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RESUMO

CHACON-OROZCO, Julie Giovanna. Caracterizacdo e virulénciade bactérias
simbiontes de nematoides entomopatogénicos nativos do Brasil, e toxicidade de seus
metabolitos secundarios para larvas de traca da colméia (Lepidoptera: Pyralidae). 2014.
63 p. Dissertacdo (Mestrado em Fitossanidade e Biotecnologia Aplicada). Instituto de
Biologia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ. 2014

Nematoides entomopatogénicos (NEPs) compdem um importante grupo de agentes usados
mundialmente no controle bioldgico. Sdo encontrados no solo onde vivem sob a forma
Juvenil Infetante (JI) a procura de um hospedeiro, normalmente insetos que tem um ou mais
estagios de desenvolvimento no solo. Os NEPs género Steinernema e Heterorhabditis
carregam no seu intestino as bactérias associadas do género Xenorhabdus e Photorhabdus
respectivamente. Os JIs penetram no hospedeiro e as bactérias sao liberadas dentro do
hemoceloma onde reconhecem a L-proline e produzem toxinas que inibem o sistema imune
do inseto. A bactéria, entdo, se multiplica e o inseto morre por septicemia. Neste trabalho foi
feito o isolamento das bactérias simbiontes de 35 cepas de nematoides entomopatogénicos
nativos de Brasil, seguido da caracterizacdo morfoldgica, bioquimica (Testes API20E e
API20NE) e da identificagcdo molecular por meio do sequenciamento do gene 16S rRNA.
Também foi avaliada a toxicidade das bactérias sobre lagartas de Galleria mellonella, em trés
experimentos para testar células com metabolitos secundarios (MS), suspensdo de células sem
MS, e MS sem células. As bactérias foram identificadas como: X. nematophila (isolados
IBCB n2 e IBCB n48), X. doucetiae (IBCB n6, IBSC15, AM47 e AM163), X. magdalenensis
(IBCB n28 e AM75), Xenorhabdus sp. (IBCB n34, IBCB n47, IBCB n49, CER17, CER33,
CER105, CER107, CER108, CER120, CER144 e CER199), X. szentirmaii (PAM10, PAM11,
PAML13, PAM25, PAM31, PAM42, PAM44), X. romanii (CER09, CER16, CER21, CER129
e CER140), P. luminescens (CB10 e AM71) e P. luminescens subsp akurtsii (IBCB n5).
Todos os isolados foram patogénicos para G. mellonella em todos os experimentos. Dentre
todos os isolados promissores, apenas trés, P. luminescens subsp akurtsii IBCB n5, X. romanii
CER21 e Xenorhabdus sp. CER106, ndo diferiram significativamente dos melhores isolados
nos trés experimentos (com célula+MS, MS e células), o que os destacam como os melhores
isolados para serem usados nessas formas visando o desenvolvimento de produtos para
controle de pragas.

Palavras-chave: Juvenil Infetante, patogenicidade, sequenciamento, controle bioldgico.



ABSTRACT

CHACON-OROZCO, Julie Giovanna. Characterization and virulence of symbiotic
bacteria of entomopathogenic nematodes indigenous from Brazil, and toxicity of their
secondary metabolites against to the larva of the wax moth (Lepidoptera: Pyralidae).
2014. 63 p. Dissertation (Master Science in Phytossanitary and Applied Biotecnology).
Institute of Biology, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ. 2014

Entomopathogenic nematodes (NEPS) comprise an important group of agents used in
biological control worldwide. They are found in the soil where they live as infective juvenile
(1J) and search for a host, usually insects that have one or more stages of development on the
ground. The 1Js carry in their gut an associated bacteria of the genus Xenorhabdus for NEPs
of the genus Steinernema, and Photorhabdus to Heterorhabditis. The IJs penetrate the host
until the haemocoel, and release the bacterium that recognize L-proline and produce toxins to
inhibit the immune system of insects. The bacterium, then, multiplies and the insect dies of
septicemia. In this study, 35 strains of Symbiotic bacteria were isolated from native
entomopathogenic nematodes indigenous from Brazil, and identified by morphological and
biochemical (Tests and API20E API20NE) tests, as well as by molecular test sequencing the
16S rDNA gene. Was also evaluated the toxicity of the bacteria on larvae of Galleria
mellonella in three experiments to test cells with Secondary Metabolites (MS), the cell
suspension without MS and MS without cells. The bacteria were identified as: X. nematophila
(isolates IBCB n2 and IBCB n48), X. doucetiae (IBCB n6, IBSC15, AM47 and AM163), X.
magdalenensis (IBCB n28 and AM75), Xenorhabdus sp. (IBCB n34, IBCB n47, IBCB n49,
CER17, CER33, CER105, CER107, CER108, CER120, CER144 and CER199), X.
szentirmaii (PAM10, PAM11, PAM13, PAM25, PAM31, PAM42, PAM44), X. Romanii
(CERQ9, CER16, CER21, CER129 and CER140), P. luminescens (CB10 and AM71) and P.
luminescens subsp akurtsii (IBCB n5). All isolates were pathogenic to G. mellonella in all
experiments. Among all promising isolates, only three, P. luminescens subsp akurtsii IBCB
n5, X. Romanii CER21 and Xenorhabdus sp. CER106, did not differ significantly from the
best isolates in the three experiments (with Cell + MS, MS and cells), which stand out them as
the best isolates for use in these ways for the development of products for pest control.

Key Word: infective Juvenile, patogenicity, sequencing, biological control.
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1 INTRODUCAO GERAL

Os nematoides entomopatogénicos (NEPs) (Nematoda: Steinernematidae e
Heterorhabditidae) sdo parasitos obrigatérios de insetos (Blaxter et al., 1998) e
frequentemente usados para o controle de insetos de importancia econdmica, principalmente
pragas do solo. Sdo encontrados no solo onde vivem sob a forma Juvenil Infetante (JI) a
procura de um hospedeiro, normalmente insetos que tem um ou mais estagios de
desenvolvimento no solo. Cada uma das espécies esta associada com uma bactéria simbionte
do género Xenorhabdus para os esteinernematideos e Photorhabdus para os heterorabditideos.
Essas bactérias sdo carregadas no intestino do NEP e contribuem para o sucesso dos mesmos
no controle bioldgico de insetos praga, pois potencializam a viruléncia e restringem o
crescimento de outros micro-organismos oportunistas, garantindo o crescimento e reproducéo
dos nematoides.

