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“O fardo é proporcional as forcas,
como a recompensa sera proporcional a resignacao e a coragem ”.
(Allan Kardec)



RESUMO GERAL

O setor da silvicultura enfrenta grandes perdas econdmicas e de produtividade devido ao
ataque de formigas cortadeiras do género Atta. Estas formigas causam danos diretos ou
indiretos, cortando grande quantidade de material vegetal para a manutengédo da colbnia e para
alimentar seu fungo simbionte Leucoagaricus gongylophorus. Atualmente, o controle
quimico é o mais utilizado dentre os disponiveis para as formigas cortadeiras, entretanto, 0s
formicidas mais eficientes pertencem a classe dos POPs (poluentes organicos persistentes)
que podem causar riscos para 0 meio ambiente e para a saide humana. A busca por métodos
alternativos ao controle quimico encontra-se sob intensa pesquisa, e estas alternativas devem
ser menos agressivas ao meio ambiente e também devem atender os padrfes de eficiéncia
para o controle de formigas cortadeiras. O objetivo deste trabalho foi utilizar o mecanismo de
RNA interferente e a bactéria entomopatogénica Bacillus thuringiensis (Bt) para o controle de
formigas cortadeiras Atta sexdens. Bioensaios realizados com oito cepas de B. thuringiensis
demonstraram que cinco induziram mortalidade entre 45% e 59% nas formigas operarias
forrageadoras e, os valores foram confirmados pelo postulado de Koch. As diferentes
concentragdes de B. thuringiensis induziram mortalidades entre 41% e 61%. Nas analises de
microscopia eletronica de varredura foi observada a presenca de cristais de até 2,0 um
longitudinalmente e de formatos variados, mas ndo foi possivel verificar nenhuma correlacéo
entre a mortalidade e o formato dos cristais. Moléculas de dSRNA homélogas ao gene da v-
atpase a foram sintetizadas na bactéria Escherichia coli HT115 (DE3) e fornecidas sobre
dietas as formigas. Duas col6nias produtoras de ds-v-atpase a exibiram mortalidade de 69%,
com inicio da mortalidade no 6° dia de avaliacdo. Acredita-se que as bactérias HT115 (DE3)
estdo sendo capazes de sintetizar dSRNA homologo ao gene da v-atpase a, e que este gene
seja de importancia vital a sobrevivéncia destas formigas. O presente trabalho traz
informacdes relevantes acerca da capacidade tanto do B. thuringiensis quanto do RNA
interferente de induzirem a mortalidade das formigas em bioensaios in vitro, colocando essas
duas estratégias como potenciais ferramentas para auxiliar no controle de formigas
cortadeiras.

Palavras chave: Formigas cortadeiras. Maquinaria do RNAI. Bactéria entomopatogénica.



ABSTRACT

The forestry sector faces great economic and productivity losses due to the attack of leaf-
cutting ants of the Atta genus. These ants cause damage or indirect, cutting large amounts of
plant material to maintain the colony and to feed its symbiotic fungus Leucoagaricus
gongylophorus. Currently, chemical control is the most used among those available for leaf-
cutting ants, however, the most efficient ant killers belong to the class of POPs (persistent
organic pollutants) that can cause risks to the environment and human health. The search for
alternative methods to chemical control is under intense research, and these alternatives must
be less aggressive to the environment and must also meet the efficiency standards for the
control of leaf-cutting ants. The objective of this work was to use the mechanism of
interfering RNA and the entomopathogenic bacteria Bacillus thuringiensis (Bt) for the control
of leaf-cutting ants Atta sexdens. Bioassays performed with eight strains of B. thuringiensis
showed that five induced mortality between 45% to 59% in foraging worker ants and the
values were confirmed by Koch's postulate. The different concentrations of B. thuringiensis
induced mortality between 61% and 41%. Scanning electron microscopy analyzes showed the
presence of crystals of up to 2.0 um longitudinally and of varying shapes, but it was not
possible to verify any correlation between mortality and the shape of the crystals. dsSRNA
molecules homologous to the v-atpase a gene was synthesized in the bacteria Escherichia coli
HT115 (DE3) and fed to ants on diets. Two colonies producing ds-v-atpase an exhibited 69%
mortality, with onset of mortality on the 6th day of evaluation. It is believed that the HT115
(DE3) bacteria are being able to synthesize dSRNA homologous to the v-atpase a gene, and
that this gene is of vital importance to the survival of these ants. The present work provides
relevant information about the ability of both B. thuringiensis and interfering RNA to induce
ant mortality in in vitro bioassays, placing these two strategies as potential tools to help
control leaf-cutting ants.

Key words: Leaf-cutting ants. RNAI machinery. Entomopathogenic bacterium.
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1 INTRODUCAO GERAL

As formigas cortadeiras Atta (Hymenoptera: Formicidae) s&o uma das principais
pragas dos setores agricola e florestal brasileiro, sendo considerada parte limitante para a
produtividade. Estas formigas sdo um dos principais problemas enfrentados por silvicultores,
e € necessario um constante monitoramento, pois estes insetos possuem o habito de
forrageamento que dura praticamente todo o ano, podendo causar danos como a desfolha total
e consecutiva de culturas (DELLA LUCIA, 2011).

O hébito de forrageamento é devido & necessidade de fornecer material vegetal ao
fungo simbionte Leucoagaricus gongylophorus que cultivam no interior das colonias. Em
troca, o fungo disponibiliza constantemente alimento e nutrientes as formigas. Além dos
nutrientes disponibilizados pelo fungo, estas se alimentam também de seiva das plantas
durante o forrageamento (SILVA et al., 2003). O fungo necessita de grande quantidade de
material vegetal e, ap0s o corte, as forrageadoras transportam o material vegetal fresco para o
interior das colonias, incluindo flores, frutos, brotos, folhas e caules (WILSON, 1986).

Estima-se que os danos causados por formigas cortadeiras possam chegar a cerca de
1,8 milhdes de hectares para pinus, 3,4 milhdes de hectares para eucalipto e 326 mil hectares
para outras culturas (PEREIRA; SANTOS, 2008). Quando se fala em dano econdmico,
estimativas apontam que os prejuizos causados por desfolha em culturas de eucalipto podem
chegar a cerca de U$ 8,26 por arvore desfolhada e as perdas anuais podem chegar a 1,2 bilhdo
de arvores, com meédia de quatro sauveiros adultos por hectare (DELLA LUCIA, 2011).

O controle quimico de formigas cortadeiras ¢ 0 método mais amplamente utilizado,
por ser considerado o mais eficiente dentre os sistemas de controle disponiveis. Os métodos
liquidos termonebulizaveis e as iscas formicidas sdo 0s mais comumente empregados, em
razdo da sua eficiéncia e operacionalidade (BOARETTO, MAC; FORTI, 1997; DELABIE,
JACQUES, 1989; DELLA LUCIA, 2011).

Apesar da ampla utilizacdo dos métodos quimicos estes apresentam potencial risco de
bioacumulacdo no solo e em lencois freaticos além do risco de acdo em organismos ndo alvo
(BEDOR et al., 2009). Outra grande preocupacdo acerca da utilizacdo dos defensivos
quimicos é que a sulfluramida, um dos principais ingredientes ativos de iscas formicidas
toxicas encontra-se no grupo do Acido Perfluorooctano Sulfénico (PFOS), fazendo de um
grupo de novas substancias com propriedades toxicas peculiares, tanto para o0 meio ambiente,

quanto para a saude humana. E este foi adicionado em maio de 2009 ao anexo B da
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Convencdo de Estocolmo sobre os POPs (CONVENTION, 2009). O Brasil é o Gnico pais que
utiliza a sulfluramida para iscas formicidas, fornecendo o material para outros paises da
América Latina que necessitam realizar o controle de formigas cortadeiras. Ainda ndo se
possui nenhum substituto viavel para a sulfluramida, desta forma, 0 MAPA enviou uma
solicitagdo de registro de Finalidade Aceitavel ao Secretariado da Convencéo, solicitando a
permissdo do uso de sulfluramida apenas nas iscas formicidas (MMA, 2014a).

A busca por novos métodos de controle para formigas cortadeiras alternativos aos
métodos quimicos encontra-se sob intensa pesquisa, visando estratégias menos agressivas ao
meio ambiente e aceitavel em termo de eficiéncia no controle desta praga (DELLA LUCIA,
2011). O Bacillus thuringiensis, tambem é uma alternativa em potencial, pois se trata de um
método considerado ambientalmente seguro e de alta eficiéncia ja estudada para diversas
ordens de insetos praga (FRANKENHUYZEN, 2009; LIMA et al., 2012). Este é um dos
principais microrganismos utilizados no controle biolégico e sua aplicagdo vem ganhando
cada vez mais impulso, devido a necessidade da implementacdo de metodos agricolas mais
seguros e menos danosos ao meio ambiente (MELO; SOCCOL; SOCCOL, 2016). Em sua
fase de esporulacdo, as linhagens de B. thuringiensis sdo capazes de produzir cristais
inseticidas. Estes cristais consistem em proteinas codificadas por diferentes genes, tais como
0s gene que codificam as proteinas crystal (cry), proteinas cytoliticas (cyt), proteinas de
estado vegetativo (vip) e a thuringiensina (f#-exotoxina) (BRAVO; GILL; SOBERON, 2007;
VAN BELKUM et al., 1998).

Os produtos obtidos atraves do B. thuringiensis podem ser através de linhagens de
plantas transgénicas ou por meio de formulacbes. As formulacdes sdo compostas por uma
mistura de células de esporos e cristais, enquanto as linhagens transgénicas sdo provenientes
da possibilidade da expressdo dos genes inseticidas em organismos recombinantes
heter6logos (CAPALBO; ARANTES; SUZUKI, 2005). Atualmente, as subespécies de B.
thuringiensis representam cerca de 98 % dos pesticidas microbianos pulverizaveis formulados
(BRAVO et al., 2011).

O RNA interferente (RNAI) vem sendo frequentemente estudado para o controle de
insetos praga, por ser um método altamente especifico dependente de uma sequéncia que,
geralmente, é direcionada a um Unico gene. Desta forma, a alta especificidade reduz o
impacto negativo produzido pelos inseticidas de amplo espectro e preserva a fauna benéfica
na area de cultivo (JOGA et al., 2016; KHAJURIA et al., 2015). O RNAIi é um mecanismo de
silenciamento pds-transcricional e sua capacidade de silenciamento foi descrita pela primeira

vez no nematoide Caenorhabditis elegans, onde o percussor do silenciamento foi determinado
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como um RNA dupla fita (dSRNA) (FIRE, A. et al., 1998). Atualmente esta tecnologia tem
sido uma ferramenta eficaz nos estudos gendmicos funcionais e no manejo de pragas
(ANDRADE; HUNTER, 2016). Inclusive, j& foi anunciada uma cultura geneticamente
modificada contendo um evento para o controle de insetos baseado em RNAI. Este evento foi
o milho transgénico MON87411 contendo uma constru¢cdo de Diabrotica virgifera
(Coleoptera: Chrysomelidae) (EPA, 2014).

Um dos métodos de producdo de dsRNA recentemente estudados é a producdo via
bactérias, pois € considerado um método mais econdmico, uma vez que a producéo de dsSRNA
in vitro via kits € altamente onerosa (JOGA et al., 2016; RAMPADARATH; PUCHOOA,;
BAL, 2015). A bactéria Escherichia coli linhagem HT115 (DE3) possui uma muta¢do no
gene codificador da RNAse Ill, além de apresentar uma alta taxa de crescimento, reter
plasmideos e possuir o gene codificador da RNA polimerase T7, desta forma estas bactérias
tém a capacidade de gerar dsSRNA e contém o promotor T7 (POSIRI; ONGVARRASOPONE;
PANYIM, 2013). Diversas pesquisas estdo sendo realizadas com o objetivo de aperfeicoar a
producdo de produtos a base de RNAI, que sejam de baixo custo e prontos para pulverizar
(JOGA et al., 2016).

A utilizagdo do B. thuringiensis e do RNAI contra formigas cortadeiras ainda é pouco
estudada, entretanto, devido ao alto potencial destas técnicas para o controle de insetos o
objetivo deste trabalho foi avaliar a patogenicidade de oito cepas de B. thuringiensis contra
operarias forrageadoras de Atta sexdens e utilizar o RNAIi proveniente construcdes de
linhagens de bactérias E. coli HT115 (DE3) com o gene V-ATPase A para avaliar a taxa de

mortalidade de operérias de Atta sexdens em laboratorio.

2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Formigas cortadeiras do género Atta

O sucesso ecoldgico das formigas cortadeiras perdura a mais de 50 milhdes de anos
(MUELLER, 2002) e um dos principais fatores que levam a existéncia de muitas populacdes é
a relacdo de simbiose com o fungo Leucoagaricus gongylophorus (SCHADE, 1973). As
formigas cortadeiras apresentam uma capacidade de selecionar o material vegetal a ser
cortado e o sucesso destas formigas esta ligado ao seu comportamento eusocial, o que permite
que as formigas evitem o contato com competidores e predadores (HUBBELL; WIEMER,
1983).
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As formigas Atta ssp. (Hymenoptera: Formicidae) atacam principalmente florestas de
pinus e eucalipto, entretanto também pode atacar culturas cultivadas no geral (MARICONI,
1970) e também destacam-se por sua ampla distribuicdo podendo ser encontradas do Sul dos
Estados Unidos ao Centro da Argentina (DELABIE et al., 20 11). No Brasil, podem ser
encontradas principalmente nas regides centro e centro-sul do pais (DELLA LUCIA, 1993).

As sallvas possuem uma coloracao que pode variar do marrom escuro ao vermelho; as
operarias medem entre 12 mm e 15 mm, possuindo trés pares de espinhos no mesossoma; na
espécie Atta sexdens a cabeca é bastante pilosa, até mesmo em areas laterais (MARICONI,
FRANCISCO DE ASSIS MENEZES, 1971). A distribuicdo morfoldgica do sistema de castas
e sub-castas de operarias é bastante visivel: as jardineiras sdo consideradas as operarias
minimas e cuidam do fungo simbionte; as generalistas, com tamanho intermediario, tem a
funcdo de reconstrucdo do jardim do fungo e degradacdo do material vegetal, além de
cuidados com a rainha e transporte de outras operarias; as forrageadoras, que também
possuem um tamanho intermediario, transportam o material vegetal para dentro da colénia; e,
por fim, os soldados séo as operarias maiores e tem a fungéo de defesa da colonia (WILSON,
1980).

