA
(utilizando o MEGA-script RNA Kit®). Foram realizadas a sintese de dsRNA’s
correspondentes a uma regido dos genes para Argenina Kinase (dsRNA-AK), Wing disk-
like (dsSRNA-Wd-L) e Trehalase (dsRNA-Trehal) do psilideo. Como controle, foram
utilizados dsRNAs que ndo apresentam homologia com nenhum gene do psilideo, a
proteina fluorescente verde (Green fluorescent protein, GFP - dsSRNA-GFP) e do gene
rhamnosyltransferase de Cucurbita maxima (dsSRNA-GF). Estes dsRNAs foram

sintetizados em empresa especializada (AgroRNA).
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Tabela 1. Iniciadores usados para producéo e deteccdo de dsRNAs.

Nome Sequanciat

dsAK-F3  TAATACGACTCACTATAGGGAGTGGCATTCTTGTATGGCGTA
dsAK-R2 TAATACGACTCACTATAGGGAGGCCTGCAAGAATCTGTCTCC
dswWd-L-F1 TAATACGACTCACTATAGGGAGATCTGCACTGTTCTTCATTTGC
dsWd-L-R3 TAATACGACTCACTATAGGGAGGAAAATAAAGAAATGCAAGATGG
dsTrehal-F  TAATACGACTCACTATAGGGAGTCAATGCGATCCTTCAGATG
dsTrehal-R  TAATACGACTCACTATAGGGAGGGTCTTCCGGACATGAAAGA
GPF-F3 TGGTAAAAGGACAGGGCCAT

GFP-R3 TACAAGACACGTGCTGAGGT

A sequencia sublinhada corresponde a sequéncia T7.

Montagem do bioensaio de livre escolha

Para verificar se a presenca da molécula de dsRNA na brotacéo de citros interfere
no comportamento de alimentar do psilideo, foram montados bioensaios de livre escolha.
Foram avaliadas cinco diferentes moléculas de dsRNA, sendo trés com sequéncias
homologas a genes do psilideo e outras duas com sequéncias ndo homologas.

Com o auxilio de uma tesoura de poda, brotacdes de citros foram cortadas com
aproximadamente 15 cm de comprimento. ApOs a coleta, as brotacdes foram
transportadas para o Laboratério de Virologia e lavadas em solucdo de hipoclorito de
sodio a 5% por 10 minutos para reduzir a contaminagdo por bactérias, e enxaguada em
agua destilada (Figura 3A). Utilizando uma lamina (bisturi), o excesso de folhas foi
removido, deixando apenas 3 folhas, e a base do caule foi cortada em um angulo de 45°,
padronizando as brotaces em aproximadamente 10 cm de comprimento. As brotac6es
foram transferidas para microtubos de 1,5 mL contendo 0,5 mL de agua, e a abertura do
microtubo foi selada com o auxilio de Parafilm® “M”, para evitar a evaporagdo do

conteudo e a queda dos insetos durante a realizacdo dos bioensaios (Figura 3B).
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Figura 3. (A) BrotacBGes de citros apds lavagem e exangue em agua destilada. (B)

Brotacéo de citros mantidas em microtubos contendo solucdo de dsRNA.

Para certificar que ndo houve nenhum dano ao sistema vascular das brotages,
bem como a sua capacidade de absorcdo de agua, as brotagdes foram mantidas em
ambiente com iluminacéo natural por 24 horas. Apds esse periodo, o excesso de agua foi
removido com o auxilio de uma seringa com agulha de 0,46 mm, e 0,5 mL da solugéo de
dsRNA a I ng/uL foi adicionado ao microtubo.

Apo0s absorcdo de 90 — 95% da solugdo de dsRNA, com o auxilio da seringa, o
tubo foi preenchido com &gua. As brotacdes foram transferidas para suportes, sendo
quatro brotacdes por suporte (2 brotacGes tratadas com dsRNA e duas brotagdes tratadas
com agua). Em cada gaiola, modelo BugDorm-2120® (Bugdorm), foram acondicionados
quatro suportes, dispostos de maneira equidistantes, e posteriormente foram liberados
entre 50 e 80 adultos de D. citri (Figura 4). A gaiola foi mantida em cémara de
crescimento com luz artificial (fotoperiodo 12h/12h), temperatura 25 °C e umidade média
70%.