No processo de infecdo, as bactérias associadas séo liberadas pelos NEPs na hemolinfa
do inseto hospedeiro onde reconhecem a L-proline e produzem toxinas que inibem o sistema
imune do inseto, a bactéria, entdo, se multiplica e o inseto morre por septicemia ap6s 24 a 48
h da penetragdo dos NEPs. A eficiéncia com a qual o complexo nematoide-bactéria mata o
hospedeiro depende da espécie, do estado fisioldgico e imunolégico do inseto infectado e da
espécie bacteriana (Salvadori, 2011).

A patogenicidade do NEP ¢ atribuida a bactéria simbionte, e essas vem sendo estudadas
com relacdo a diversidade de espécies, descricdo do genoma, rotas metabdlicas, atividades
exo-enzimaticas, producdo de metabolitos especiais, processos patogénicos, capacidade de se
diferenciar na populagdo multicelular para a colonizagdo de nichos diferentes, e uso no
controle bioldgico de insetos praga.

O Brasil é o pais com a maior biodiversidade bioldgica, abrigando entre 15% a 20% do
namero total de espécies do planeta (Fapesp, 2008), esta enorme e variada biodiversidade
brasileira, dividida em seis biomas como Amazb6nia, Cerrado, Mata Atlantica, Caatinga,
Pampa e Pantanal, acolhe a maior riqueza do planeta em organismos (Diniz & Ferreira, 2000).

Em funcdo da importancia do conhecimento da diversidade da microbiota do solo nas
diferentes regides, torna-se evidente a realizacao de estudos que venham contribuir para a
ampliacdo de dados sobre a diversidade de microorganismos nos diferentes biomas e seu
potencial uso no manejo integrado de pragas.



2 OBJETIVOS

Objetivo geral

Identificar bactérias associadas a nematoides entomopatogenicos de quatro biomas do
Brasil e avaliar as bactérias e seus metabolitos secundarios (MS) quanto ao potencial de uso
como bioinseticidas

Objetivos especificos

e Caracterizar bactérias simbiontes de nematdides entomopatogenicos com base e aspectos
morfoldgicos, bioquimicos e moleculares;

e Avaliar a toxicidade das bactérias e seus metabdlitos secundarios em lagartas de G.
mellonella.



3. REFERENCIAL TEORICO
3.1 Nematoides entomopatogénicos

Os nematoides entomopatogénicos (NEPS) séo conhecidos como importantes agentes de
controle bioldgico de uma ampla variedade de insetos-praga no mundo, especialmente pragas
do solo. Os NEPs s&o parasitos obrigatorios de insetos e frequentemente usados como agentes
de controle bioldgico de insetos de importancia econémica. Estes NEPs estdo representados
pelas familias Heterorhabditidae e Steinernematidae, e os principais géneros sdo Heterorhab-
ditis Poinar e Steinernema Travassos respectivamente. Encontram-se associados
simbioticamente com as bactérias do género Xenorhabdus para os Steinernematidae e
Photorhabdus para os Heterorhabditidae, as quais lIhes conferem vantagens no controle de
insetos (Boemare, 2002).

Os NEPs possuem uma ampla gama de hospedeiros e podem ser produzidos de
diferentes formas: in vivo, em lagartas; ou in vitro, através de fermentadores liquidos, o qual
0s torna mais atraentes para seu desenvolvimento comercial em compara¢do com outros
microrganismos, além de serem de facil aplicacdo no campo por métodos convencionais
(Kaya, 2003).

Os NEPs séo considerados como uma das alternativas biologicas mais relevantes para o
controle de insetos-praga por seu alto potencial reprodutivo, facilidade de produ¢do massiva e
sua inocuidade, tanto para vertebrados como para invertebrados.

Durante a ultima década, uma série de eventos tem contribuido ao avanco na
identificacdo e sistematica dos NEPs, como a determinacdo dos critérios para a descri¢do de
novas espécies, a atualizacdo e correcdo dos nomes das espécies ja identificadas, e a
interpretacdo das relacdes filogenéticas do Filo Nematoda fundamentadas nas evidencias
moleculares (Stock et al., 2007).

Adicionalmente, o incremento no nimero de novas espécies descritas durante a Ultima
década e a busca por inimigos naturais com potencial para 0 manejo integrado de pragas
(MIP), tem levado ao estabelecimento de um consenso metodolégico entre os pesquisadores,
permitindo assegurar uma adequada identificacdo deste grupo através do uso combinado de
ferramentas taxonomicas e moleculares.

No entanto, as caracteristicas principais e 0s meios que devem ser usados para a
identificacdo das espécies do género Heterorhabditis ainda precisam ser criteriosamente
debatidos para uma adequada defini¢do das espécies. Os nematoides deste género apresentam
pouca variagdo morfoldgica e alguns caracteres validos na identificacdo sdo dificeis de se
observar e requerem uma verificagdo muito cuidadosa, como exemplo as espiculas. (Phan et
al., 2003, Nguyen et al., 2004).

3.2 Ciclo de vida do complexo NEP-Bactéria

Juvenil infectante (JI) é a Unica forma do nematoide que vive fora do inseto (vida livre)
e levam no seu interior células das bactérias simbiontes, formando o que se conhece como
complexo NEPs-Bactéria. Nessa fase, os NEPs ndo se alimentam e vivem de reservas
lipidicas que armazenaram previamente, sobrevivendo por longos periodos se as condigdes
forem favoraveis (Ishibashi e Kondo, 1990).



Figura 1. Bactérias Xenorhabdus (A) e Photorhabdus (B) no intestino do JI dos NEPs,
Steinernema e Heterorhabditis. (Fodor et al., data ndo publicada)

Os JIs carregam as células das bactérias em seu trato intestinal (Figura 1), sendo que o género
Steinernema levam as células na vesicula intestinal especializada (Bird e Akhurst, 1983)
chamada de receptaculo (Snyder et al., 2007), enquanto que o género Heterorhabditis, as
células bacterianas estdo distribuidas ao longo do intestino, muitas vezes rodeadas por uma
membrana de origem desconhecida (Ciche e Ensign, 2003).