Novas colonias sdo formadas nos periodos conhecidos como revoada, que ocorrem
anualmente, geralmente apos 38 meses da fecundacdo tendo como consequéncia a liberagédo
de icas e bitus que sdo conhecidas como formigas sexuadas aladas. As i¢as serdo as futuras
rainhas e sdo fecundadas em pleno voo, descendo ao solo para cavar novas col6nias. As icas
carregam em sua cavidade infrabucal uma pequena quantidade do fungo trazido da colénia
anterior, com o objetivo de iniciar uma nova col6nia. Ap6s a fecundacdo, a icd comeca 0
trabalho de escavacdo da nova coldnia, cavando pequenos canais que dardo inicio a
construcdo das camaras (AUTORI, 1942). Terminando o trabalho de escavacdo, a ica
regurgita o fungo presente em sua cavidade infrabucal para iniciar o seu cultivo (DELLA
LUCIA et al., 1995). A ica é responsavel por cuidar da coldnia nos proximos 90 dias e, apos
60 dias, as primeiras operarias comecam a emergir, auxiliando a rainha em seus diversos
trabalhos e na expansdo da colonia (HOLLDOBLER; WILSON, 1990).

As espécies vegetais coletadas pelas formigas cortadeiras podem ser de uma infinidade
de plantas, o que caracteriza as formigas como insetos polifagos (NORTH; JACKSON;
HOWSE, 1997). O aspecto de escolha dos materiais vegetais cortados pode ser influenciado
por diversos fatores, tais como a identificacdo de compostos secundarios toxicos nas plantas
ou até mesmo compostos com potencial de redugdo da digestibilidade, como é o caso dos
taninos (SANTANA; COUTO, 1990). Outro fator de escolha para a selecdo do material
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vegetal é o odor das plantas, onde as formigas cortadeiras usam pistas de odor como critério
para decidir qual material cortar ou ndo (DELLA LUCIA, 2011).

Apos a selecdo do material vegetal, as forrageadoras realizam o corte para que esse
material seja transportado para o interior da colbnia. As forrageadoras transportam
praticamente todo o material vegetal fresco para o interior da colbnia para suprir as
necessidades do fungo simbionte Leucoagaricus gongylophorus que cultivam no interior da
colonia (DELLA LUCIA, 2011; WILSON, 1986).

A relacéo entre as formigas cortadeiras e o fungo cultivado no interior das colbnias é
uma relacdo de simbiose, baseada principalmente na troca de nutrientes entre 0s organismos
participantes dessa relagdo (DE SIQUEIRA et al., 1998). A interacdo entre formigas e fungo
ndo é uma interacdo recente (MUELLER, 2002). Bass e Cherret (1996) analisaram a estrutura
do fungo L. gongylophorus e verificaram nas camaras que os jardins de fungo sdo o0s
responsaveis pela producdo de gongilideos, estruturas responsaveis pelo fornecimento de
alimentos para as formigas. O fungo ainda ndo foi encontrado livremente na natureza, estando
presente apenas em coldnias e sendo disseminado apenas pelas rainhas em épocas de revoada
(WEBER, 1972).

O material vegetal coletado é preparado pelas operarias, onde inicialmente ocorre uma
fragmentacdo e maceracdo do material vegetal, apOs estes processos ocorre um depdsito de
fluido fecal e inoculagdo do material no fungo (STAHEL, 1943). O fungo é fonte de alimento
tanto para operarias quanto para larvas e € capaz de suprir as necessidades nutricionais destas,
sendo o nutriente mais importante provindo da degradacdo de amido e celulose realizados
pelas enzimas fangicas (SILVA, 2004). .

As formigas cortadeiras sao consideradas herbivoras dominantes na regido Neotropical
e alimentam-se basicamente da seiva de plantas e do fungo. Desta forma, ao preparar as
plantas para incorporagdo no jardim de fungo, as forrageadoras ingerem a seiva e acumulam
carboidratos suficientes para suas necessidades nutricionais diarias (BASS; CHERRETT,
1996; QUINLAN; CHERRETT, 1979). As formigas do género Atta ssp. exibem preferéncia
de 22% a 31% das plantas que exploram, entretanto elas selecionam e cortam o material
vegetal de acordo com suas caracteristicas nutricionais, o teor de dgua e a dureza do material
vegetal (CHERRETT; POWELL; STRADLING, 1989; ROCKWOOD, 1976). O Pinus e 0
Eucalipto sdo as principais espécies florestais que mais sofrem danos devido ao ataque de
formigas cortadeiras, sendo que estas podem atacar em qualquer estagio de desenvolvimento
destas espécies arboreas (MATRANGOLO et al., 2014).
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As rainhas alimentam-se basicamente do fungo e recebem nutrientes das formigas
operérias via trofalaxia (HOLLDOBLER; WILSON, 1990). As larvas sdo alimentadas pelas
operérias adultas com os gongilideos, que séo ricos em proteinas (MUELLER et al., 2001).
As operarias sdo responsaveis por coletar os estafilos, sugar os nutrientes liquidos e passar o
restante para as larvas, que possuem enzimas capazes de degradar as paredes celulares das
hifas. As larvas possuem mandibulas com espinhos que perfuram as células do micélio e as
auxiliam a se alimentar do fungo, aproveitando ao maximo o alimento (DELLA LUCIA;
BENTO, 1993). As operarias alimentam-se de exudados liberados durante o corte e
manipulacdo das folhas (LITTLE; CURRIE, 2007). O alimento apds ser coletado pelas
operarias permanece por cerca de 24 horas na cavidade infrabucal, onde ocorre uma retencao
de particulas s6lidas (FOWLER et al., 1991).

A cavidade infrabucal é composta por uma espécie de filtro de pequenas cerdas que
sdo capazes de reter o material sélido (DE JESUS; BUENO, 2007). Operarias minimas de
Acromyrmex octospinosus possuem uma capacidade de filtracdo de particulas de até 10 pm
durante a ingestdo de alimentos liquidos, enquanto operarias de Solenopsis invicta podem
filtrar particulas de cerca 1,8 um (GLANCEY et al., 1981). Em operéarias de A. sexdens as
particulas retidas podem ser de até 2um de diametro (BUENO, O C, 2005).

A morfologia do intestino de adultos do género Atta se difere apenas pelas variacdes
de tamanho entre as diferentes castas, e este € composto pela faringe, cavidade bucal, es6fago,
proventriculo, ventriculo, papo, intestino posterior, reto e anus (CAETANO, 1984). O pH do
intestino € uma propriedade importante para o entendimento da digestdio em formigas
cortadeiras. Ensaios in vivo verificaram que o pH no papo e no intestino médio de formigas
cortadeiras pode variar entre 7 e 8 (BOYD; MARTIN, 1975) e o processo digestivo consiste
na obtencdo de nutrientes, onde ocorre a transformacdo de macromoléculas (proteinas,
polissacarideos, acidos nucleicos, lipideos e vitaminas) em moléculas menores (aminoacidos e
monossacarideos), que sdo absorvidas pelo intestino médio (DELLA LUCIA, 2011). As
enzimas digestivas das larvas sdo eficientes em digerir lipideos e proteinas, enquanto as
enzimas digestivas dos adultos digerem principalmente carboidratos (HOLLDOBLER;
WILSON, 1990).

2.2 Ataque e controle de formigas cortadeiras.

As formigas cortadeiras sdo consideradas as principais pragas florestais brasileiras,

sendo capazes de cortar brotos, flores, folhas e galhos, causando perdas diretas e indiretas no
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desenvolvimento das arvores, como, por exemplo, a diminui¢do do tamanho e a diminuigéo
da resisténcia a outros insetos e alguns patégenos (FERREIRA, 1989; MARICONI,
FRANCISCO DE ASSIS MENEZES, 1971).

Os trés primeiros anos de idade da planta s&o onde as formigas cortadeiras s&o mais
prejudiciais, e apos esse periodo, uma planta de eucalipto pode sofrer uma desfolha total e
consecutiva (MATRANGOLO et al.,, 2014). Uma Unica colbnia é capaz de reduzir o
crescimento em 5% das plantas de Eucalipto e 10% de plantas de Pinus, e tais estimativas
representam uma reducdo de aproximadamente 2,1% na producdo anual da madeira
(MENDES FILHO, 1981).

Mudas de Pinus taeda com 30 dias de idade e sofrendo 100% de desfolhagdo por
formigas cortadeiras demonstraram, em um ano, perdas de 13,3% em altura e 20% de
didmetro em relacdo a espécies ndo atacadas, enquanto mudas de Eucalyptus grandis
apresentaram perdas em altura com apenas 3 meses de idade (REIS FILHO et al., 2011;
ZANETTI et al., 2014). Os danos causados por formigas cortadeiras evidenciam a
consequente queda na producdo e no faturamento, sendo que esta queda é acentuada de
acordo com a frequéncia da desfolhacdo, o que pode tornar a manutencdo de areas com
desfolha total praticamente inviavel (DOS SANTOS, ARTHUR, 2017).

Em decorréncia da grande importancia econémica e dos ataques causados por
formigas cortadeiras, estas tém sido alvo de diversos estudos visando seu controle. As
técnicas para controlar as formigas cortadeiras variam desde técnicas simples e caseiras
passadas de geracdo em geracdo, até técnicas robustas e de alta tecnologia (DELLA LUCIA,;
VILELA, 1993). Dentre os métodos para controlar as formigas cortadeiras destacam-se o
controle quimico, controle mecanico, controle cultural e o controle bioldgico (ZANETTI et
al., 2014). Entretanto, o controle mecéanico ndo é comumente utilizado, pois é aplicado
somente em pequenas areas e em col6nias de apenas quatro meses de idade (BOARETTO;
FORTI, 1997).

O controle quimico é o método mais utilizado em areas florestais, feito principalmente
através do uso de inseticidas quimicos (ZANUNCIO et al., 2002). Dentre os métodos
quimicos sdo encontradas as formulagdes em pd, liquidas ou liquidas nebulizaveis e as iscas
granuladas toxicas (BOARETTO, MAC; FORTI, 1997). O conhecimento acerca do modo de
acdo dos inseticidas é essencial. O Comité de Acdo para Resisténcia a Inseticidas (IRAC)
classifica os inseticidas a partir de seu modo de acdo (BASF, 2013).

As iscas granuladas toxicas sdo consideradas o método mais eficiente, econdmico e

pratico de controle das formigas cortadeiras, sendo os ingredientes ativos mais utilizados a
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sulfluramida, o fipronil, o fenitrotion e a deltametrina (MAPA, 2013a; TEIXEIRA; SANTOS,
2008). A sulfluramida (N-etil perfluooctano sulfonamida) e seu potencial de controle foram
descobertos quando estes foram usados como surfactante para formulaces toxicas contra
formigas Solenopsidini, demonstrando um retardo na toxicidade para trabalhadores desta
espécie (VANDER MEER; LOFGREN; WILLIAMS, 1985). O metabdlito N-etil
perfluorooctano sulfonamida age no organismo afetando a fosforilagdo oxidativa,
interrompendo a sintese de ATP. Desta forma, no momento em que as formigas transportam a
sulfluramida para o interior da colénia em forma de iscas toxicas cerca de 60% das operarias
se contaminam com a substancia e, como consequéncia, a colonia entra em colapso,
interrompendo sua atividade (FORTI et al., 1993).

Dos novos grupos quimicos que vem se mostrando eficientes no controle de formigas
cortadeiras destaca-se o fipronil, que é um fenil-pirazol que atua diretamente no sistema
nervoso central do inseto (BOARETTO, M A C; FORTI, 1997). O fipronil foi desenvolvido
em 1987 por Rhone-Poulenc e utilizado comercialmente em 1993 (RHONE-POULENC,
1995) e surgiu a partir de uma necessidade de inovagdo, pois na década de 1980 diversos
insetos-praga haviam desenvolvido resisténcia a alguns inseticidas ja formulados tais como 0s
organofosforados, piretroides e carbamatos (ALYOKHIN et al., 2008). O fipronil esta entre
um terco do mercado mundial de inseticidas, na classe dos inseticidas sistémicos, pois atuam
interrompendo a transmissdo neural no sistema nervoso central dos invertebrados, levando os
invertebrados alvo a morte (SIMON-DELSO et al., 2015).

Os sitios de ligacdo do fipronil estdo relacionados aos receptores do acido gama-
aminobutirico (GABA) (SIMON-DELSO et al., 2015). Os antagonistas dos canais de cloro
mediados por GABA atuam como bloqueadores da entrada de cloro nas células nervosas
(OMOTO, 2000). O GABA ¢ um neurotransmissor que possui a funcdo de transmitir sinais
que inibem a atividade de células pds-sinapticas o que, em certo grau, € essencial para 0 bom
funcionamento do organismo. Entretanto, se esta inibicdo ocorrer de forma constante o
organismo é levado a superestimulacdo e convulsdo. Os principais antagonistas dos canais de
cloro séo os organoclorados e o fenilpirazois (BASF, 2013).