A avaliacdo comportamental dos insetos foi observada diariamente durante 10
dias. Foi quantificado o nimero de insetos em cada brotacdo. Ao final, foi calculado o
namero medio diério de insetos presentes em cada um dos tratamentos. Os dados foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas entre si pelo teste
de Scott-knott (p> 0,05). Foram realizados seis experimentos, cinco comparando 0
tratamento com dsRNA versus agua (dSRNA-AK x Agua, dsRNA-Trehal x Agua,
dsRNA-Wd-L x Agua, dsRNA-GF x Agua, dsSRNA-GFP x Agua) e um experimento
controle, com todas as brotacGes tratadas apenas com agua. Para andlises do bioensaio
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controle, as brotagdes foram divididas em “tratadas” e “nao-tratadas”. Cada experimento

foi repetido quatro vezes.

£

y,

Figura 4. Esquema da instalagcdo do bioensaio de livre escolha mostrando 0 momento da

liberacdo dos adultos de D. citri em bioensaio de livre escolha.

Montagem do bioensaio de Ingestdo do dsRNA
Para comprovar a translocacdo do dsRNA pelas brotacdes de citros, ramos tratados com

0 dsRNA-W(d-L foram analisados quanto a presenga do dsRNA. Para confirma a ingestéo
pelos psilideos do dsRNA presente nas brotacGes, adultos de D. citri foram mantidos por

48h se alimentando em brotacéo tratada com o dsSRNA-GFP (Figura 5).
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Figura 5. Adultos do psilideo em brotacGes tratadas com o dsSRNA-GFP para periodo de
acesso de alimentacao por 48 horas.
Resultados

Ingestdo do dsRNA pelo psilideo através das brotagdes

A amplificacdo por RT-PCR de um fragmento de aproximadamente 300 pb em
folhas ap6s 24 horas do tratamento, confirmou a presenca do dsRNA-Wd-L nas folhas da
brotacdo (Figura 6A). A presenca do dsSRNA-GFP nos insetos foi confirmada por RT-
PCR, demostrando a presenca do dSRNA-GFP (Figura 6B).

Figura 6. Deteccdo de dsRNA no tecido da folha e inseto. (A) Amplificon’s testando
positivo para presenca do dsRNA-Wd-L em tecidos foliar apds 24 horas de tratamento.
NT, ndo tratada. Mix - (Reacdo RT-PCR controle). (B) Amplificon testando positivo para
a presenca do dsRNA-GFP nos tecidos de insetos que se alimentaram nas brotagdes

tratadas. NT, ndo tratada.
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Comportamento do psilideo em testes de livre escolha

Os resultados destes bioensaios demostraram ndo haver diferenca estatistica no
numero médio diario de insetos que se alimentaram em brotagdes tratadas com dsRNA-
Ak, dsRNA-Wd-L (Figura 7, Tabela 2, Anexo 1), dsSRNA-GFP e dsRNA-GF em
comparacdo as ndo tratadas (Figura 8, Tabela 2, Anexo ). Esses dados indicam que a
presenca destas moléculas de dsSRNA nas brotagdes ndo influenciou o processo de escolha
do psilideo. Entretanto, quando as brotagdes continham o dsRNA-Trehal, observou-se
diferenca significativamente superior no numero médio de insetos presentes nas brotaces
tratadas comparada as ndo tratadas (Figura 9, Tabela 2, Anexo I). Esses dados indicam a
possibilidade que a ingestdo destes dsSRNAs possa estar interferindo a selecdo de
hospedeiro do psilideo.

Apbds avaliacdo dos dados, contatou-se diferenca significativa no experimento
controle (Figura 9, Tabela 2, Anexo 1), porém todas as brota¢des foram tratadas apenas
com &gua. Portanto, é possivel inferir que outros fatores possam influenciar na

permanéncia do inseto num dado sitio de alimentacao.
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Figura 7. Namero médio diario de insetos por tratamento em um periodo de dez dias. (A)
Fc para tratamento (Fc) = 1,32, p>0,25. (B) Fc = 1,47, p>0,23. N&o houve diferenca
estatistica no nimero médio de insetos que se alimentaram em brotacfes tratadas em

comparacdo as ndo tratadas, a 5% de probabilidade.
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Figura 8. Nimero médio diario de insetos por tratamento em um periodo de dez dias. (A)
Fc para tratamento (Fc) = 0,93, p>0,34. (C) Fc = 0,23, p>0,63. Ndo houve diferenca
estatistica no numero médio de insetos que se alimentaram em brotacGes tratadas em

comparacao as ndo tratadas, a 5% de probabilidade.
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Figura 9. Nimero médio diario de insetos por tratamento em um periodo de dez dias. (A)
Ft = 12,07, p<0,01. (B) Ft = 4,40, p<0,04. Houve diferenca significativamente superior
no numero médio de insetos presentes nas brotagdes tratadas comparada as ndo tratadas,
a 5% de probabilidade.
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Discussao