Os JIs procuram (Figura 2) ou esperam insetos hospedeiros suscetiveis para entrar e
invadir o hemocele através de aberturas naturais como boca, anus e espiraculos. No caso de
Heterorhabditis, pode também entrar diretamente através do tegumento dos insetos (Wang &
Gaugler 1998). Assim que alcancar o hemocele, os JIs libertam as bactérias simbiontes.
Xenorhabdus é liberado através da defecacdo (Wouts, 1991), enquanto Photorhabdus através
do estoma (Ciche & Ensign, 2003).

As bactérias simbiontes se multiplicam e colonizam o hospedeiro rapidamente com a
producdo de metabolitos secundarios (substancias antibidticas, exo-enzimas e toxinas),
causando septicemia e morte do inseto em 24 e 72 h (Poinar, 1990). Por sua vez os NEPs
também produzem sustancias toxicas contra o inseto independentemente das bacteérias.

As toxinas produzidas pelas bactérias induzem a apoptose (morte celular programada)
dos granulocitos ou hemdcitos granulares tipo I, células essenciais do sistema imunolégico do
inseto encontradas em praticamente todos os tecidos do corpo, que se constituem na primeira
linha de defesa celular (Gotz et al., 1981).

As bactérias entomopatogénicas possuem um extenso repertorio de genes envolvidos na
producdo de toxinas e MS. Acredita-se que estas moléculas sejam responsaveis por garantir
tanto o processo de patogenicidade para o inseto e a manutencdo da simbiose com o
nematoide (Clarke, 2008).
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Figura 2. Ciclo de vida dos nematoides entomopatogénicos, associados a bactérias simbiontes

(Hinchliffe et al., 2010)




As bactérias permitem o crescimento e reproducao dos NEPs ao disponibilizar alimento
(tecido digerido do inseto), pois produzem agentes antimicrobianos como Xxenocoumarins,
xenorhabdin (Akhust, 1982; Mclnerney et al., 1991) e bacteriocinas (Boemare et al., 1992),
que inibem o crescimento de outros organismos, incluindo bactérias, leveduras, nematoides,
fungos e também elementos que protegem os NEPs de insetos sapréfagos (Koppenhofer,
2007). Entretanto, alguns micro-organismos saprofitos do solo e as bactérias aderidas ao
intestino do inseto ou a cuticula dos NEPs representam uma fonte potencial de competidores
que podem crescer no cadaver do inseto (Bode, 2009). Estas bactérias ndo-simbiontes podem
coabitar o cadaver junto com as bactérias simbiontes caso adquiram resisténcia aos
antibidticos produzidos por Xenorhabdus/Photorhabdus durante a interagdo, ou caso ja
estejam resistentes desde o inicio da associacdo (Ortega-Estrada et al., 2012).

Quando comecam a se alimentar do tecido do hospedeiro, os NEPs introduzem ao
mesmo tempo as bactérias simbiontes. Os JIs desenvolvem-se em adultos no interior do inseto
e ddo lugar a uma ou mais geracdes, dependendo do tamanho do inseto. Uma das principais
diferencas entre Steinernema e Heterorhabditis é o estado posterior no desenvolvimento do JI
para a fase adulta. Para Steinernema o JI converte-se em macho ou fémea, enquanto que para
Heterorhabditis, converte-se em hermafrodita na primeira geracdo, gerando machos e fémeas
nas demais geragoes (Kaya & Simmann, 1987).

No cadaver do inseto, o alimento comeca a se esgotar, induzindo o nematoide a
converte-se para a forma de Jls. Os nematoides incorporam as bactérias simbiontes e
emergem do cadaver do inseto como JIs (Adams & Nguyen, 2002) para procurar um novo
hospedeiro (Kaya & Gaugler, 1993). Em condic¢Oes ideais este processo realiza-se entre
quatro e dez dias para os esteinernematideos, e entre 12 e 14 dias para os heterorabditideos.

Estudos taxondmicos mostraram que no complexo nematoide—bactéria cada espécie de
Sterinernema e Heterorhabditis (Rhabditida: Heterorhabditidae), esta associado a uma unica
espécie de Xenohabdus e Photorhabdus, respectivamente. Nao obstante, uma espécie de
bactéria pode estar associada a mais de uma espécie de NEP (Akhust & Boemare, 1990).

3.3 Distribuic&o e influéncia dos fatores climaticos

Os NEPs e as suas bactérias simbiontes estdo distribuidos em diversas regides do
mundo e sdo encontrados no solo em profundidades que chegam a 90 cm abaixo da superficie.
Esta mobilidade cruzada permite e facilita a busca dos insetos, podendo ser afetada pela
umidade, temperatura e textura do solo. O mais critico é a umidade ja que os Jls precisam de
um filme de &gua nos espacos intersticiais do solo para se locomoverem (Koppenhofer et al,
1995). A porosidade do solo afeta a dispersdo, sendo menor quando 0S poros apresentam
menor tamanho (Kaya, 1990). Na dispersdo dos JIs, contribuem a acdo da agua, dos insetos
infetados, da atividade humana, entre outros fatores.

Os JlIs sdo atraidos pelo gradiente de CO, liberado pelo inseto, o qual conduz o
nematoide até o seu hospedeiro. O diéxido de carbono tem um papel muito importante na
agregacao de Jls ao redor das raizes das plantas, um comportamento que os coloca na zona de
alimentacdo dos insetos hospedeiros (Ishibashi & Kondo, 1990). Estudos mais recentes vém
demostrado que as plantas atacadas pelos insetos na raiz liberam substancias volateis
identificadas como B-cariofilenos, os quais também atraem os NEPs (Rasmann et al., 2005,
Hiltpold et al., 2010).

As diferentes espécies de nematoides e suas bactérias simbiontes sdo favorecidas por
diferentes faixas de temperatura (Griffin, 1993; Grewal et al.,1994) que variam com a espécie
ou cepa (Grewal et al.,1994; Hazir et al., 2001). Uma prolongada exposicdo a temperaturas
extremas (abaixo de 0°C ou acima de 40°C) ¢ letal para muitas espécies de NEPs (Brown et
al., 1996).



Os fatores abidticos como as temperaturas extremas, umidade relativa, a radiacdo UV
(Smith, 1996; Baur &e Kaya, 2001) e fatores bidticos como antibioses, competidores e
inimigos naturais (Kaya e Koppenhofer 1996; Kaya, 2002), sdo as principais causas que
afetam a sobrevivéncia dos JIs e consequentemente das bactérias que se encontram no seu
interior.