Apesar da grande utilizacdo de defensivos quimicos, estes trazem alguns problemas
relacionados ao seu uso, tais como seu potencial de bioacumulacdo no solo e em lencdis
freaticos e problemas com organismos ndo alvos (BEDOR et al., 2009). Além disso, 0 uso
constante de inseticidas quimicos vem sendo frequentemente questionado, o que tem
aumentado a demanda por produtos ambientalmente seguros (DA SILVA ARAUJO et al.,

2015). Um dos fatores que leva a uma preocupacao referente ao uso de produtos quimicos é
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que em 2004 o Brasil tornou-se signatario da Convencdo de Estocolmo sobre os Produtos
Organicos Persistentes (POPs), no qual o uso e a comercializacdo de alguns produtos
quimicos foram proibidos. Dentre os agentes controladores de formigas encontram-se o
endossulfam, que estava liberado apenas para o uso no controle de formigas até o ano de
2010, entretanto apo6s este ano todos 0s usos do endossulfam foram banidos ap6s uma
revalidacdo toxicoldgica realizada pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
(MMA, 2014a). Outro agente de controle de formigas proibido foi o0 Mirex (dodecacloro), que
teve 0 seu uso para fins agropecuarios proibido pelo MAPA em 1985, sendo admitidos apenas
para 0 uso formicida. Contudo, a permissdo para o uso formicida foi revogada em 1992, no
qual como alternativa o dodecacloro foi substituido pela sulfluramida, que hoje tem sua
comercializagdo como o Mirex-s (MMA, 2013c).

A sulfluramida € o composto que possui as caracteristicas necessarias para uma boa
funcionalidade da isca, entretanto encontra-se no grupo do Acido Perfluorooctano Sulfonico
(PFOS), sendo que este faz parte de um grupo de novas substancias com caracteristicas
toxicas peculiares, tanto para o meio ambiente, quanto para a saude humana. Foi adicionado
ao anexo B da Convencao de Estocolmo sobre os POPs em maio de 2009 (CONVENTION,
2009; DE BRITTO et al., 2016; MMA, 2014a). O Brasil é o Unico pais que produz a
sulfluramida para iscas formicidas, e este produto € utilizado por todos os estados do pais e
alguns paises da América Latina. Como o Brasil ainda ndo possui nenhum substituto viavel
para a sulfluramida, 0 MAPA enviou uma solicitacdo de registro de Finalidade Aceitavel ao
Secretariado da Convencéo, solicitando a permissdo do uso de sulfluramida apenas nas iscas
formicidas (MMA, 2014a).

Alguns métodos podem ser alternativos ao controle quimico, como por exemplo, 0 uso
de produtos naturais e o controle bioldgico (DELLA LUCIA; SOUZA, 2011). Zhang; Li e
Miao (2013) ainda ressaltam a técnica de silenciamento génico a partir de RNA de

interferéncia como uma alternativa em potencial para o controle de pragas.
2.3 Bacillus thuringiensis

O controle bioldgico é considerado um método de controle de pragas promissor, e
surgiu como alternativa ao uso de produtos quimicos devido a sua alta eficiéncia e baixo risco
de contaminacdo no meio ambiente (LIMA, et al., 2012). O Bacillus thuringiensis ¢ uma
bactéria gram-positiva, formadora de cristais proteicos durante a fase de esporulacdo

(BRAVO et al., 2002), podendo ser encontrado principalmente no solo, em insetos mortos e
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também em material vegetal (VALICENTE; BARRETO, 2003; VALICENTE et al., 2010). O
alto interesse agrondémico e cientifico acerca da atividade entomopatogénica do B.
thuringiensis € devido a sua capacidade de colonizar uma vasta gama de hospedeiros e possuir
alto grau de especificidade (DE MAAGD et al., 2000).

Em sua fase de esporulacéo, as linhagens de B. thuringiensis sdo capazes de produzir
cristais inseticidas, que consistem em proteinas codificadas por diferentes genes, denominadas
Crystal (cry), Vegetativas (vip), Cytoliticas (cyt), e a Thuringiensina (f-exotoxina). As
proteinas Cry sdo as principais constituintes dos cristais, € 0 peso molecular destas pode
variar entre 40 e 140 KDa (BRAVO; GILL; SOBERON, 2007). Até o ano de 1998 sua
nomenclatura abrangia quatro classes de proteinas Cry (Cryl, Cryll, Crylll e CrylV).
Entretanto, devido ao alto nimero de genes sequenciados, a classificagdo das proteinas Cry
sofreu mudancas. Atualmente, a nomenclatura varia desde Cryl ao Cry75 (CRICKMORE,
2018). O modo de acdo das proteinas Cry se da através da lise das células epiteliais do
mesentério do organismo alvo, onde a solubiliza¢do das proteinas ocorre em pH alcalino, nas
microvilosidades do intestino médio dos insetos, formando poros na célula (BRAVO et al.,
2002).

Os organismos alvo possuem receptores que sdo capazes de interagir com as proteinas
Cry e esta interacdo € um dos principais fatores determinantes na especificidade da toxina
(WOLFERSBERGER, 1990). Uma mesma linhagem de B. thuringiensis pode conter uma ou
mais variacOes de genes que codificam as proteinas Cry e, desta forma, podem ser formados
um ou mais cristais provenientes de uma mesma linhagem (ANDRADE ANGELO;
TRINDADE VILAS-BOAS; CASTRO-GOMEZ, 2010).

As proteinas Vip possuem modo de acdo bastante similar as proteinas Cry, entretanto
sdo sintetizadas em fase vegetativa e ndo sdo formadoras de cristais (ESTRUCH et al., 1997).
As proteinas Vip sdo promissoras no controle de pragas, pois possuem diferencas estruturais
em relacdo as demais proteinas de B. thuringiensis (PINTO et al., 2010). As proteinas Cyt sdo
proteinas de atividade hemolitica que sofrem quebras em sua por¢do C-terminal e N-terminal,
passando por processos de clivagem até sua forma de toxina ativa. Diferentemente das Cry,
ndo se ligam a receptores, mas sim diretamente aos lipideos da membrana, provocando a
formacéo de poros (BRAVO; GILL; SOBERON, 2007).

Os produtos obtidos através do B. thuringiensis, podem ser as linhagens de plantas
transgénicas ou as formulacdes, sendo que as formulacdes sdo compostas por uma mistura de
células de esporos e cristais formados pelas proteinas Cry, enquanto as linhagens transgénicas

provém da possibilidade da expressdo dos genes cry em organismos recombinantes
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heterélogos (ARANTES; VILAS-BOAS:; VILAS-BOAS, 2002; CAPALBO; ARANTES:
SUZUKI, 2005). A producdo de formulagdes de B. thuringiensis é baseada na escolha de uma
linhagem que seja geneticamente estavel e que apresente toxicidade ao inseto alvo
(ANDRADE; VILAS-BOAS; CASTRO-GOMEZ, 2010).

As principais fases de producdo de formulacBes a base de B. thuringiensis sdo a
selecdo das cepas eficientes, a estocagem, 0s processos fermentativos, a recuperagdo do
principio ativo, que sdo 0s esporos e os cristais e, por fim, a formulacdo do produto seguida
pela andlise de qualidade (COUCH, 2000; LIMA, URGEL et al., 2001). A forma mais
comum da producdo de formulagdes € através da fermentacdo submersa descontinua, onde a
fermentacdo ocorre em um recipiente contendo o meio de cultura liquido e o indculo de
microrganismos, sendo que ao final deste processo a cultura de B. thuringiensis possui cerca
de 6% a 8% de solidos, onde os esporos e cristais podem corresponder a até metade deste
valor (BRAR et al., 2006). Os métodos mais comuns de recuperacao dos cristais e esporos séo
a centrifugacdo e a microfiltracdo (COUCH, 2000). No Brasil, a licenga para o uso de bio
produtos a base de B. thuringiensis é expedida pela ANVISA, mas antes da liberacdo esta
agéncia solicita testes padrdes que assegurem a seguranca ambiental e a salde humana
(ANDRADE; VILAS-BOAS; CASTRO-GOMEZ, 2010).

A obtencdo de culturas a base de B. thuringiensis € possivel devido ao fato de que
espécies diferentes possuem mecanismos equivalentes que sdo capazes de converter a
informacdo genética contida no DNA em proteinas, ou seja, 0 seguimento de DNA de uma
bactéria pode ser transcrito e traduzido em uma proteina funcional quando inserido em plantas
(CAPALBO; ARANTES; SUZUKI, 2005).

Apesar do amplo espectro de acdo de B. thuringiensis contra diversas ordens de
insetos, a efetividade deste método no controle de formigas cortadeiras ainda € pouco
conhecida. A atividade de B. thuringiensis ja foi relatada para hymenopteros (BENZ;
JOERESSEN, 1994). Dois isolados de B. thuringiensis foram encontradas e levaram a uma
eficiéncia de até 100% no controle de Acromyrmex spp., sendo estes isolados provenientes de
amostras nativas de operarias de Acromyrmex crassispinus e Acromyrmex lundi (PINTO et
al., 2003). As cepas PS86Q3, PS14E2 e PS211B2 demonstraram toxicidade de cerca de 85%
para a espéecie de Monomorium pharaonis, mais conhecida como formiga-farad (PAYNE et
al., 1997). A cepa PS86Q3 causou 35% de toxicidade em Diprion pini, um himendptero-
praga que ataca frequentemente culturas de Pinus sp. Estes trabalhos evidenciam a
importancia do B. thuringiensis como agente de controle bioldgico (GARCIA-ROBLES et al.,
2001).
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2.4 RNA interferente

O RNA interferente (RNAI) consiste em um mecanismo biolégico que leva ao
silenciamento génico pos-transcricional (PTGS) através da degradacdo do mRNA, que €
mediado por pequenas moléculas de RNA dupla fita (CASTEL; MARTIENSSEN, 2013). Os
pequenos RNAs compreendem 3 classes destacadas, 0s RNAs de cadeia curta (SiRNAS), 0s
microRNAs (miRNAS) e os RNAs de interacdo piwi (piRNASs) (SIOMI, 2009). Os siRNAs
estdo envolvidos na resposta de defesa do organismo contra RNAs dupla fita (double-
stranded RNA) (dsRNAs) exdgenos; 0os miRNAs participam de processos regulatérios de
desenvolvimento celular e utilizam, principalmente, transcritos endégenos com a estrutura de
um dsRNA; a funcdo dos piRNA é promover o silenciamento de transposons, com 0 objetivo
de assegurar a estabilidade de células germinativas (TOMARI; DU; ZAMORE, 2007).

O fendémeno de RNAI foi descrito pela primeira vez em 1990 e foi denominado como
co-supressao, sendo identificado através da introducdo de copias extras do gene Chalcona
sintase (CHS) em plantas de petunia com objetivo de se obter flores mais pigmentadas.
Entretanto, os resultados obtidos foram contrarios ao esperado, pois a introducdo de copias
extras do gene resultou em flores variegadas e até mesmo totalmente brancas. Este fato pode
ser explicado em funcéo das cdpias do gene da petunia e as copias do transgene terem sido
suprimidas (NAPOLI; LEMIEUX; JORGENSEN, 1990).

O termo RNAI foi criado a partir de experimentos realizados no nematoide
Caenorhabditis elegans, no qual incialmente foi realizada a injecdo das fitas senso e anti-
senso do gene unc22, responsavel pela contragdo muscular. Através deste trabalho pode ser
observado que os nematoides que receberam a injecdo das fitas senso e anti-senso juntas,
apresentaram mudancas fenotipicas como a movimentacdo desordenada devido a atividade de
interferéncia dos dsSRNA injetados (FIRE, A. et al., 1998).

O mecanismo do RNAI pela via dos siRNAs é desencadeado a partir do uso dos
dsRNAs, que ap6s chegarem ao interior das células, estes sdo processados por RNAses do
tipo 111 denominadas DICER, clivando tais moléculas em pequenos RNAs de interferéncia
(siRNAs) com tamanhos entre 21 a 23 nucleotideos (ELBASHIR; LENDECKEL; TUSCHL,
2001; FIRE, ANDREW et al., 1998). A fita anti-senso (guide strand) é incorporada pelo
complexo de silenciamento induzido por RNA (RNA-induced silencing complex - RISC). Este
complexo possui proteinas ARGONAUTAS como seu principal componente. Uma fita guia é

utilizada pelo complexo RISC para encontrar os mRNAs homoélogos, promovendo sua
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degradacdo e um possivel knockdown na expressdo do gene (Figura 1) (HANNON, 2002;
MEISTER; TUSCHL, 2004).

Figura 1 — Mecanismo mediado pela rota de siRNA celular no silenciamento de genes.
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Legenda: O mecanismo de RNAI pela rota do siRNA ocorre quando o dSRNA entra em contato com o
organismo, desta forma a Dicer cliva este dsSRNA em pequenos RNAs de interferéncia, 0s sSiRNAs. A
fita anti-senso deste siRNA é usada como fita guia e incorporada pelo complexo RISC com o objetivo
de encontrar o mMRNA homdélogo ao dsRNA, promovendo sua degradacdo e um possivel knockdown
na expressao do gene.

Fonte: JOGA et al., 2016 adaptado.

O RNAI pode ser dividido em RNAIi de células autdbnomas, indicando que o
silenciamento é limitado apenas a célula nas quais 0 dsRNA foi introduzido, este dsSRNA
atinge apenas o interior de células individuais; e 0 RNAI de células ndo-autbnomas, que
atinge diferentes células e tecidos a partir do local em que se foi introduzido o dsRNA
(WHANGBO; HUNTER, 2008). O RNAI de células ndo-autbnomas é o mais indicado no
controle de insetos. Dentro da classificacdo do RNAI de células ndo-autbnomas podem ser
observados dois tipos de mecanismos: 0 RNAI ambiental, que é absorvido por uma célula a
partir do ambiente; e 0 RNAI sisttmico, onde os sinais de silenciamento sdo transportados de
uma célula a outra. Na maioria dos casos, o0 inseto inicialmente ingere 0 dSRNA homdlogo ao
gene alvo através da alimentacdo e este deve ser absorvido por outras células para que ocorra
o silenciamento (HUVENNE; SMAGGHE, 2010).

O potencial do RNAIi como forma de controle de insetos-praga vem se destacando nos
altimos anos, principalmente devido a possibilidade de disponibilizar o dsSRNA via ingestédo
(GU; KNIPPLE, 2013). Diversos trabalhos tém demonstrado a eficiéncia da técnica de RNAI

para controle de pragas, e um destes trabalhos foi relacionado com o gene do citocromo P450
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(CYP6AE14) encontrado em Helicoverpa armigera. Este gene foi correlacionado ao
crescimento das larvas e a desintoxicagdo do metabdlito secundario gossipol presente em
plantas de algoddo. Ao se alimentarem com dsRNAs homdlogos ao gene CYP6AE14 foi
verificado que as larvas ndo conseguiram realizar a desintoxicagcdo por gossipol, causando
uma diminuicdo no tamanho do intestino médio dos insetos e um crescimento retardado das
larvas (MAO et al., 2007).