As estratégias para o controle de insetos sugadores utilizando o mecanismo de
RNAI sdo promissoras, e sua utilizacdo se assemelha ao uso de inseticidas sistémicos.
Sdo soluveis em agua e apds aplicados na planta podem ser absorvidos pelos tecidos da
planta e translocados para outros tecidos, podendo permanecer por longos periodos afim
de exercer suas devidas fungdes (JESCHKE et al., 2011; SANCHEZ-BAYO et al., 2013).
O dsRNA pode funcionar também como inseticida de contato, pois quando pulverizado
sobre as folhas, parte das moléculas permanecem na superficie das mesmas.

Bonani et al. (2010) verificaram que a alimentagéo de D. citri pode ocorrer tanto
nos tecidos do xilema quanto do floema. Ebert et al. (2018) atestam que a preferéncia
alimentar de D. citri via floema ocorre quando a mesma se encontra em tecido foliar
imaturo (brotacdes e tecidos jovens) e via xilema quando em tecido foliar maduro.

No presente trabalho, a deteccdo dos dsRNA foi feita ap6s 24 e 48 horas de
tratamento nos tecidos da planta e insetos respectivamente. Andrade; Hunter (2017)
demostraram que é possivel detectar a presenca dessas moléculas em tecidos foliares apds
40 dias e nos psilideos foi possivel detectar a presenca do dsRNA 24 horas apos
alimentacdo na planta tratada. Apos absor¢cdo do dsRNA pela planta, a molécula pode
persistir no tecido vascular, tanto xilema quanto floema, por véarias semanas (ANDRADE;
HUNTER, 2017).

N&o ha registro de trabalhos publicados que avaliaram a resposta comportamental
de D. citri em plantas contendo moléculas de dsRNA. Todavia, diversos trabalhos
demonstram que o processo de escolha da hospedeira por D. citri pode ser influenciado
por diversos fatores, como sinais quimicos (compostos organicos volateis — COV’s),
estadgio de maturacdo do tecido foliar, sinais olfativos e gustativos (PATT et al. 2011;
AMMAR; HALL; SHATTERS-JR, 2013; RUAN et al., 2015; HALL; HENTZ; PATT,
2015; EBERT et al., 2018).

Segundo Patt et al. (2011), a selecdo de hospedeira por D. citri € influenciada por
sinais visuais, olfatorios, e gustativos, enfatizando que mesmo pequenas altera¢des nesses
estimulos, podem influenciar na resposta comportamental de D. citri. No presente
trabalho, apesar de se observar um nimero superior de insetos nas brotacdes tratadas com
0 dsRNA-Trehal, é possivel que as moléculas ndo exercam atividade atrativa ao psilideo.
O dsRNA-Trehal tem a funcdo de inibir a formacdo da enzima Trehalase, que segundo

Ishaaya; Swirski (1976) e Sampedro; Uribe (2004), esta associada ao processamento de
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carboidratos, bem como ao metabolismo energético. Ao se alimentar, o inseto ingere o
dsRNA-Threhal, neste sentido, é possivel supor que o dsSRNA ira promover a reducdo da
expressao do gene da trehalase, resultando em uma baixa atividade metabdlica, e
consequentemente, sensacao de “fome insaciavel” e isso pode ter influenciado no maior
namero de psilideos nas brotagdes tratadas.

Segundo Suzuki et al. (1999) e Taning et al. (2016), a proteina Argenina kinase
também esta associada ao metabolismo energético; e a funcdo do dsSRNA-AK € inibir a
formacdo desta proteina. As proteinas, Argenina kinase e Trehalase, apresentam atividade
metabdlicas similares, e apesar da relativa essencialidade do gene Ak, demonstrada por
Taning et al. (2016) e Andrade; Hunter (2017), ndo houve diferenca significativa entre os
tratamentos propostos para esse bioensaio. A partir destes dados, é possivel supor que
outra proteina possa assumir a funcéo da proteina Ak, dependendo do nivel da reducéo
da expressao, enquanto que a trehalase seja mais essencial ao inseto.