3. 4 Diversidade das bactérias simbiontes

Inicialmente Thomas e Poinar (1979) catalogaram as bactérias simbiontes de NEPs
como pertencentes ao género Xenorhabdus, mas posteriormente, estudos feitos por Boemare
et al. (1993) permitiram desmembrar o género Photorhabdus como um grupo isolado do
género Xenorhabdus.

Até 0 momento, 0 género Xenorhabdus contém 24 espécies descritas (Tabela 1)
enquanto que o género Photorhabdus, contém trés espécies (Tabela 2), com 18 subespécies
(Lee e Stock, 2010). Embora muitas espécies de Steinernema e Heterorhabditis j& tenham
sido identificadas e caracterizadas, muitas das bactérias associadas a esses nematoides ainda
nédo foram totalmente identificadas e descritas.

Tabela 1. Espécies da bacteria Xenorhabdus identificadas até 2014, os nematoides do género
Steinernema dos quais foram isoladas e sua origem geografica.

Bactérias Neps Origem geografica (type strain)
X. nematophila (Poinar & Thomas, 1965) S. carpocapsae Rassia
X. poinarii (Akhurst, 1983) S. glaseri USA
X. bovienii (Akhurst, 1983) S. feltiae Franca
X. beddingii (Akhurst, 1986) Steinernema sp. Austrélia
X. japonica (Nishimura et al., 1995) S. kushidai Japéo
X. innexi (Lengyel et al., 2005) S. scapterisci Uruguai
X. budapestensis (Lengyel et al., 2005) S. bicornutum Sérvia
X. ehlersii (Lengyel et al., 2005) S. serratum China
X. szentirmaii (Lengyel et al., 2005) S. rarum Argentina
X. cabanillasii (Tailliez et al., 2006) S. riobrave USA e Jamaica
X. doucetiae (Tailliez et al., 2006) S. diaprepesi América Central
X. griffiniae (Tailliez et al., 2006) S. hermaphroditum  Indonésia
X. hominickii (Tailliez et al., 2006) S. monticolum Quénia e Coreia
X. koppenhoeferi (Tailliez et al., 2006) S. scarabaei USA
X. kozodoii (Tailliez et al., 2006) S. arenarium Russia e Italia
X. mauleonii (Tailliez et al., 2006) Steinernema.sp. Séo Vincente (Caribe)
X. miraniensis (Tailliez et al., 2006) Steinernema.sp. Austrélia
X. romanii (Tailliez et al., 2006) S. puertoricense Porto Rico
X. stockiae (Tailliez et al., 2006) S. siamkayai Tailandia
X. indica (Somvanshi et al., 2009) S. thermophilum Guadelupe
X.viethamensis (Tailliez et al., 2010) S. sangi Vietna
X. magdalenensis (Tailliez et al., 2012) S. australe Chile
X. ishibashii (Kuwata et al., 2013) S. aciari China e Japéo
X. khoisanae (Ferreira et al., 2013) S. khoisanae Africa do Sul




Tabela 2. Espécies da bacteria Photorhabdus identificadas até 2014, os nematoides do género
Heterorhabditis dos quais foram isoladas e sua origem geogréfica.

Bactérias NEPs Orlgem_
geogréfica

Photorhabdus luminescens (Thomas e Poinar, 1979) H. luminescens China
P. luminescens Luminescens (Fischer-Le Saux et H. bacteriophora Australia
al., 1999)
;:_, 1IL;)g;l)nescens Akhurstii  (Fischer-Le Saux et H. indica Guadalupe
P. luminescens caribbeanensis (Tailliez et al., 2010)  H. bacteriophora Guadelupe
P. luminescens Kayaii (Hazir et al., 2004) H. bacteriophora -
P. luminescens Kleinii (An e Grewal, 2011) H. georgiana USA
P. luminescens Laumondii (Fischer-Le Saux et H. bacteriophora Trinidad
al., 1999)
P. luminescens Hainanensis (Tailliez et al., 2010) Heterorhabditis sp. China
P.luminescens Noenieputensis (Ferreira et al,. 2013)  H. indica g\ljlrlca do
P. luminescens Thraceaensis (Hazir et al., 2004) H. bacteriophora Turquia
P. luminescens Sonorensis (Orozco et al., 2013) H. sonorensis USA
P. temperata (Fischer-Le Saux et al., 1999) H. megidis Australia
P. temperata Cinerea (T46th & Lakatos, 2008) H. downesic Hungria
P. temperata Tasmaniensis (Tailliez et al., 2010) H. zealandica Austrélia
P. temperata Stackebrandtii (An e Grewal, 2011) H. bacteriophora USA
P. temperata Khanii (Tailliez et al., 2010) H. bacteriophora USA
P. temperata Temperata (TOth & Lakatos, 2008) H. megidis Russia
P. temperata Thracensis (Tailliez et al., 2010) Heterorhabditis sp. Turquia
P. asymbiotica (Fischer-Le Saux et al., 1999) N&o simbiotica USA
P. asymbiotica asymbiotica (Akhurst et al., 2004) N&o simbiotica Austrélia
P. asymbiotica australis (Akhurst et al., 2004) N&o simbiotica Austrélia