O gene PBAN de Solenopsis invicta, conhecida como formiga-de-fogo, também foi
silenciado via RNAI. E esta presente no sistema nervoso central dos insetos, e possui a funcdo
de ativar a biossintese de feroménios (VANDER MEER; CHOI, 2013). A interferéncia na
expressao dos genes alvo mediada por RNAI pode gerar diversos distlrbios em insetos-praga,
sendo os principais o crescimento atrofiado dos insetos e consequente morte (THAKUR et al.,
2014).

O potencial de sucesso da técnica para o controle de insetos-praga deve levar em
consideracdo diversos parametros, dentre eles a dose de dsRNA fornecida ao inseto, a forma
de entrega da molécula e a identificagdo dos melhores alvos ao silenciamento (NANDETY et
al., 2015). Os genes escolhidos para o silenciamento devem ser alvos essenciais ao
desenvolvimento do inseto ou envolvidos em rotas metabdlicas chave (KHAN et al., 2013).
Gragas as novas técnicas de sequenciamento de nova geracdo (Next-generation Sequencing)
(NGS), como 0 RNA-seq e 0 Miseq, a geracéo e o processamento de dados transcriptémicos e
genémicos podem ser realizados de forma mais rapida e eficiente, podendo facilitar no
entendimento acerca de genes alvo a serem estudados (NANDETY et al., 2015). A busca por
genes alvo é de extrema importancia para o controle insetos, uma vez que ao silenciar ou

diminuir a expressdo de genes chaves os insetos podem ser levados a morte.

2.5 ATPases Vaculoares (VATPases)

As ATPases vacuolares (V-ATPases) funcionam como bombas de prétons que sao
acionadas mediante a presenca de ATP em uma ampla variedade de membranas celulares,
podendo estas membranas ser os endossomos, lisossomos, vesiculas de Golgi, vesiculas
secretoras e membranas plasmaticas de diversos tipos de células (FORGAC, 2007).

O complexo das V-ATPases € formado por dois dominios (V1 e Vo), onde o setor V1
encontra-se em contato com o citosol e possui a funcdo de hidrolisar moléculas de ATP,
enquanto o setor Vo é o setor transmembranico e esta envolvido com a translocagdo de
prétons através da bicamada lipidica (HURTADO-LORENZO et al., 2006). O complexo das
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V-ATPases atua no processo de acidificagdo do pH de ambientes extracelulares através do
bombardeamento de prétons H*, ocorrendo do citoplasma para o limen das vesiculas
(MELLMAN, 1992).

As subunidades sdo bem organizadas. O setor Vi é dividido em oito subunidades
diferentes (A-H), que sdo responsaveis por hidrolisar o ATP. A estequiometria destas
subunidades é composta em As, Bs, C1, D1, E2, F1, G2 e Hi2. O setor Vo € composto pelas
subunidades a, d, ¢, ¢’, e ¢” (ARAI et al., 1988; COTTER et al., 2015). As subunidades Az e
B3 estdo dispostas em um hexametro, alternados com os locais de ligacdo de nucleotideos
localizados nas interfaces das regides A e B, e é mais especificamente nesta regido que ocorre
a hidrolise do ATP. A energia gerada através da hidrdlise do ATP é direcionada para que
ocorra um giro no rotor composto pelas subunidades D, F, d, e, desta forma ocorrera um giro
nas subunidades ¢’ e ¢” (figura 2) (COTTER et al., 2015; FORGAC, 2007).

Figura 2 — Estrutura e mecanismo rotativo da V-ATPase.
ADP + Pi

oHY

Citoplasma» -
Vo |[°

[Lumen extracelular

Legenda: Mecanismo rotativo da V-ATPase. A hidrélise do ATP, que ocorre em V1, causa alteracoes
nas unidades conformacionais nas subunidades A que, por sua vez, ativam a rotacdo do rotor no
dominio Vo, promovendo a translocacédo de prétons H* através da bicamada lipidica.

Fonte: CIPRIANO et al., 2008 adaptado.

A rotacdo das subunidades ira permitir com que ocorra uma entrada de prétons H*

para o lmen extracelular através dos canais presentes na subunidade a. As subunidades EGH
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e EGC possuem a finalidade de manter as subunidades AB do dominio Vi ligadas a
subunidade presente em Vo (COTTER et al., 2015).

Pequenas quantidades de dsRNA homologas as subunidades de V-ATPase A e D
incorporadas a dieta artificial foram capazes de reduzir os niveis de mRNA e levar larvas de
Diabrética virgifera virgifera a morte (BAUM et al., 2007). Em estudos realizados com
plantas de tabaco expressando dsRNA homdlogos ao gene da V-ATPase A foi possivel
constatar que estas causaram uma mortalidade entre 48% e 62% em adultos da mosca branca
Bemisia tabaci (THAKUR et al., 2014). Upadhyay et al. (2011) observaram elevada taxa de
mortalidade em B. tabaci alimentadas com dieta contendo dsV-ATPAse A apds seis dias de
bioensaio.

Os resultados dos estudos relacionados ao complexo da V-ATPase enfatizam sua
importancia no contexto celular, tendo em vista que a tecnologia do RNAI pode impactar na
sobrevivéncia de insetos e, consequentemente, auxiliar em seu controle. As alteraces nos
niveis de expressdo deste gene podem afetar o metabolismo energético das celulas, tendo
como resultado um desbalanceamento de protons na célula. O desbalanceamento de prétons
pode gerar modifica¢Bes nas condicBes favoraveis de pH necessarias para o funcionamento de
vesiculas e do trafego de moléculas através da membrana. Os genes da V-ATPase séo
considerados candidatos potenciais ao silenciamento génico em formigas cortadeiras Atta

sexdens devido a sua importancia para o funcionamento do organismo.

2.6 Bactérias Escherichia coli linhagem HT115 (DE3) como produtoras de dsRNA

O método de entrega do dsRNA ao inseto ainda vem sendo bastante discutido,
podendo ser feita via injecdo ou ingestdo, entretanto a injecdo pode implicar problemas na
interpretacdo dos resultados, uma vez que a propria injecdo pode causar variacdes na
fisiologia do animal (RATZKA et al., 2011). A alimentacdo de insetos com bactérias que
expressem o dsRNA homélogo ao gene alvo pode ser adotada para diversas ordens de insetos,
uma vez que o método é mais rentavel (ZHU et al.,, 2011), alguns fatores devem ser
observados, onde as bactérias e 0 dSRNA devem ser absorvidos em concentracdo suficiente
para causar efeitos no inseto alvo, outro fator a ser observado é que a espécie de inseto em
teste deve aceitar se alimentar das bactérias, caso contrario o dsRNA precisa ser extraido da
bactéria antes da alimentacdo ou sintetizado in vitro, 0 que torna o0 processo muito mais caro
(RATZKA; GROSS; FELDHAAR, 2013).
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Ainda séo discutidos os métodos de entrega de dsRNA aos insetos alvo, podendo a
entrega de um produto final ser via o desenvolvimento de culturas transgénicas expressando
dsRNA ou uma alternativa ndo transgénica, no qual envolveria a aplicacdo tdpica ou o
incremento de iscas, entretanto esta Ultima abordagem requer uma grande quantidade de
dsRNA para ser eficaz (ZHANG; LI; MIAO, 2013). O dsRNA pode ser sintetizado in vitro
via kits, porém além de ser um processo que torna o método oneroso, este ndo € um meio
pratico para a producdo de dsRNA, sendo necessarios aplicativos em larga escala. Desta
forma é necessario um método econdmico de producdo de dsRNA em larga escala para a
implementacdo da tecnologia em campo (AHN et al., 2019).

A producdo de dsRNA via bactérias € uma alternativa sustentavel para producdo em
grandes quantidades (NEWMARK et al., 2003). Além de ser de facil manuseio, as bactérias
E. coli linhagem HT115 (DE3) possuem alta taxa de crescimento, além de reter plasmideos e
possuir o gene codificador da polimerase T7, sendo assim possuem a capacidade de gerar
dsRNA a partir de plasmideos duplos contendo o promotor T7 (POSIRI,;
ONGVARRASOPONE; PANYIM, 2013; THAMMASORN et al., 2015; TIMMONS;
COURT,; FIRE, 2001). Esta cepa bacteriana possui uma mutacdo no gene codificador da
RNAse I, que confere as caracteristicas necessarias a producdo e expressao de dsRNAS
(ONGVARRASOPONE; ROSHORM; PANY1M, 2007).

3 CONSIDERACOES GERAIS

Ainda nao foram identificados métodos de controle efetivos alternativos ao quimico
para formigas cortadeiras. Levando em consideracdo os danos causados por este inseto-praga
e 0s impactos trazidos tanto a0 meio ambiente quanto ao homem devido a utilizacdo de
inseticidas quimicos. O B. thuringiensis e 0 RNA interferente podem ser considerados
ferramentas promissoras para o controle. Os resultados obtidos neste trabalho podem auxiliar

em um melhor entendimento sobre estes mecanismos em formigas cortadeiras.
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RESUMO

O Bacillus thuringiensis ¢ uma bactéria entomopatogénica que produz proteinas toxicas
contra diversas ordens de insetos. A fim de identificar a patogenicidade de B. thuringiensis
contra formigas cortadeiras Atta sexdens, oito cepas foram testadas em bioensaios de
mortalidade via alimentag@o. As cinco cepas capazes de causar as maiores mortalidades (45%
a 59%) nas operarias foram selecionadas para condu¢do do postulado de Koch com o objetivo
de verificar se o B. thuringiensis era 0 agente causal da mortalidade. O isolamento das
bactérias dos insetos mortos ocorreu no primeiro bioensaio e por meio de analise em
microscopio de luz foi confirmada a presenca das bactérias B. thuringiensis, havendo a
formagdo do complexo esporo/cristal. Insetos sadios foram alimentados com dietas
contaminadas com estes isolados e sofreram mortalidade similar ao primeiro bioensaio,
constatando que o agente causal da mortalidade era a bactéria B. thuringiensis. Um bioensaio
com concentracdes variadas (1x10°® a 1x10% esporos/mL™) da cepa mais eficiente na inducéo
da mortalidade (T24) demonstrou que ndo houve diferenca estatistica, embora a concentracao
de 1x10® esporos/mL induziu uma mortalidade cerca de 10% maior que as demais
concentragdes. Analises de microscopia eletrénica de varredura revelaram que os cristais das
cepas medem, aproximadamente, 2,0 um longitudinalmente e que, provavelmente, o tamanho
destes cristais podem ter relacdo com a patogenicidade da bactéria. Com estes resultados de
mortalidade € possivel sugerir que B. thuringiensis pode ser empregado como metodo de
controle promissor de A. sexdens. Mais estudos serdo conduzidos visando a caracterizagao
molecular dos potenciais genes toxicos para esta espécie.

Palavras-chave: Formigas cortadeiras. Proteinas Cry. Bt. Microscopia eletronica de
varredura.
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ABSTRACT

Bacillus thuringiensis is an entomopathogenic bacterium that produces proteins that are toxic
against various insect orders. In order to identify the pathogenicity of B. thuringiensis against
leaf-cutting ants Atta sexdens, eight strains were tested in mortality bioassays in feeding. The
five strains capable of causing the highest mortality (45% to 59%) in workers were selected to
conduct Koch's postulate with the aim of verifying whether B. thuringiensis was the causative
agent of mortality. The isolation of the bacteria from the dead insects occurred in the first
bioassay and through analysis under a light microscope, the presence of the bacteria B.
thuringiensis was confirmed, with the formation of the spore/crystal complex. Healthy insects
were fed diets contaminated with these isolates and suffered mortality similar to the first
bioassay, confirming that the causal agent of mortality was the bacterium B. thuringiensis. A
bioassay with varying concentrations (1x106 to 1x1010 spores / mL-1) of the strain most
efficient in inducing mortality (T24) demonstrated that there was no statistical difference,
although the concentration of 1x108 spores / mL induced mortality about 10% higher than the
other concentrations. Scanning electron microscopy analyzes revealed that the strains' crystals
measure approximately 2.0 pum longitudinally and that the size of these crystals may be
related to the bacterial pathogenicity. With these mortality results it is possible to suggest that
B. thuringiensis can be used as a promising control method for A. sexdens. Further studies
will be conducted aiming at the molecular characterization of potential toxic genes for this
species.

Keywords: Leaf-cutting ants. Cry proteins. Bt. Scanning electron microscopy.
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1 INTRODUCAO

O Brasil possui uma das maiores areas de florestas plantadas no mundo, com
aproximadamente 7,83 milhdes de hectares, sendo considerado um dos maiores produtores
mundiais de papel celulose. Dentre as espécies arbdreas com maior &rea plantada destacam-se
0 eucalipto, com cerca de 5,7 milhdes de hectares, e o pinus, com cerca de 1,6 milhdes de
hectares plantados (IBA, 2019).

Estas florestas sofrem com o ataque de formigas cortadeiras, que sdo consideradas
uma das principais pragas florestais. Elas sdo capazes de acometer as florestas em todas as
épocas do ano. Causando como perdas diretas e indiretas, como a diminui¢do do tamanho das
arvores e a reducdo da resisténcia a outros insetos e alguns patégenos, além de cortes em
brotos, folhas, flores e galhos (MATRANGOLDO et al., 2014).

O metodo mais comumente utilizado para o seu controle € o quimico, feito através do
uso de inseticidas termonebulizaveis e iscas toxicas (ZANETTI et al., 2014). O uso de iscas a
base de sulfluramida e fipronil € considerado o0 método mais eficiente, econdmico e pratico de
controle das formigas cortadeiras (MAPA, 2013b; TEIXEIRA; SANTOS, 2008). Entretanto,
estes quimicos podem trazer alguns problemas, tais como seu potencial de bioacumulacdo no
solo e em lencdis freaticos além de sua toxicidade a organismos nao alvo, devido ao seu
amplo espectro de acdo (BEDOR et al., 2009).