O dsRNA-Wd-L por sua vez, induz a reducdo da formacao da proteina Wing-disc
Like, e segundo EI-Shesheny et al. (2013), esta associada a formacao das asas do psilideo.
Sua maior expressao ocorre durante o quinto estadio ninfal (quinto instar). A ingestdo
desse dsRNA por ninfas de D. citri promove o aumento da mortalidade e a mé formacéo
das asas nos adultos (EL-SHESHENY et al., 2013). Porém, para um adulto
completamente formado, como no presente trabalho, € possivel que ingestdo do dsSRNA
ndo cause danos significativos em seu movimento alar. Logo, nao foi possivel observar
que a presenca do dsRNA tenha causado interferéncia na escolha de hospedeiro pelo
inseto.

Porém, para o bioensaio controle, onde todas a brotacdes foram tratadas com agua,
detectou-se diferenca significativa para o nimero médio diério de insetos se alimentado
nas brotacdes avaliadas, indicando que a superioridade no numero médio de insetos
presentes nas brotacGes tratadas com dsRNA-Trehal, pode ndo ser em resposta a presenca
destas moléculas.

Os dsRNAs-GPF e dsRNA-GF nédo apresentam homologia a nenhuma gene do
psilideo, desta forma ndo devem causar nenhuma alteracdo na expressdo génica ao ser
ingerido pelo inseto. No presente trabalho, ndo houve diferenca significativa para o
namero médio diario de insetos que se alimentaram em brotacgdes tratadas com ambos 0s
dsRNAs. Andrade; Hunter (2017) demostraram n&o haver mortalidade em grupos de

psilideos que se alimentaram em brotacGes tratadas com o dSRNA-GFP. Logo, a presenca
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das moléculas dsRNAs, GFP e GF, nas brotacfes ndo promovem resposta de atragdo ou
repeléncia para o psilideo.

Neste sentido, é possivel supor que a diferenca em alguns dos ensaio realizados
nesse trabalho ndo seja ocasionadas pela presenca do dsRNAs nas brotagdes. Ao analisar
0 nimero médio de insetos ao longo dos dias, em todos os bioensaios é possivel observar
uma baixa variagio em ambos os tratamentos. E possivel observar um padréo quase linear
no numero médio de insetos ao longo dos dez dias de avalicdo em todos os tratamentos
realizados. Assim, infere-se que, ao estabelecer um sitio de alimentacéo, o psilideo reduz
a sua atividade de locomocdo entre as brota¢fes, permanecendo numa mesma brotagédo
por varios dias.

Apesar da variacdo de resposta do inseto aos dsRNA (Threhal e Wd-L), os
resultados indicam que a aplicacdo do dsSRNA na planta ndo proporciona a repeléncia ao
psilideo, demonstrando que as moléculas introduzidas ndo alteram as caracteristicas de

atratividade dos citros.

Conclusfes

A presenca das moléculas de dSRNA-Ak, Wd-L, GFP e GF nas brotacdes de citros
n&o altera o comportamento de selecdo de hospedeira por Diaphorina citri, indicando que
0 inseto ndo possui a capacidade de perceber a presenca do dsSRNA nas brotacGes. Porém,
a ingestdo das moléculas de dsRNA, como ds-RNA-Theal, podem afetar funcdes
metabdlicas importantes para o psilideo, implicando no maior nimero de insetos em
brotacdes tratadas com dsRNA. Portanto, ndo ha evidéncias que indiquem repeléncia da

planta a D. citri devido a presenca das moléculas de dsRNA.
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Tabela 2. Resultados da analise de variancia e comparacdo de médias pelo teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade. Fc para tratamento. Gl = Graus de liberdade. CV =

coeficiente de variagéo.

CcVv Médias Erro

Bioensaios e ProFe ¢l (%) dsRNA | Agua | padrdo
dsRNA-Akvs Agua | 132 | 025 1 3368 | 2086 | 22,18 | 0,81
dsRNA-Wd-L vs Agua | 147 0,23 1 3359 | 26,15 | 23,88 1,33
dsRNA-GFEP vs Agua | 0.93 | 0,34 1 4463 | 32,60 | 2960 | 219
dsRNA-GF vs Agua | 023 | 063 1 2554 | 17,80 | 1815 | 0,51
dsRNA-Trehal vs Agua | 12,07 | 0,00 1 17,96 | 37,78 | 32,85* | 1,00
Agua vs Agua 4,40 0,04 1 28,14 | 48,25*1 | 42,28* 2,01

1 As brotagdes foram tratadas com &gua, mas para fins de analise, foram divididas em

tratadas e ndo-tratadas.

* Meédias na mesma linha diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de

probabilidade.