3.5 bactérias nao-simbiontes

Diversas outras bactérias ndo-simbiontes foram relatadas como associadas aos NEPs e
as lagartas infetadas por NEPs (Ortega-Estrada et al., 2012), porém de forma oportunista ou
em associagdo ndo conhecida. O primeiro relato foi feito por Weiser (1963) que reportou a
presenca de Pseudomonas spp. em Steinernema carpocapsae. A partir de cadaveres de G.
mellonella infectadas com S. carpocapsae, Poinar (1966) isolou as espécies Achromobacter
nematophilus, Alcaligenes sp., Aerobacter spp., Proteus sp. e Pseudomonas aeruginosa.
Lysenko e Weiser (1974) mantiveram S. carpocapsae por 15 anos em laboratério e isolaram,
a partir dos Jls, as bactérias Alcaligenes odorans, Pseudomonas fluorescens, Stenotrophomonas
maltophilia, P. alcaligenes e Acinetobacter sp. Boemare (1983) identificou varias bactérias
ndo-simbiontes como resistentes aos  compostos antimicrobianos produzidos por X.
nematophila. Usando JlIs de S. scapterisci, Aguilera e Smart (1993) isolaram as bactérias E.
coli, Ochrobactrum anthiropi, Paracoccus denitrificans, P. aureofaciens, P. fluorescens,
Xanthomonas maltophilia. Jackson et al. (1995) verificaram a presenca da bactéria
Providencia rettgeri em cultivos de 10 linhagens do simbionte Photorhabdus, fato conhecido
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como crescimento dixénico. Boemare et al. (1997) isolaram diferentes espécies de Serratia a
partir dos JIs de Steinernema spp. e Heterorhabditis spp. reproduzidos por varios anos em
laboratdrio, sugerindo que a associacdo do NEP com as bactérias ndo-simbiontes possa ser
resultado de adaptacBes ancestrais. Babic et al. (2000) isolaram as bactérias Ochrobactrum
anthiropi e O. intermedium relacionadas com Heterorhabditis indica nativos do Caribe, e
verificaram que estas bactérias ndo possuem efeito entomopatogénico. Gouge e Snyder (2006)
identificaram as bactérias S. proteomaculans e S. marcescens em associagcdo com Steinernema
e Heterorhabditis, e relataram que essa associacdo deve-se ao abrigo ocasional das bactérias
entre as camadas das cuticulas dos JIs. Lee e Stock (2010) Isolaram bactérias contaminantes
como Proteus sp., Serratia sp. e Delftia sp. a partir de G. mellonella infectadas por
Xenorhabdus spp., e diretamente a partir dos Jls. Ortega-Estrada et al. (2012) descreveram
uma relacdo de foresia ocorrendo entre a bactéria S. marcescens e 0 nematoide S.
carpocapsae, e avaliaram a viruléncia da bactéria ndo-simbionte para G.mellonella,
concluindo que a bactéria é transportada na superficie do nematoide e ndo causa mortalidade
nas lagartas infetadas.

3.6 Caracteristicas das bactérias simbiontes

Xenorhabdus e Photorhabdus sdo bacilos Gram negativos, Gamma-Proteobacteria, da
familia Enterobacteriaceae (Tabela 3). S&o bactérias pleomorficas, ou seja, tem formas
diferentes da colonia e variacdo de fase, de FI (forma primaria ou ativa) para FIl (forma
secundaria ou inativa). As duas fases variantes podem ser diferenciadas em varios aspectos,
incluindo a viruléncia contra insetos ou na associacdo com os NEPs. De modo geral, as
propriedades da FI estdo muito acentuadas ou ausentes da FIl (Givaudan & Lanois, 2000).
Algumas das caracteristicas mais relevantes encontram-se nomeadas na Tabela 4.

Tabela 3. Taxonomia das bactérias simbiontes de nematoides entomopatogénicos

Dominio Bactéria
Filo Proteobacteria
Classe Gammaproteobacteria
Ordem Enterbacteriales
Familia Enterbacteriaceae

Genero Xenorhabdus/ Photorhabdus

A bactéria em FI apresenta as seguintes caracteristicas: flagelos peritricos (Figura 3);
produz um amplo espectro de toxinas, as quais sdo as responsaveis da morte do inseto
hospedeiro; produz enzimas encarregadas da decomposi¢do das proteinas e carboidratos no
interior do inseto (Boemare & Akhurst, 1988); produz também antibidticos que inibem o
crescimento de micro-organismos oportunistas; possui grandes inclusdes para-cristalinas no
seu citoplasma; forma colonias pequenas que absorvem o corante Azul de Bromotimol e
reduzem o Cloreto de Trifenil-tetrazolio em placas de NBTA; e as culturas artificiais das
bactérias em FI produzem também combinacdo (Figura 4) de proteases, lipases, quitinases e
lecitinases (Akhurst & Boemare, 1990).



Tabela 4. Principais diferencas entre os géneros das bactérias simbiontes de NEPs (Stock,
1998).

Caracteristicas Xenorhabdus Photorhabdus
Localizac&o nos Jis Porcéo ventricular do intestino Todo o intestino
Bioluminescéncia dos . FI: Sim

i Nao N
cadaveres FIl: Nédo

Absorcéo do Azul de

. Sim Né&o
Bromotimol (BTB)

FI: Azul ou verde, com uma FI: verde com centro

Cor das colénias em NBTA  zona clara ao redor vermelho ou marrom
FII: vermelha FII: vermelha

Absorcdo do vermelho sim Sim

neutro

Cor das col6nias em Mc FI: Vermelhas ou rosa FI: Vermelhas ou rosa

Conkey FIl: brancas e amarelas FIl: brancas e amarelas

>=o

Ho\m&,/ \@\/A{ \

c

Figura 4. Colbnias de Xenorhabdus sp. em FI crescendo em agar NBTA e produzindo
metabolitos secundarios (Crawford et al., 2010).

A fase Il ndo tem flagelos e pode se manter facilmente em cultivos in vitro prolongados.
Tem acdo inseticida, mas € menos efetiva (Boemare & Akhurst, 1988); é igualmente
produtora de antibioticos; ndo forma inclusdes para-cristalinas; forma coldnias grandes; ndo
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adsorve o Azul de Bromotimol, e adquire uma cor vermelha ao degradar o cloreto de trifenil-
tetrazolio em placas de NBTA (Ensign, 2000; Martinez, 2010).

3.7 Bioluminescéncia

Espécies do género Photorhabdus sdo as Unicas bactérias terrestres que possuem a
caracteristica de bioluminescéncia. A enzima catalisadora da emisséo de luz foi identificada
como sendo luciferase bacteriana (dimero de alfa — beta). Isto significa que utiliza o oxigénio
molecular para oxidar dois substratos (um aldeido alifatico de cadeia longa e um FMNH 2),
produzindo uma luz cor verde-azul a 490 nm. Apesar da luciferase produzir uma luz azul-
verde, o inseto fica como uma aparéncia vermelha, presumivelmente por causa do pigmento
vermelho produzido pelas bactérias que se acumulam na carcaca do inseto (Forst & Nealson,
1996). Os genes responsaveis da producao da enzima luciferase sdo chamados de genes lux.

A

Figura 5. Lagartas de Galleria mellonella (Traca das colmeias) inoculadas com P.
luminescens. (A) Nao inoculada; (B) Apos 24 horas da inoculacdo; (C) Apbs 48 horas da
inoculacdo; (D) Bioluminescéncia (Mannhrez, 2010).

3. 8 Fatores de viruléncia e patogenicidade das bactérias

As bactérias entomopatogénicas produzem fatores de viruléncia que sdo capazes de
destruir as células responsaveis pela defesa imunitaria (Gomes, 2002).