O controle biolégico com Bacillus thuringiensis tem sido considerado um método
promissor e surgiu como uma alternativa ao uso de produtos quimicos, devido a sua alta
eficiéncia e baixo risco de contamina¢do no meio ambiente (LIMA et al., 2012). Outro fator
levado em consideracdo é devido ao seu alto grau de especificidade, além de ser conhecido
como um bioinseticida de acdo rapida, onde que seus efeitos adversos em organismos nao
alvo sdo bastante limitados (JAIN; SAHARAN; PAREEK, 2016; LACEY et al., 2015).

O B. thuringiensis é uma bactéria entomopatogénica que possui a capacidade de
produzir proteinas inseticidas que sdo capazes de colonizar uma vasta gama de hospedeiros,
estas proteinas podem ser as Crystal (Cry), Vegetativas (Vip), Cytoliticas (Cyt), e a
Thuringiensina (p-exotoxina) (BRAVO; GILL; SOBERON, 2007). As proteinas Cry séo as
mais estudadas atualmente e seu modo de acdo consiste, basicamente, na lise das células
epiteliais do intestino médio dos hospedeiros. Em pH altamente alcalino ocorre uma
solubilizacdo das proteinas e, o fragmento tdxico se liga em receptores especificos, formando

poros nas microvilosidades do intestino médio dos insetos, desta forma ocorre um
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desiquilibrio osmético e o inseto é levado a morte, por septicemia ou inanicdo (BRAVO et
al., 2002).

Apesar do amplo espectro de acdo de B. thuringiensis contra diversas ordens de
insetos, a sua efetividade no controle de formigas cortadeiras ainda € pouco conhecida. N&o
obstante sabe-se que as proteinas cry3A, cry5A, cry22A e cry9 possuem um espectro de agdo
contra insetos da ordem Hymenoptera (FRANKENHUYZEN, 2009; PINTO et al., 2003).
Desta forma, o objetivo deste trabalho foi fornecer suspensdes esporuladas de diferentes cepas
de B. thuringiensis em dietas artificiais para operarias forrageadoras de Atta sexdens
(Hymenoptera: formicidae), buscando identificar o nivel de patogenicidade causado, e
associar a patogenicidade com a concentracdo de esporos e a presenca de cristais proteicos

nas amostras.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local dos experimentos

Os bioensaios foram conduzidos no Laboratério de Manejo Integrado de Pragas e no
Laboratorio Central de Biologia Molecular (LCBM) da Universidade Federal de Lavras
(UFLA). Com as cepas publicas de B. thuringiensis cedidas pelo Laboratério de Controle
Biologico (LCB) da Embrapa Milho e Sorgo em Sete Lagoas MG. Estas s@o provenientes do

Instituto Pasteur / Franca.

2.2 Coleta, criacdo e manutencao da col6nia de Atta sexdens

Para o estabelecimento das col6nias, rainhas de A. sexdens foram coletadas no periodo
de revoada no campus da UFLA em 2014, e o cultivo da colénia in vitro ocorreu em
condicdes controladas de baixa ou nenhuma luminosidade, umidade relativa do ar em 70% e
temperatura de 23+ 2°C. A limpeza das col6nias é feita semanalmente e as formigas foram

alimentadas diariamente com espécies vegetais.

2.3 Isolados de Bacillus thuringiensis

Oito cepas de B. thuringiensis foram utilizadas nos bioensaios com as operarias
forrageadoras. As cepas estdo denominadas como T6 Bt. entomocidus, T7 Bt. aizawai, T10

Bt. darmstadiensis, T16 Bt. indiana, T23 Bt japonensis, T24 Bt. neoleonensis, T27 Bt.
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mexicanensis e T29 Bt. amagiensis. Estas cepas foram crescidas em meio LUria-Bertani (LB)
solido acrescido de sais (0,3 g/L MgSOs, 0,02 g/L FeSOs4, 002 g/L ZnSO4 e 0,02 g/L. MnSO4)
(VALICENTE; MOURAO, 2008) a um pH de 7,5 e mantidas por 24 horas em temperatura
de 30°C. Posteriormente, as cepas foram isoladas novamente por um periodo de 72 horas a
uma temperatura de 30°C com o objetivo de se retirar col6nias isoladas de cada cepa e
garantir a ocorréncia do processo de esporulacgdo e liberacdo dos cristais.

Apoés o periodo de crescimento, a massa bacteriana foi raspada com o auxilio de
laminas para microscopia e diluida em 10 mL de &gua destilada e autoclavada para a posterior
realizacdo dos bioensaios. A contagem de esporos para avaliar a concentracdo de cada cepa
foi feita a partir de trés diluiches seriadas, por meio do uso de cadmara de Neubauer e
microscopio de contraste de fases em aumento de 40X (HORTA, 2012). A concentracdo final
de cada cepa foi de aproximadamente 108 esporos/mL. Ao final, as amostras foram

armazenadas em freezer -20°C até a conducdo dos bioensaios de mortalidade.

2.4 Fornecimento de cepas publicas de Bacillus thuringiensis via dieta artificial para

forrageadoras de Atta sexdens

A metodologia de montagem do bioensaio para o fornecimento das dietas contendo
B. thuringiensis foi de acordo com Bueno et al. (1997). Para a alimentacdo das formigas foi
ofertada uma dieta semi-sélida composta por 50 g de glicose, 10 g de extrato de levedura, 10
g de peptona bacterioldgica, 15 g de agar para cada 1,0 L de H2O destilada. O experimento foi
conduzido em placas de petri de vidro, forradas com papel filtro, contendo um pedaco de 1,0
cm?® da dieta sobre papel aluminio. O experimento foi montado em delineamento inteiramente
casualizado, com oito tratamentos (dietas com cepas de B. thuringiensis) e um controle (dietas
com H20 destilada e autoclavada). Cada tratamento foi composto por seis repeticdes com 20
formigas cada.

Nos trés primeiros dias de experimento, as dietas foram molhadas com 50 pL das
suspensdes de B. thuringiensis na concentracdo de 10® esporos/mL, e o controle negativo com
50 pL de H2O. Apos este periodo, as formigas receberam apenas a dieta sem a solucéo de B.
thuringiensis e sem agua no tratamento controle por mais 12 dias. O bioensaio foi conduzido
por um periodo total de 15 dias, com troca diaria da dieta e do papel filtro com o objetivo de
se eliminar possiveis contaminagcfes. As placas com as formigas foram mantidas em BOD
com temperatura de 23 + 2°C e umidade relativa de 70% £ 10. A contagem do numero de

formigas vivas ocorreu a cada 24h e as formigas mortas foram retiradas da placa.
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2.5 Postulado de Koch

O Postulado de Koch foi conduzido com o objetivo de confirmar que o agente causal
da mortalidade das forrageadoras é o B. thuringiensis. Os insetos mortos no primeiro
bioensaio foram coletados e armazenados a -20C°. Apenas as cepas que induziram maior
mortalidade foram utilizadas. Os insetos mortos no tratamento com H>O (controle) também
foram coletados como controle (Controle 1s0).

Os insetos coletados foram lavados em solucdo de hipoclorito 1% e alcool 70% para
eliminar possiveis contaminacdes exdgenas. Apo6s o procedimento de lavagem, grupos de 20
insetos de cada tratamento foram macerados em 5,0 mL de solugdo salina 0,8%, e depois
mantidos sob agitacdo a 200 rpm durante 16 horas a 30°C. Apds a agitacdo as amostras foram
decantadas por 30 minutos, a suspensdo transferida para microtubos de 1,5 mL e colocadas
em banho maria a 65 °C durante 30 minutos, seguido de 5 minutos no gelo (VALICENTE;
BARRETO, 2003).

Em seguida, 50 uL da suspensdo bacteriana foram espalhados em placas de Petri
contendo meio de cultura LB sélido acrescido de sais (MnSOas, ZnSQO4, FeSO4) a um pH de
7,5. As placas foram incubadas a 30°C por 24 horas. Ap6s a incubacgéo, cinco coldnias que
apresentaram caracteristicas de B. thuringiensis foram selecionadas e plaqueadas
individualmente em meio LB sélido distribuido em gotas em placas de Petri. As placas foram
incubadas a 30°C por 72 horas. Os isolados foram analisados em microscopio de contraste de
fase em aumento de 40X e aquelas colbnias que apresentaram cristais foram selecionadas e
crescidas novamente em meio LB sélido por mais 72 horas a 30°C. Apds o crescimento, as
massas bacterianas foram raspadas e adicionadas em 1,0 mL de agua destilada previamente
autoclavada e armazenados a -20°C até uso.

Em seguida, 10 pl desta suspensdo foram incubados em placas de Petri contendo o
mesmo meio LB. Foram inoculadas duas placas por cepa. Estas foram crescidas por 72 horas
a 30°C, e a massa bacteriana foi raspada e diluida em 20 mL de agua previamente destilada e
autoclavada. A contagem de esporos para a verificacdo da concentracdo de cada cepa ocorreu
conforme descrito no primeiro bioensaio, até atingir a concentragdo de 102 esporos/mL.

Os bioensaios para avaliar a mortalidade das formigas causadas pelas cepas isoladas

de insetos mortos foram realizados conforme a metodologia abordada no item 2.4.
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2.6 Teste de mortalidade com diferentes concentragdes de esporos de Bacillus

thuringiensis

Para realizar o teste com diferentes concentracGes de esporos foi selecionada a cepa
com maior taxa de inducdo de mortalidade nas forrageadoras (cepa T24 Bt. neoleonensis). As
concentragdes determinadas foram de 10°, 107, 108, 10° e 10'° esporos/mL. Para aumentar a
concentragdo destas cepas em suspensdo, foi utilizado o dobro de massa bacteriana para
realizar a suspensdo em 10 mL de agua destilada.

A cepa T24 foi crescida em meio LB solido acrescido de sais (0,3 g/L MgSOs, 0,02
g/L FeSOs, 002 g/L ZnSO4 e 0,02 g/L MnSO4) a um pH de 7,5 durante 24 horas a 30°C e
apos este periodo foram retiradas colénias isoladas e crescidas por mais 72 horas em meio LB
a 30°C. Para cada 10 mL de agua previamente destilada e autoclavada, foi adicionada a massa
bacteriana de duas placas de Petri contendo B. thuringiensis. Para a verificacdo da
concentragdo de esporos, as suspensdes bacterianas passaram por trés diluicbes seriadas,
sendo possivel verificar que a concentracdo da suspensdo estoque que deu origem as demais
estava na concentragdo de 10%° esporos/mL. Desta forma, a obtencdo das concentragdes de
108,107, 108 e 10° esporos/mL ocorreu através de diluicdes da suspenséo estoque.

O experimento foi conduzido por 15 dias, onde as formigas foram alimentadas com
as suspensdes de diferentes concentragdes por um periodo de trés dias, e apos este periodo foi
oferecida apenas a dieta sem a suspensédo bacteriana. O experimento foi avaliado diariamente,
contando o numero de formigas vivas em cada placa e retirando as formigas mortas,

semelhante ao item 2.4.

2.7 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A microscopia eletronica de varredura (MEV) foi realizada com o objetivo de se
analisar o formato e tamanho dos cristais presentes nas cepas que promoveram maior média
de mortalidade das forrageadoras (T24 Bt. neoleonensis, TO6 Bt. entomocidus, T16 Bt.
indiana, T10 Bt. darmstadiensis, T27 Bt. mexicanensis) além da cepa T29 Bt. amagiensis que
apresentou menor mortalidade, com o objetivo de averiguar qual era o formato de seus
cristais, e se estes exibiam alguma diferenca quando comparados com as cepas de maior
média de mortalidade.

O meio para o cultivo do B. thuringiensis foi o LB acrescido de sais, entretanto foi

adicionado o dobro de agar do recomendado (30 gramas de agar por litro). Estas coldnias
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foram crescidas a 30°C por quatro dias, e apos este periodo foram mantidas em geladeira por
30 dias, desta forma o meio estaria mais consistente e um pouco desidratado, facilitando no
processo de preparo da MEV. O meio contendo a massa bacteriana foi cortado em pequenos
discos para o posterior processo de preparo das amostras (VALICENTE SOUZA, 2004).

O preparo das amostras para a microscopia envolveu basicamente 0s processos de
fixacdo, contrastacdo, desidratacdo, ponto critico foi realizado em equipamento EMITECH
K850 e a metalizagdo foi 0 processo no qual as amostras passaram por um banho de ouro.
Apobs o procedimento de preparo das amostras, estas passaram por analise em microscopio
eletrbnico de varredura, sendo possivel analisar o tamanho e formato dos cristais presentes em

cada cepa.

2.8 Analises estatisticas

Para as analises estatisticas referentes aos bioensaios de mortalidade foram feitos os
testes de média ANOVA (Skott-Knott) realizados no software Sisvar (FERREIRA, DANIEL
FURTADO, 2014) e a anélise de sobrevivéncia de Weibull realizada no software R (TERRY
M. THERNEAU, 2000).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve diferenca significativa na mortalidade de formigas entre as oito cepas de B.
thuringiensis (ANOVA; p<0,05). As cepas T24, T06, T27, T10 e T16 ndo se diferenciavam
estatisticamente, sendo que este grupo apresentou uma maior média de mortalidade 59,1%,
50,8%, 47,5%, 45,8% e 45,8% respectivamente. As cepas T23, TO7 e T29 apresentaram
médias de mortalidade de 35,8%, 35% e 34,2% respectivamente, enquanto o tratamento

controle exibiu uma média de mortalidade de 17,2% (Graficol).
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Gréfico 1 — Mortalidade de formigas forrageadoras Atta sexdens alimentadas com dieta
artificial contendo suspensdes de oito cepas publicas de Bacillus thuringiensis e
um controle negativo contendo H-O.
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Legenda: Médias seguidas pela mesma letra e nimero nas colunas ndo diferem estatisticamente entre
si pelo teste de Skott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade (p<0,05).
Fonte: Da autora, 2019.

Embora através do teste de medias os resultados das cepas T24, T06, T27, T10 e T16
serem iguais estatisticamente, a analise de sobrevivéncia de Weibull mostrou que a cepa T24
produziu maior mortalidade em operarias forrageadoras de A. sexdens ao decorrer dos 15 dias
de avaliacdo, sendo que ao final da avaliacdo foi o tratamento que exibiu um menor numero
de individuos vivos (Grafico 2).

Durante os 15 dias de avaliacdo as cepas T06, T10, T16, T23 e T27 também
induziram a uma diminui¢cdo no numero de formigas vivas sendo iguais estatisticamente em
funcdo do tempo. As cepas TO7 e T29 ndo seguiram nos testes subsequentes porque foram
menos eficientes dentre as cepas analisadas.  Contudo, estes primeiros resultados

evidenciaram um potencial uso de B. thuringiensis para o controle de A. sexdens.



52

Grafico 2 — Curva de sobrevivéncia de Weibull de forrageadoras Atta sexdens alimentadas
com Bacillus thuringiensis.
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Legenda: Curva de sobrevivéncia de Weibull de forrageadoras Atta sexdens alimentadas com
suspensdes de oito cepas publicas de B. thuringiensis durante um periodo de 15 dias (T24, T06, T27,
T16, T10, T23, TO7 e T29) e um controle contendo H>O. Teste significativo a 1% (Weibull; p<0,01).
Fonte: Da autora, 2019.

Outros trabalhos também avaliaram a toxicidade de B. thuringiensis contra
hymenopteros. Trés cepas foram testadas contra Monomorium pharaonis (Hymenoptera:
Formicidae), também conhecidas como formigas-farad, durante 21 dias, e estas induziram
mortalidade de cerca de 85% em formigas operarias, sendo estas as cepas PS86Q3, PS14E2 e
PS211B2 (PAYNE et al., 1997) . A atividade de B. thuringiensis também foi estudada para o
controle de Diprion pini (Hymenoptera: Diprionidae), que ataca principalmente culturas de
pinus em toda a Europa. A cepa estudada PS86Q3 causou cerca de 35% de mortalidade em
larvas deste hymenoptero-praga (GARCIA-ROBLES et al., 2001).

Em estudos visando analisar a patogenicidade de B. thuringiensis isolados a partir de
duas espécies formigas do género Acromyrmex (Hymenoptera: formicidae), trés cepas
induziram médias de mortalidade entre 50% e 100% contra Acromyrmex crassipinus e
Acromyrmex lundi (PINTO, et al., 2003). A patogenicidade de B. thuringiensis contra
hymenopteros é pouco abordada, entretanto, na busca por métodos de controle alternativos
para a formiga de fogo Solenopsisis invicta foi encontrada uma cepa de B. thuringiensis capaz
de controlar esta espécie, onde foi identificada a presenca do gene cry3A (BULLA JR;
CANDAS, 2004). A patogenicidade de B. thuringiensis também foi verificada para o controle

de Diprion similis (Hymenoptera: Diprionidae), mais conhecida como mosca do pinheiro. A
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cepa testada foi a PS201T6 e através de bioensaios in vitro foi capaz de causar até 50,7% de
mortalidade em larvas desta mosca (VAN FRANKENHUYZEN; TONON, 2013).

O estudo mais recente encontrado em relacdo a patogenicidade de B. thuringiensis
contra hymenopteros analisou a eficiéncia de diferentes extratos bacterianos para o controle
de operarias de Atta cephalotes, entre estes extratos a atividade de B. thuringiensis foi
avaliada via bioensaios de mortalidade, e foi possivel constatar uma atividade formicida em
cerca de 72 horas (REYES, 2019).

As bactérias extraidas das formigas mortas alimentadas com as cepas de B.
thuringiensis apresentaram crescimento diferenciado de tamanho entre as col6nias bacterianas

crescidas (Figura 1).

Figura 1 — Fotografia do crescimento de col6nias isoladas de operarias de Atta sexdens mortas
coletadas no primeiro bioensaio com Bacillus thuringiensis.

Controle

127 T16 T06

Legenda: Crescimento de bactérias isoladas de formigas mortas alimentados com B. thuringiensis.
Isolamento realizado com solucdo salina 0,8% e posterior choque térmico. Todas as coldnias
apresentaram crescimento diferenciado, porém as coldnias T24, T10, T27, T16 e T06 destacaram
caracteristicas de B. thuringiensis, como col6nias em forma circular, aparéncia leitosa e bordas
onduladas .

Fonte: Da autora, 2019.

As colbnias de B. thuringiensis apresentam caracteristicas morfoldgicas tipicas, como
coloracdo opaca, sem pigmentacdo e com estrutura densa. As col6nias exibem bordas
onduladas, forma circular e aparéncia leitosa (SOSA-GOMEZ; TIGANO; ARANTES, 1998).
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Na microscopia de contraste de fases foi possivel confirmar que os isolados
pertencentes as cepas T16, T10, T27, T06 e T24 de B. thuringiensis extraidos de insetos
mortos alimentados, exibiram a presenga de esporos e cristais, enquanto que nas amostras
extraidas de insetos alimentados apenas com agua ocorreu o crescimento de uma bactéria ndo
identificada em formato de bastonete, sem a formag&o do complexo esporo/cristal (Figura 2).

Desta forma, ap6s o crescimento bacteriano das amostras extraidas de insetos mortos
alimentados com B. thuringiensis e através das caracteristicas morfol6gicas observadas, foi
possivel inferir que as coldnias presentes nas amostras sdo col6nias tipicas de B.

thuringiensis.

Figura 2 — Microscopia Optica (40X) de bactérias extraidas de formigas Atta sexdens mortas
alimentados com Bacillus thuringiensis.

Legenda: Tratamento controle, seta indicando bactéria sem formacdo de complexo esporo/cristal (A),
cepa T06 de B. thuringiensis (B), cepa T10 de B. thuringiensis (C), cepa T16 de B. thuringiensis (D),
cepa T24 de B. thuringiensis (E), cepa T27 de B. thuringiensis (F). Setas nas figuras B, C, D, Ee F
indicam a formacdo de complexo esporo/cristal.

Fonte: Da autora, 2019.
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Os resultados de mortalidade com os isolados provenientes dos insetos mortos
alimentados com as cepas de B. thuringiensis foram similares aos resultados do primeiro
bioensaio. As mortalidades causadas pelas cepas T24, T06, T27, T10 e T16 ndo se
diferenciaram significativamente entre si chegando em taxas de mortalidade de 55%, 47%,
42%, 41% e 40%, respectivamente. No tratamento Controle 1so, proveniente da bactéria ndo
identificada extraida de formigas alimentadas com agua, a taxa de mortalidade foi de 17%,
estatisticamente igual ao tratamento controle que causou a 15% de mortalidade das formigas
forrageadoras (Grafico 3).

Gréafico 3 — Mortalidade de formigas forrageadoras Atta sexdens alimentadas com Bacillus
thuringiensis isolados de formigas mortas (T24, T06, T27, T16 e T10) e um
controle contendo H20.
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Legenda: Médias seguidas pela mesma letra e nimero nas colunas ndo diferem estatisticamente entre
si pelo teste de Skott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade (p<0,05).
Fonte: Da autora, 2019.

A realizacdo do postulado de Koch em insetos infectados com B. thuringiensis €
eficiente para verificacdo do agente causal da mortalidade em diferentes ordens de insetos,
incluindo os Hymenopteros. Resultados semelhantes foram obtidos apds o isolamento de B.
thuringiensis em Myzus persicae (Hemiptera: Aphididae), onde os bioensaios exibiram
resultados semelhantes entre as cepas originais e os isolados de insetos mortos (TORRES-

QUINTERO et al., 2015). Cabe ressaltar que, em nosso trabalho as taxas de mortalidade
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obtidas apds a realizacdo do postulado de Koch foram similares as observadas no primeiro
bioensaio realizado com as oito cepas de B. thuringiensis. O fato das taxas de mortalidade
serem proximas reforca a probabilidade de que o B. thuringiensis realmente é o agente causal
da mortalidade nas forrageadoras de A. sexdens.

As cinco cepas que induziram maiores taxas de mortalidade no presente trabalho
também foram estudadas por Valicente e Fonseca (2010), que tiveram como objetivo
principal testar cepas de B. thuringiensis contra a lagarta-do-cartucho do milho Spodoptera
frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae). Porém, as taxas de mortalidade das cepas T24, T06, T27
e T16 ndo foram satisfatérias contra este lepidoptero-praga, pois as taxas de mortalidade
foram baixas (entre 9,8% e 17,9%). A Unica cepa em comum Que causou uma taxa de
mortalidade satisfatéria também para S. frugiperda foi a cepa T10, que causou a uma de
mortalidade de 77,09% de neonatas de S. frugiperda. Esta diferenca apresentada nas
mortalidades causadas pelas cepas estudadas contra as forrageadoras de A. sexdens e as
mortalidades contra S. frugiperda pode ser devido ao espectro de acdo de B. thuringiensis,
pois esta bactéria possui proteinas inseticidas que sdo altamente especificas (ARONSON;
BECKMAN; DUNN, 1986; WHITELEY; SCHNEPF, 1986).

Operarias de A. sexdens alimentadas com o B. thuringiensis extraido das formigas
mortas demonstraram um menor numero de formigas vivas quando comparadas com 0s
tratamentos Controle e Controle Iso (Grafico 4). Embora os tratamentos com as cepas T24,
T06, T27, T10 e T16 ndo apresentarem diferenca estatistica entre si, 0 padréo e as médias de
mortalidade foram similares ao primeiro bioensaio realizado com as oito cepas iniciais.

Através dos resultados obtidos no postulado de Koch, é possivel considerar que as
cinco cepas selecionadas tem potencial para serem empregadas no controle de forrageadoras
de A. sexdens, porém novos estudos de caracterizacdo molecular devem ser realizados para
analisar se tais cepas apresentam apenas um ou um conjunto de genes que codificam

proteinas responsaveis pela patogenicidade de dessas cepas.
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Grafico 4 — Curva de sobrevivéncia de Weibull de forrageadoras Atta sexdens alimentadas
com Bacillus thuringiensis extraido de formigas mortas.
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Legenda: Curva de sobrevivéncia de Weibull significativa a 1% (p<0,01%). As formigas
forrageadoras A. sexdens foram alimentadas com cepas de B. thuringiensis isoladas de formigas
mortas alimentadas com as cepas (T24, T06, T27, T16 e T10), um controle contendo H,O e um
Controle Isso contendo a bactéria extraida ndo identificada.

Fonte: Da autora, 2019.

Para que sejam realizados testes de patogenicidade com formulacdes de B.
thuringiensis é necessario que a concentracdo de esporos das formulacdes seja expressa em
valores de unidades biologicas com base na comparacdo com um padrdo (BONNEFOI, 1958;
BURGERJON, 1959). Dentre as cinco concentracdes de B. thuringiensis testadas neste
trabalho, todas foram estatisticamente iguais, ou seja, ndo houve diferenca quanto a
mortalidade das formigas, exceto no tratamento controle que induziu a uma mortalidade de
18%. As médias de mortalidade de A. sexdens alimentadas com diferentes concentracGes da
cepa T24 de B. thuringiensis foram de 1x108 esporos/mL foi de cerca de 61%, seguida por
51% de 1x10% esporos/mL, 50% de 1x10° esporos/mL, 45% de 1x10" esporos/mL e 41% de
1x10° esporos/mL (Grafico 5). As formigas alimentadas com o B. thuringiensis a uma
concentracdo de 102 esporos/mL apresentaram uma taxa de mortalidade cerca de 10% maior

que a concentragdo de 10*° esporos/mL.
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Gréfico 5 - Médias de mortalidade de formigas forrageadoras Atta sexdens alimentadas com a
cepa T24 de Bacillus thuringiensis em diferentes concentracdes (108, 107, 108, 10°
e 10'%esporos/mL) e um controle contendo H,O.
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Legenda: Médias seguidas pela mesma letra e nimero nas colunas ndo diferem estatisticamente entre
si pelo teste de Skott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade (p<0,05).
Fonte: Da autora, 2019.

Outros bioensaios de mortalidade com B. thuringiensis utilizam a concentragio de 108
esporos/mL como um padrdode concentracdo das cepas em testes de mortalidade. Testes de
patogenicidade de B. thuringiensis contra S. frugiperda foram capazes de identificar 41cepas
que causaram 100% de mortalidade nesta praga, sendo que em todos 0s casos a concentracao
foi de 108 esporos/mL de cada cepa (FATORETTO et al., 2007).

A curva de sobrevivéncia referente ao tratamento das formigas alimentadas com B.
thuringiensis na concentracdo de 108 esporos/mL demonstrou que no decorrer dos 15 dias de
avaliacdo esta concentracdo foi a que manteve o menor numero de insetos vivos. Por volta do
6° e 7° dia de avaliacdo a curva de sobrevivéncia dos insetos alimentados com a concentracao

de 108 esporos/mL era menor do que as demais (Gréfico 6).
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Gréfico 6 — Curva de sobrevivéncia de Weibull com formigas forrageadoras Atta sexdens
alimentadas com a cepa T24 de Bacillus thuringiensis em diferentes
concentragdes e um controle contendo H-O.
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Legenda: Curva de sobrevivéncia de Weibull significativa a 1% (p<0,01%). Formigas alimentadas
com a cepa de T24 de Bacillus thuringiensis em concentracdes de 1x10°a 1x10'° esporos por mL e um
controle contendo H:O.
Fonte: Da autora, 2019.

Apesar de todas as concentragdes reduzirem a taxa de sobrevivéncia das formigas é
possivel verificar que a menor concentragio de 10° esporos/mL foi a que manteve o maior
numero de insetos vivos ao final dos 15 dias de avaliacdo. Estes dados corroboram com a
afirmacdo que a concentragdo de 10® esporos/mL é utilizada como uma concentracéo
discriminatoria na maioria dos testes de patogenicidade de B. thuringiensis (POLANCZYK;
ALVES, 2005).