As bactérias Xenorhabdus e Photorhabdus produzem exo-enzimas tais como lipases
(Thaler et al., 1995), quitinases (Chen et al., 1996), proteases (Bowen et al., 2000), e
fosfolipases. As lecitinases sdo producidas somente por Xenorhabdus e estdo envolvidas na
qguebra de fosfolipidios de insetos proporcionando assim uma fonte lipidica para o
crescimento de NEPs do género Steinernema (Mahar et al., 2008). No geral, ocorre um
aumento na producdo dessas enzimas extracelulares durante o final da fase logaritmica e
comeco da fase estacionaria do crescimento das bactérias, disponibilizando nutrientes para o
desenvolvimento dos nematoides dentro do inseto. A hemolinfa ¢ uma fonte rica em
macromoléculas, que disponibiliza diversos substratos para acdo das enzimas secretadas pelas
bactérias (Forst & Nealson, 1996). Esse processo é chamado de bioconversdo do inseto,
tornando sua biomassa disponivel para a nutricdo do nematoide e nas diferentes geragoes
(Bode, 2009).

Além de exoenzimas, também sdo produzidas toxinas do grupo das citotoxinas capazes
de lisar os granuldcitos e impedir as reaces de defesa (Ribeiro et al., 1999), e antibidticos de
acao fungicida e bactericida, que impedem a colonizacdo do cadaver por outras espécies de
microrganismos presentes no ambiente.
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3. 9 Modo de ac¢do das bactérias no inseto

A patogenicidade das bactérias Xenorhabdus e Photorhabdus esta relacionada a inibicao
das reacoes de defesa do sistema imunologico do inseto hospedeiros (Dowds & Peters, 2002).

O sistema imune do inseto tem dois grandes tipos de reacbes de defesa celular,
promovidos por células livres da hemolinfa, chamadas hemdcitos (Gomes, 2002).
Inicialmente ocorre a formacdo de nodulos ao redor dos NEPs, resultando no seu
encapsulamento e isolando-os do resto das células do organismo por meio da formacéo de
varias camadas concéntricas formadas por numerosos hemacitos, chamados plasmatocitos.
Em seguida ocorre a fagocitose, promovida por diferentes tipos de hemacitos, sendo 0s mais
eficazes os granuldcitos. Este processo é favorecido pela cascata de Fenol-Oxidase (PO), um
composto que faz parte do sistema imune do inseto, além de ser uma molécula essencial ao
NEP que indica 0 momento adequado para seu desenvolvimento no interior do inseto (Joyce
et al., 2008).

Quando as bactérias sdo liberadas pelos NEPs, elas reconhecem a L-Proline presente na
hemolinfa do inseto. Este componente induz ou regula a mudanca metabdlica das bactérias as
quais passam a produzir toxinas, antibidticos e outros MS néo identificados (Crawford et al.,
2010).

Kim et al, 2005 demonstraram que as bactérias dos géneros Xenorhabdus e
Photorhabdus se assemelham na forma como ocorre a acdo inibidora do sistema imune do
inseto, impedindo a formacdo de nddulos e a ativacdo da PO. Além disso, provocam também
a apoptose dos granulocitos por meio de lipopolissacarideos ou outros fatores citotoxicos
(Brillard et al., 2001)

3.10 Toxinas bacterianas

As bactérias simbiontes de NEPs produzem toxinas que contribuem para a letalidade do
inseto e a protecdo microbiana do cadaver.

A acdo toxica das bactérias € promovida por um complexo de toxinas (Tc), as quais tém
seus genes (tc gene) localizados em diferentes loci. Este Tc consiste em pelo menos 10
polipeptidios que séo agrupados em trés componentes proteicos de classe A, B e C (Bowen et
al., 1998), os quais se classificam com base em similaridade da sequéncia e tamanho. As
proteinas de Classe A sdo muito grandes e tem um peso molecular de 280 kDa, as proteinas
da Classe B com 170 kDa, e as proteinas da classe C com 110 kDa (ffrench -Constant et al.,
2006).

As proteinas da classe A estdo encarregadas dos efeitos citotoxicos do Tc, aquelas da
classe B modula a toxicidade das proteinas de classe A, enquanto as proteinas de classe C
abrigam a atividade bioldgica. O Tc de Xenorhabdus é formado pelas proteinas XptAz2,
XptBl e XptC1, enquanto que o Tc de Photorhabdus é formado pelas proteinas TcdAl,
TcdB2 e TccC3 ou TeeC5 (Sheets et al., 2011).

No estudo feito por Ffrench-Constan et al. (2007) foi demonstrado que a atividade plena
do Tc requer a presenca de todas as trés classes de Proteinas A , B e C (Figura 6).
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Figura 6. Modelo de interacdo das diferentes proteinas do Tc, expressadas por E. coli
transformada com os tc genes de Photorhabdus. (A) TcdAl(proteina da classe A) pode se unir
as celulas do intestino do inseto e causar baixos niveis de toxicidade. (B) TcdAle TcdB1
(proteinas da classe A e B) expressadas em diferentes células de E. coli e logo misturadas
antes da penetracdo na célula do inseto. Nota-se que somente a proteina TcdB1 ndo produz
uma interacdo produtiva, ou seja ndo potencializa a toxicidade de TcdAl. (C) Quando a
proteina TcdB1 e TccC1l sdo expressadas no mesmo citoplasma (E. coli) e logo misturadas,
produzem uma interacdo produtiva, pois a toxicidade de TcdAl é potencializada. (Ffrench-
Constan et al., 2007)

Em bactérias do género Photorhabdus, existem também proteinas relacionadas ao inseto
(‘Photorhabdus insect-related’ - Pir) que sdo toxinas binarias PirAB (Duchaud et al., 2003),
tem atividade por via oral, e agrupa as proteinas relacionadas a viruléncia “Photorhabdus
virulence cassettes” (PVCs), que sdo ativadas somente quando injetadas dentro da hemolinfa,
com modo de agdo ainda desconhecido (ffrench -Constant et al., 2006). Outras toxinas
proteicas sdo produzidas pela expressao de um gene chamado ‘makes caterpillars floppy’
(Mcf). Estas toxinas promovem a destrui¢do rapida do intestino do inseto, resultando na morte
das lagartas (Daborn et al., 2002).

3.11 Antibidticos produzidos pelas bactérias

A bactéria produz antibidticos permitindo o desenvolvimento dos nematoides em um
ambiente bastante favoravel no cadaver do inseto, livre de outras bactérias, fungos e incluso
de outras espécies de nematoides (Park & Kim, 2005; Trivifio et al., 2006).

As bactérias simbiontes dos NEPs produzem um grande espectro de fatores
antimicrobianos, como os derivados de Indol (Figura 7) que tem um amplo espectro de efeitos
nematicidas (Orozco, 2012) e o Rhabduscin, composto com atividade anti-Fenol-Oxidase.
Como explicado anteriormente, a Fenol-Oxidase € um componente critico inato do sistema
imune do inseto (Crawford et al., 2010)
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Figura 7. Estrutura de varios antibidticos produzidos por Xenorhabdus spp. e Photorhabdus
spp. segundo Forst & Nealson, 1996 (A) e Crawford et al., 2010 (B).

Os antibioticos produzidos pelas bactérias do género Xenorhabdus (Figura 8), descritos
na literatura, sdo na maioria moléculas pequenas, como Benzylideneacetone, lodinine,
Phenethylamides, e derivados de indole, e também alguns compostos mais complexos como
os Xenorhabdinas e Xenorxides, além de compostos derivados do complexo multienzimatico:
sintasa de policétido (PKS)/ peptideo sintasa ndo ribosomal (NRPS) como Xenocoumacinas
(XCNs), Xenematide e Xenortides (identificados como péptidos produzidos por X.
nematophila) (Bode, 2009), Xenofuranone e Szentiamide.

A Benzylideneacetona (trans-4-phenyl-3-buten-2-one) é um composto com atividade
contra algumas bactérias Gram-negativas, encontrado em X. nematophila, por Ji et al. (2004)

O exo-cristail de Poli- lodinine € um composto antimicrobiano, encontrado unicamente
na bactéria X. szentirmaii (Fodor et al., 2008)

Outro composto produzido é o Nematophin (derivado do indol), estabelecido como
indoleethyl 3-(3’-metil-2’-0x0)-pentanamida, revela uma forte bioactividade in vitro contra
uma serie de espécies de fungos e bactérias (Li et al.,1997).

A Xenorhabdina € uma sustancia efetiva contra bactérias Gram positivas € Gram
negativas, mas numa menor proporcao.

Os principais antibidticos produzidos por X. nematophila sdo as Xenocoumacinas
(XCN), dentre os quais apenas dois sdo conhecidos até 0 momento: XCN 1 e XCN 2. Estudos
realizados por Park et al. (2005) demonstraram que XCN1 é melhor que XCN2 na acao
contra diversas bactérias, indicando diferencas desses antibidticos quanto as funcGes
bioldgicas.

O peptideo ciclico chamado Xenematide, cuja estrutura € PA-L-[L-Thr-Trp-D-Trp-beta-
Ala]. (PA = fenilacetil), tem acédo antimicrobiana fraca (Hung et al., 2011)

Crawford et al. (2010) reportou que a L-proline (presente na hemolinfa) regula a
producdo de Xenamatide e Nematophin, na bactéria X. nematophila.

A Xenofuranone (dimero de phenylpyruvate) e Szentiamide (peptideo) foram
identificados na bactéria X. szentirmaii (Brachmann et al., 2006; Nollmann et al., 2012).
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Figura 8. Estrutura de varios antibioticos produzidos por Xenorhabdus spp.segundo Ji et al.,
2004 (A); Bode, 2009 (B, C e F); Forst & Nealson, 1996 (E e G); Crawford et al., 2010 (D e
H); Nollmann et al., 2012 (J); Schuffler et al., 2009 (K).

As bactérias do género Photorhabdus (Figura 9) produzem compostos poliquetidios,
como as anthraguinones poliaromaticos, 0s quais possuem atividade antifungica e
antibacteriana fraca, mas tem atividade repelente contra formigas e passaros (Pankewitz &
Hilker, 2008). A producéo deste composto € regulada pela L-prolina.

Photorhabdus spp. também produzem estilbenos (ST) que tem um amplo espectro
antibacteriano e fortes propriedades antifungicas além de ser um potente inibidor da Fenol-
Oxidase (Eleftherianos et al., 2007). Compostos tais como os estilbenos sdo alquenos
conjugados produzidos geralmente pelo reino vegetal, que tém sido encontrados nas culturas
de todas as espécies Photorhabdus. Essa bactéria vem sendo considerada, até o momento
como o Unico organismo ndo planta que produz essa familia de compostos (Crawford e
Clardy, 2011). A producédo deste composto é regulada também pela L-prolina. Joyce et al.
(2008) demonstraram que o isopropylstilbene é um composto requerido para o
desenvolvimento adequado dos NEPSs.
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Weber et al. (2002) registraram também a producdo de hidroxi-stilbeno, composto com
atividade antibidtica e nematicida, que exerce sua atividade antibiética através da inibi¢do da
sintese de RNA.
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Figura 9. Estrutura de varios antibi6ticos produzidos por Photorhabdus spp. segundo Forst
& Nealson, 1996 (A e C); Orozco, 2012 (B, D, E e G) e Hu et al., 2006 (F).

Outros compostos como sideréforos catecolatos (photobactina) tem sido encontrado
como contribuintes na antibiose do cadaver (Ciche et al., 2003)

O Carbapenem é um antibidtico da classe g-lactam que tem atividade contra muitas
bactérias Gram-negativa bactéria (Coulhoroust et al., 2005).

O Epoxide, 2-isopropyl-5-(3-phenyl-oxiranyl)-benzene-1,3-diol, é outro composto com
acao contra as bactérias, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Streptococcus pyogenes e
Staphylococcus aureus, como demonstrado por Hu et al. (2006).

E por ultimo, o Indigoidine pigmento azul produzido através da NRPS, com agéo
antibacterial.

3.12 NEPs e suas bactérias simbidticas no controle biolégico de pragas

Os NEPs séo organismos com potencial para serem utilizados em programas de controle
bioldgico (Gaugler et al., 1991). Novas espécies sdo descobertas cada vez com mais
frequéncia, apresentando potencial para controlar insetos praga (Powell & Webster, 2004).