Uma hipdtese levantada neste trabalho objetivando responder o questionamento da
maior eficiéncia da concentracdo de 10® esporos/mL causar maior média de mortalidade
qguando comparada com as demais concentracdes, pode ser devido ao fato de as formigas
cortadeiras possuirem adaptacdes associadas a seu canal alimentar, que permitem a filtracao
de particulas ingeridas. Um exemplo destas adaptacGes € a cavidade infrabucal que é
composta por uma espécie de filtro de pequenas cerdas, no qual a funcdo destas cerdas é reter
o material solido ingerido durante a alimentacdo (DE JESUS; BUENO, 2007). Acredita-se
que as concentragBes de B. thuringiensis de 10° e 10%° esporos/mL ndo foram tio eficientes
quanto 108 esporos/mL, pois 0s esporos poderiam estar agregados, e com isto retidos nas
cerdas da cavidade infrabucal das operéarias de A. sexdens. Operarias minimas de Acromyrmex

octospinosus possuem uma capacidade de filtragdo de particulas de até 10um durante a



60

ingestdo de alimentos liquidos, enquanto operérias de Solenopsis invicta podem filtrar
particulas de cerca 1,8um (GLANCEY et al., 1981). Em operarias de A. sexdens as particulas
retidas podem ser de até 2um de didmetro (BUENO, 2005).

Além da presenca dos esporos, o B. thuringiensis apresenta a formacédo de cristais que
possuem diferentes formatos e, ao serem ingeridos por insetos susceptiveis, sofrem a ac¢do do
pH intestinal e de proteases que solubilizam estes cristais e ativam as toxinas (BRAVO et al.,
2002). O B. thuringiensis possui um formato de bastonete e acredita-se que sua célula
vegetativa possua um tamanho de aproximadamente 1,0 a 1,2 um de largura por 3,0 a 5,0 um
de comprimento (HABIB; ANDRADE, 1998). Estes cristais podem ser bipiramidais,
oblongos, cuboides ou amorfos em muitas subespécies (GLARE; O’CALLAGHAN, 2000).

Nas analises de microscopia eletrbnica de varredura foi possivel observar que a
maioria dos cristais encontrados nas cepas em estudo era de formato bipiramidal e que os
formatos observados longitudinalmente mediam cerca de 2,0 um. A importancia de se medir
o formato dos cristais pode ser correlacionada a passagem de solidos pela malha da cavidade
infrabucal das operéarias de A. sexdens.

Através da microscopia eletronica de varredura foi identificada a presenca de cristais
bipiramidais na maioria das cepas. Entretanto, nas cepas T24 e T27 foi possivel se identificar
outros tipos de cristais. Na cepa T24, cristais bipiramidais e cuboides e na cepa na cepa T27
cristais bipiramidais e redondos. Foi detectada a presenca de cristais bipiramidais nas cepas
T06, T10 e T29 e cristais redondos na cepa T16. Alem disso, a cepa T16 foi a que apresentou

0 maior numero de bastonetes na analise de microscopia (Figura 3).



61

Figura 3 — Microscopia eletrénica de varredura das cinco cepas de B. thuringiensis que
apresentaram maior media de mortalidade contra operarias de A. sexdens.

. et 2 - -"‘ 2 g .
Legenda: Aumento de 6.000x em escala longitudinal de 2um. T10 (A), T06 (B), T27 (C), T24 (D),

T16 (E), T29 (F). Cristal cuboide (CC), cristal redondo (CR) e cristal bipiramidal (CB).
Fonte: Da autora, 2019.

Ainda ndo se tem informagdes acerca do formato dos cristais toxicos para a ordem dos
hymenopteros. No entanto sabe-se que o formato dos cristais presentes nas cepas de B.

thuringiensis podem estar associados & presenca de proteinas inseticidas. Geralmente cepas
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que apresentem cristais no formato redondo estdo associadas & presenca do gene cry2,
podendo ser toxico principalmente para lepidopteros e dipteros, e cepas com cristais na forma
bipiramidal estdo associadas ao gene cryl, geralmente toxico para lepiddpteros e coleopteros.
Vale ressaltar que a presenca dos cristais bipiramidais € mais abundante nas cepas do que as
demais formas (LECUONA, 1996; PRACA et al., 2004).

A microscopia eletronica de varredura exibiu maioria dos cristais bipiramidais, e ndo
foi capaz de fazer associagbes entre a mortalidade causada pelas cepas e o formato dos
cristais. Contudo ao se realizar um mapeamento da presenca de genes cry nas cepas em estudo
é possivel se ter maiores informacGes a cerca da patogenicidade destas contra A. sexdens além
do que é necessario realizar uma expressao heter6loga das proteinas presentes nas cepas, com
0 objetivo de se analisar a mortalidade das proteinas isoladas. As cepas de B. thuringiensis
toxicas também devem ser testadas em diferentes castas de A. sexdens buscando um colapso

total da coldnia e um controle efetivo da praga

4 CONCLUSAO

As cepas T24, T06, T29, T10 e T16 causaram maiores médias de mortalidade em A.
sexdens. A cepa T24 foi a que apresentou um maior potencial de controle das formigas,
levando cerca de 60% das operarias a morte. O Postulado de Koch confirmou que as cepas de
B. thuringiensis realmente eram as responsaveis pela da mortalidade em A. sexdens, pois as
médias de mortalidade se confirmaram e os resultados foram similares ao primeiro bioensaio.

A concentracio de 10® esporos/mL foi a concentracdo que exibiu uma maior média de
mortalidade. Este fator pode estar relacionado a filtracdo da malha da cavidade infrabucal de
operarias de A. sexdens, que possui uma capacidade de filtracdo de particulas de até 2um. A
microscopia eletrénica de varredura forneceu informacdes acerca do tamanho dos cristais, no

entanto, ndo foi possivel obter correlacBes entre a taxa de mortalidade e o formato dos cristais.
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RESUMO

As formigas cortadeiras do género Atta sdo consideradas uma das principais pragas florestais
no Brasil. O método mais utilizado para o controle deste inseto praga é o quimico,
considerado danoso pelos efeitos causados ao meio ambiente e a organismos ndo alvo.
Métodos alternativos de controle estdo sendo pesquisados com maior frequéncia nos centros e
institutos de pesquisa. Uma estratégia que tem ganhado destaque como potencial método de
controle de pragas é o mecanismo de interferéncia mediado por RNA (RNAi). O RNAI é um
método de silenciamento génico pés transcricional altamente especifico, dado o seu
mecanismo de acdo por complementaridade de acidos ribonucleicos e pela eficiéncia na
inducdo de mortalidade em diversos bioensaios laboratoriais. O objetivo deste trabalho foi
conduzir bioensaios de mortalidade em operérias forrageadoras de Atta sexdens via
alimentacdo com o gene da v-atapase a proveniente da transformacdo de Escherichia coli
linhagem HT115. O experimento foi baseado na adi¢éo de suspensdes de HT115 contendo ds-
vatpase a sobre dietas artificiais semissolidas e os tratamentos controle foram dietas
contaminadas com suspensdes de E. coli HT115 sem dsRNA e dieta molhada apenas agua
destilada. As formigas alimentadas com as bactérias contendo ds-vatpase a levaram as
maiores taxas de mortalidade (45% a 69%), significativamente maiores que as observadas nos
tratamentos controle (20% a 30%). Acredita-se que as col6nias provenientes da transformacéo
estavam expressando o gene da v-atpase a em quantidades suficientes para causar mortalidade
em Atta sexdens, e que este gene seja de importancia vital para a sobrevivéncia das formigas.

Palavras-chave: V-ATPase A. Transformacdo de E. coli. Inseto praga.
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ABSTRACT

Leaf-cutting ants of the Atta genus are considered one of the main forest pests in Brazil. The
most used method to control this insect pest is the chemical, considered harmful by the effects
caused to the environment and to non-target organisms. Alternative methods of control are
being researched more frequently in research centers and institutes. One strategy that has
gained prominence as a potential method of pest control is the RNA-mediated interference
mechanism (RNAI). RNAI is a highly specific post-transcriptional gene silencing method,
given its mechanism of action for complementing ribonucleic acids and for the efficiency in
inducing mortality in several laboratory bioassays. The objective of this work was to conduct
mortality bioassays in foraging workers of Atta sexdens via feeding with the v-atapase gene
from the transformation of Escherichia coli strain HT115. The experiment was based on the
addition of HT115 suspensions containing ds-vatpase a on semi-solid artificial diets and the
control treatments were diets contaminated with E. coli HT115 suspensions without dsSRNA
and a wet diet with only distilled water. Ants fed with bacteria containing ds-vatpase led to
higher mortality rates (45% to 69%), significantly higher than those observed in control
treatments (20% to 30%). Colonies from transformation are believed to be expressing the v-
atpase a gene in sufficient quantities to cause mortality in Atta sexdens, and that this gene is
of vital importance for the survival of ants.

Keywords: V-ATPase A. E. coli transformation. Insect pest.
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1 INTRODUCAO

As formigas cortadeiras do género Atta sdo consideradas uma das principais pragas
florestais, podendo causar prejuizos diretos e indiretos, como a desfolha total e consecutiva de
culturas. Dentre as principais culturas atacadas destacam-se o pinus e o eucalipto. Projecoes
de danos causados por desfolha sugerem um prejuizo de U$8,26 por arvore de eucalipto
destruida, e o numero de arvores destruidas por ano pode chegar a 1,2 bilhdo para uma média
de quatro sauveiros adultos por hectare (DELLA LUCIA, 2011).

O método mais utilizado para o controle de formigas cortadeiras € o quimico, por meio
do uso de iscas granuladas téxicas consideradas como o método mais eficiente, econémico e
pratico. Apesar da ampla utilizacdo deste método, algumas questdes tém sido levantadas,
como a bioacumulacdo de residuos no solo e em lencgois freaticos, aléem do risco de agdo em
organismos ndo alvo (BEDOR et al., 2009; TEIXEIRA; SANTOS, 2008). Em 2004, o Brasil
tornou-se signatario da Convencdo de Estocolmo a respeito de poluentes organicos
persistentes (POPs), e a utilizacdo de muitos compostos foi proibida, entre eles o0 endossulfam
e 0 dodecacloro, ambos substituidos pela sulfluramida (MMA, 2014a, MMA, 2013c).

A sulfluramida encontra-se no grupo do Acido Perfluorooctano Sulfénico (PFOS), e
faz parte de um grupo de novas substancias com caracteristicas toxicas peculiares, tanto para
0 meio ambiente, quanto para a saide humana (CONVENTION, 2009; DE BRITTO et al.,
2016). O Brasil € um dos paises que utiliza a sulfluramida como isca, entretanto alternativas
viaveis, menos agressivas ao meio ambiente e eficientes no controle de formigas cortadeiras
vem sendo buscadas (MMA, 2014a).

Devido a caracteristica de supressao génica, o RNA interferente (RNAI) vem sendo
colocado como uma ferramenta promissora e sustentavel para o controle de insetos praga,
uma vez que se trata de uma tecnologia altamente direcionada e especifica, agindo a nivel de
complementaridade de acidos nucleicos (GU; KNIPPLE, 2013; ULRICH et al., 2015).
Diversos trabalhos tém demonstrado a acdo do RNAI em insetos, como Diabrotica virgifera
virgifera (BAUM et al., 2007), Helicoverpa armigera (MAO et al., 2007), Solenopsis invicta
(VANDER MEER; CHOI, 2013), Bemisia tabaci (THAKUR et al., 2014), entre outros
insetos.

O mecanismo de RNAI é um processo de regulacdo da expressdo génica natural em
eucariotos e consiste no silenciamento génico po6s transcricional (PTGS) através da
degradacdo de mRNAs desencadeada pela presenca de RNAs dupla fita (dsSRNA) homologos
ao gene endogeno (CASTEL; MARTIENSSEN, 2013; HANNON, 2002).
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Basicamente, apos as moléculas de dsRNA entrarem em contato com as células, séo
clivadas por ribonucleases (RNases) do tipo 11, conhecidas como Dicer, em pequenos RNAs
de interferéncia (SiRNA), que possuem um tamanho de cerca de 20 a 25 nucleotideos. Estes
SiRNA séo reconhecidos pelo complexo de silenciamento induzido por RNA (RISC) que
contém outras enzimas denominadas Argonautas. Estas enzimas sdo responsaveis por eliminar
a fita senso dos SiRNAs e utilizar a fita antisenso como um guia para reconhecer mRNAS
homélogos ao gene alvo e promover sua clivagem (LAM et al., 2015; MEISTER; TUSCHL,
2004).

Diversos parametros devem ser levados em consideracdo para 0 sucesso desta técnica
no controle de insetos-praga, tais como a selecdo do gene alvo e o método de entrega do
dsRNA aos insetos (NANDETY et al., 2015). O meétodo de entrega do dsRNA pode ser
realizado tanto via injecdo quanto via ingestdo. Os métodos de entrega via ingestdo podem ser
feitos através do desenvolvimento de culturas transgénicas expressando o dsRNA, de
aplicacdo tdpica ou do incremento de iscas. Entretanto, as Ultimas abordagens requerem a
producdo de uma grande quantidade de dsRNA homdlogo ao gene alvo, 0 que torna o
processo oneroso (RATZKA et al., 2011; ZHANG; LI; MIAO, 2013).

A producdo de dsRNA via bactérias tem sido empregada para se obter grandes
quantidades de forma econémica e sustentavel (NEWMARK et al., 2003). Linhagens de
Escherichia coli HT115 (DE3) possuem uma mutacao no gene codificador da ribonuclease I11
(RNsae 111), além de possuirem o gene codificador da RNA polimerase T7. Desta forma séo
capazes de produzir dsRNA em larga escala e custo baixo quando comparada com as demais
estratégias (ONGVARRASOPONE; ROSHORM; PANYIM, 2007; THAMMASORN et al.,
2015).

O gene da v-atpase a € um candidato em potencial para o silenciamento em insetos,
pois, as ATPases vacuolares (V-ATPases) sdo complexos que funcionam como bombas de
prétons H* para a producdo de ATP (FORGAC, 2007). A principal funcdo deste complexo é
acidificar o pH de membranas celulares como os endossomos, lisossomos, vesiculas de Golgi,
vesiculas secretoras e membranas plasmaticas de diversos tipos de células (FORGAC, 2007;
MELLMAN, 1992). As alteracGes nos niveis de expressdo deste gene podem impactar no
metabolismo energético das células e causar um desbalanceamento de prétons capaz de
provocar modificacBes nas condicdes favoraveis de pH necessarias para o funcionamento de

vesiculas e do trafego de moléculas através da membrana.
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Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi transformar bactérias E. coli HT115
(DE3) com plasmideo pL4440 contendo cépia do gene v-atpase a para sintetizar o0 dsSRNA

visando induzir a interferéncia mediada por RNA em formigas forrageadoras de Atta sexdens.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Local dos experimentos

Os bioensaios foram conduzidos no Laboratério de Manejo Integrado de Pragas e no
Laboratério Central de Biologia Molecular (LCBM) da Universidade Federal de Lavras
(UFLA).

2.2 Coleta, criacdo e manutencao da col6nia de Atta sexdens

Para o estabelecimento das col6nias in vitro, rainhas de A. sexdens foram coletadas em
época de revoada no campus da Universidade Federal de Lavras (UFLA) no ano de 2014. A
criacdo das colonias ocorreu em condigdes controladas de temperatura e umidade relativa do
ar (23t 2°C e 70%, respectivamente). A limpeza das col6nias ocorreu semanalmente e as

formigas foram alimentadas com folhas de espécies vegetais diariamente.

2.3 Transformacdo de bactérias Escherichia coli linhagem HT115 para producédo de
dsRNA

As bactérias e o plasmideo pL4440 utilizados para a transformacédo foram cedidos pelo
pela Embrapa Milho e Sorgo localizada na regido de Sete Lagoas (MG).

O RNA total de forrageadoras de A. sexdens foi extraido mediante o reagente TRI1zo'®
(Invitrogen), seguindo as instrucdes do fabricante. Apos a extracdo, 0 RNA total foi tratado
com o kit TURBO™ DNase (Invitrogen) para remogdo de possiveis contaminagdo com DNA
e qualidade do RNA foi avaliada ap0s eletroforese em gel de agarose (1,0%). OcDNA foi
sintetizado utilizando o kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied
Biosystems), seguindo as instrucdes do fabricante. Estes cDNAs foram utilizados com
templates para PCR utilizando primers especificos para amplificar um fragmento da v-atpase
a de 227pb. Posteriormente o fragmento amplificado foi eluido e purificado do gel de agarose
(1,0%). A clonagem ocorreu no vetor pL4440, utilizando as enzimas de restricdo BGL Il e

XBAI. A enzima utilizada para realizar a reacdo de ligacdo foi a DNA T4 ligase.
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A transformacgdo das bactérias E. coli HT115 (DE3) ocorreu de acordo com o
protocolo da Invitrogen (One Shot® TOP10 Competent Cells). Os antibidticos utilizados
foram a ampicilina e a tetraciclina. Para a producdo do ds- v-atpase a 5mL das coldnias
crescidas em meio LB (Luria Bertani) liquido mais os antibidticos foram incubados overnight
a 37°C em shaker por 200 rpm. Dos 5mL foram retirados 1mL e adicionados em 100mL de
meio LB fresco (contendo os antibiéticos ampicilina e tetraciclina) e incubados por mais trés
horas a 37°C sob agitacdo de 200 rpm. Apo6s a incubacédo de trés horas foi adicionado 0,4mM
de IPTG e incubados novamente por mais quatro horas nas mesmas condig¢des anteriores. A
densidade dptica (OD) foi medida até 0,6. Aliquotas de 2mL destas bactérias foram separadas
em microtubos e mortas a 80°C por 20 minutos. Apds a submissdo a alta temperatura, estas

foram armazenadas a -20°C para posterior utilizacéo.

2.4 Bioensaios de mortalidade com formigas forrageadoras

O bioensaio de mortalidade via alimentacéo das formigas forrageadoras foi conduzido
com dieta semissolida composta por 50 g de glicose, 10g de extrato de levedura, 10 g de
peptona bacteriologica e 15 g de &gar para cada 1,0 L de H20 destilada.

O experimento foi conduzido em placas de Petri de vidro forradas com papel filtro, e
cada placa recebeu um pedaco de 1,0 cm® da dieta. Nos trés primeiros dias de experimento as
dietas foram molhadas com 50 pL de suspensdes de HT115 contendo ds-v-atpase a
(HT115+VATPase Col.1, HT115+VATPase Col.5 e HT115+VATPase Col.8), ou HT115 sem
produzir dsRNA (HT1 e HT2) (controle negativo do dsRNA) ou H20 (controle negativo da
bactéria). Apos este periodo, apenas a dieta semi-solida foi fornecida sem nenhuma solucgéo
até o fim do bioensaio. O experimento foi conduzido por 15 dias, sendo que a avaliacdo da
mortalidade ocorreu diariamente. O papel filtro e a dieta foram trocados diariamente com o
objetivo de se evitar contaminacdes.

As placas foram mantidas em BOD a uma temperatura de 23 £ 2°C e uma umidade
relativa de 70+ 10%. O numero de formigas vivas foi contado a cada 24 h e as formigas
mortas retiradas da placa. O experimento foi inteiramente casualizado contendo trés
tratamentos (bactérias HT115 contendo o gene VATPaseA) e trés tratamentos controle (um
tratamento contendo H>O ultrapura e dois tratamentos com duas col6nias distintas de HT115
sem o gene VATPaseA). Para cada tratamento foram realizadas quatro repeticdes contendo 20

insetos em cada repeticao.
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2.5 Anadlises estatisticas

Para as analises estatisticas referentes aos bioensaios de mortalidade foram feitos os
testes de média ANOVA (Tukey) e a andlise de sobrevivéncia de Weibull realizada no
software R (TERRY M. THERNEAU, 2000).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve diferenca entre os tratamentos (p<0,05). As col6nias HT115+VATPase Col.5
e HT115+VATPase Col.8 exibiram médias de mortalidade e 69% e foram estatisticamente
iguais. O tratamento HT115+VATPase Col.1 induziu uma mortalidade de 49%. Tanto 0s
tratamentos controle com as HT115 sem o gene da V-ATPase (HT1 e HT2) quanto o
tratamento controle contendo H,O ultrapura foram estatisticamente iguais. O tratamento
controle contendo H,O exibiu uma média de mortalidade de 30% e os tratamentos HT115 (1)
e HT115 (2) exibiram médias de mortalidade de 29% e 28%, respectivamente (Grafico 1).
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Gréfico 1 — Médias de mortalidade de formigas forrageadoras Atta sexdens alimentadas com
dsRNA do gene v-atpase a e um controle negativo contendo H20O. Os tratamentos
Controle, Controle HT1 e Controle HT2 tratam-se de tratamentos que néo
continham o gene V-ATPase. HT115+VATPase Col.1, HT115+VATPase Col.5 e
HT115+VATPase Col.8 tratam-se de colbnias provenientes da transformacéo de
Escherichia coli HT115 (DE3).
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Legenda: Médias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo diferem estatisticamente entre si pelo
teste Tukey ao nivel de 5% de probabilidade (p<0,05).
Fonte: Da autora, 2019.

Outros trabalhos também estudaram o RNAIi como uma ferramenta para controle de
insetos. A injecdo em adultos de Drosophila suzukii (Diptera: Drosophilidae) de dsRNA
homologo ao gene neuropeptideo pirocinina (PK), produzido e isolado de E. coli HT115,
demonstrou que a mortalidade dos insetos foi quase duas vezes maior que o tratamento
controle (PK 19,0% vs GFP 9,6%), entretanto os resultados ndo foram estatisticamente
significativos (AHN et al., 2019).

O gene do citocromo P450 (cyp6ael4d) foi localizado em Helicoverpa armigera
(Lepidoptera: Noctuidae), e estd diretamente ligado a detoxificacdo do metabdlito secundario

gossipol em plantas de algoddo. Ao silenciar este gene em larvas de H. armigera via RNAI
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estes insetos ndo foram capazes de realizar a desintoxicagéo, e como consequéncia o tamanho
do intestino médio foi reduzido e o crescimento das lavras foi retardado (MAO et al., 2007).

O potencial do RNAIi contra insetos da ordem Hymenoptera também pbdde ser
observado em Solenopsis invicta (Hymenoptera: formicidae), também conhecida como
formiga-de-fogo, onde foi silenciado o gene PBAN, responsavel pela biossintese de
feromonios. Este gene foi silenciado via injecdo em insetos adultos onde a mortalidade
atingida foi de 83% e em pupas onde a mortalidade foi de cerca de 86% (VANDER MEER,;
CHOI, 2013).

O gene da proteina de reconhecimento peptidoglicano , PGRP — LB foi nocauteado
em formigas operarias de Camponotus floridanus (Hymenoptera: Formicidae), além disto,
como neste trabalho, as moléculas de dsSRNA homélogas ao gene alvo foram produzidas via
transformacéo de E. coli linhagem HT115, evidenciando o potencial da producdo de dsRNA
via bacterias (RATZKA; GROSS; FELDHAAR, 2013).

Nossos resultados sugerem que as linhagens de E. coli HT115 sdo capazes de
expressar dsSRNA. Entretanto tornam-se necessarios testes adicionais de expressao génica em
formigas alimentadas com o ds-v-atpase a além da a extracdo do dsRNA das bactérias, com o
objetivo de verificar qual a quantidade de dsSRNA esta sendo produzida e qual seu efeito sob
as formigas alimentadas apenas com a molécula. A sobrevivéncia das formigas alimentadas
com as colonias 5 e 8 de E. coli HT115+VATPase comecou a cair a partir do 6° dia de
avaliagdo. Os controles H>O, HT1 e HT2 e HT115 Col.1 mantiveram 0 mesmo padrdo na
curva de sobrevivéncia durante os 15 dias de avaliacdo (Grafico 2). O fato do tratamento da
colénia 1 ter uma curva de sobrevivéncia diferente das colnias 5 e 8 pode ser provavelmente,
devido as diferentes quantidades de ds-v-atpase a produzidas por cada colonia. Entretanto este

fator s6 podera ser confirmado apos analises de expressdo génica.
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Figura 2 — Curva de sobrevivéncia de Weibull de operérias forrageadoras de Atta sexdens alimentadas
com dsRNA do gene v-atapase a.
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Legenda: O bioensaio contou com um controle contendo H.O, o controle HT1 e o controle HT?2
(controles com Escherichia coli sem o gene v-atapase a). Avaliacdo diaria durante 15 dias seguidos.
Fonte: Da autora, 2019.

Ao se comparar diferentes métodos de entrega de dsSRNA para larvas de Helicoverpa
armigera, sendo estes métodos a microinjecéo, a ingestdo de moléculas de dsRNA sintezidas
in vitro via kit e a ingestdo continua de E. coli linhagem HT115 expressando o dsRNA, foi
possivel observar que o método mais eficiente foi a ingestdo continua de bactérias
expressando o dsRNA, onde a populacédo foi reduzida em cerca de 68% (JING; HAN, 2014).
O uso de linhagens de E. coli HT115 como sintetizadoras de dsRNA é promissor, podendo o
RNAI ser utilizado como ferramenta de controle de insetos praga de diversas ordens de
insetos em larga escala e de maneira mais econémica. Entretanto, deve se observar fatores
como a escolha dos genes alvo, a padronizacdo de um metodo para a realizacdo dos
bioensaios, bem como o método de entrega do dsRNA ao inseto alvo com o objetivo de se
otimizar bioensaios laboratoriais e se obter resultados mais precisos sobre o silenciamento
génico.

O gene da v-atpase vem sendo frequentemente estudado como um alvo potencial ao
silenciamento génico em insetos. O silenciamento génico do gene v-atpase a foi avaliado em
neonatas de Bemisisia tabaci (Hemiptera: Aleyrodidae), onde foi possivel observar
mortalidade de cerca de 85% ap0s seis dias de bioensaio (UPADHYAY et al., 2011). Em
outro experimento foram oferecidas plantas de tabaco expressando o gene da v-atpase a para
neonatas da mosca branca Bemisia tabaci (Hemiptera: Aleyrodidae), foi possivel observar que

0 dsRNA expresso pelas plantas causou uma média de mortalidade entre 48% a 62%, sendo
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que este resultado foi significativamente maior que o tratamento controle que induziu cerca de
20% de mortalidade (THAKUR et al., 2014). Em estudos com larvas de Diabrotica virgifera
virgifera (Coleoptera: Chrysomelidae) foi possivel observar que dietas contendo dsRNA
homologos aos genes v-atpase subunidades a e d foram capazes de reduzir os niveis de
MRNA homdlogos e levar os insetos a morte (BAUM et al., 2007). Prentice et al. (2017)
observaram uma mortalidade significativa em Cylas puncticollis (Coleoptera: Brentidae) apos
injecdo e ingestdo de moléculas de dSRNA homdlogos ao gene v-atpase a.

4. CONCLUSAO

Nossos resultados apresentam uma média de mortalidade promissora contra para
formigas forrageadoras de A. sexdens alimentadas com bactérias E. coli HT115 (DE3)
transformadas com o gene da v-atpase a. Desta forma, € necessario verificar quais col6nias
estdo expressando o dsSRNA em maiores niveis para a real constatacdo da mortalidade. Este
bioensaio foi realizado apenas uma vez, desta forma devem ser realizados novos bioensaios
para a confirmacdo dos resultados obtidos. Além disto, outros estudos devem ser conduzidos
com o dsRNA extraido da bactéria para se dosar a concentracdo e analisar o efeito causado

em outras castas de formigas Atta sexdens.
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