Os NEPs e suas bactérias simbiontes apresentam uma série de vantagens importantes
gue fazem deles agentes promissores como controladores bioldgicos, destacando-se 0s
seguintes aspectos: a) sua adaptabilidade e capacidade de colonizar o solo (organismos
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inundativos); b) comportamento de busca para combater insetos-praga de habitos terrestres; c)
alta viruléncia, matando rapidamente o hospedeiro; d) sdo seguros para os vertebrados e
plantas, ndo geram ameaca alguma contra o ambiente; e) sdo faceis de multiplicar em
condicBes de laboratério; f) de féacil aplicagdo por equipamentos convencionais e; g) sdo
compativeis com defensivos quimicos e biologicos. Como desvantagem, dependem de
condicGes favoraveis de umidade no solo (Kaya et al., 1993).

O complexo NEP-bactéria se torna muito virulento para insetos, sendo considerado
como uma das melhores alternativas ndo quimicas para o controle de insetos em nivel
mundial.

Pesquisas recentes vem apresentando as bactérias simbiontes e suas secre¢fes como
agentes e produtos potenciais para uso no controle de insetos, porém estes estudos ainda séo
incipientes necessitando de confirmac6es. Além disso, Bowen et al. (1998) ressaltaram que €
possivel 0 uso de toxinas produzidas a partir de suspensfes das bactéria simbiontes para
proteger as plantas por aspersao direta (na cultura) ou por meio da transformacéo do genoma
das plantas com os genes das toxinas.

Gotz et al. (1981) demostraram, pela primeira vez que a bactéria X. nematophila e suas
secrecOes sdo letais para lagartas de G. mellonella quando aplicadas na areia, 0 que
incentivou muitas pesquisas sobre esse assunto ao redor do mundo.

Boemare et al. (1992) fizeram a primeira descoberta de dois tipos distintos de atividade
antimicrobiana em X. nematophila (bacteriocinas e fagos). Ainda em 1992, Chen estudou os
efeitos dos antibidticos produzidos pelas bactérias Xenorhabdus spp. sobre bactérias do solo.
No ano seguinte, Philip Maxwell et al. (1993) estudaram a estabilidade e atividade antibidtica
produzida por dois isolados de X. nematophila durante a infeccdo no inseto G. mellonella.

Em 1996, Chen descobriu dois grupos de substancias antimicrobianas (Nematophin e
Xenorxides) a partir do complexo NEP-Bactérias.

Posteriormente, os estudos foram focando na busca de bactérias para uso como
controladores bioldgicos de insetos praga. Dudney et al. (1997) mostraram que a bactéria X.
nematophila inoculada por injecdo na hemolinfa, é toxica para a formiga Solenopsis invicta.
Jacques-olivier et al. (1998) testaram as propriedades da lecitinase entomotdxica por infecgdo
em lagartas de insetos, mas ndo verificaram toxicidade nos insetos testados (Locusta
migratoria, G. mellonella, Spodoptera littoralis e Manduca sexta). Elawad et al. (1999)
confirmaram a toxicidade para lagartas e pupas de Spodoptera exigua. Ainda em 1999, Ho e
Yu, inocualaram lagartas de G. mellonella com X. nematophila e suas secrecfes (suspengédo
livre de células bacterianas), injetadas na hemolinfa, verificando a mortalidade nas lagartas
apos 20 h da inoculagéo.

Ribeiro (2002) estudou o efeito do fator citotdxico produzido pela bactéria X.
nematophila sobre os hemdcitos de insetos, o que permitiu purificar e caracterizar a proteina
alfa-Xenorhabdolisina (a-XIlis) implicada na reacdo de ataque ao inseto.

Abdel-Razek (2003) avaliou os efeitos patogénicos de X. nematophila e P. luminescens
em pupas de Plutella xylostella (L.), observando mortalidades de 60 e 40 % ao usar
concentracdes de 5x10* e 5.5x10° cels/ml™, respectivamente. Mahar Ali et al. (2005),
aspergiram lagartas de G. mellonella com X. nematophila numa concentracdo de 4x10’
cels/ml*, obtendo 93% de mortalidade das lagartas seis dias ap6s a inoculagdo. Nesse mesmo
experimento foi avaliada a atividade das secrecfes toxicas das bactérias (suspencao livre de
células), obtendo-se em menor tempo (4dias) , maior mortalidade das lagartas (95%).

Em 2008, Hussien & Hanan testaram a atividade antimicrobiana das secrecdes
bacterianas de X. indica, X. nematophila, X.sp. e P. lumenscens laumondii, crescidas em
placas de Petri com as bactérias pagoténicas para humanos Gram +vas (Staphylococcus
aureus e Enterooccus fecalis) e Gram — vas (Pseudomonas flurecens, Vibrio anatum,
Salmonella typhemurium e Aeromonus hydrophila). As secrecBes da bactéria X. indica
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inibiram todas as bactérias, exceto V. anatum e A. hydrophilaas. A solugédo de secrecdes dessa
bactéria foi fragmentada quimicamente em trés grupos (fracdo proteicas, fracdo lipidica e
fracdo de carboidratos) e esses grupos foram testados sobre as bactérias patogénicas,
apresentando atividades antimicrobianas. Estes resultados contribuiram para conhecer a
natureza dos antibioticos produzidos por Xenorhabdus spp., e seu potencial de uso para fins
médicos, como novo agente antimicrobiano com baixo custo de producdo e potente contra
bactérias resistentes (Cepas resistentes a penicilina e meticilina).

Campos-Herrera et al. (2009) avaliaram X. bovienii ES14 aplicando 20 pl, numa
concentracdo de 4x10’ Cels/ml™, sobre lagartas de Spodoptera littoralis, obtendo mortalidade
de 80% em 24.h.

Yam Kumar e Kyeong-Yeoll (2011) avaliaram a toxicidade dos adultos da mosca-
branca (Bemisia tabaci), inoculadas com P. temperata obtendo a mortalidade maxima (100%)
60h apos da inoculacdo, além de ter feito analise molecular para ver os efeitos da ingestao oral
da bacteria no sistema imune do inseto.

3.13 Estudo das bactérias simbiontes de NEPs no Brasil

Apesar dos avangos nas pesquisas com bactérias simbiontes em nivel mundial, no
Brasil, estudos sobre o assunto é ainda recente. O primeiro trabalho foi publicado em 2006,
ocorrendo a formacéo de diversos grupos de pesquisa atuando na identificacdo e uso desses
agentes a partir desse ano.

Em 2006, DePaula et al. avaliaram a patogenicidade de P. temperata K122 sobre
formigas cortadeiras Acromyrmex subterraneus subterraneus e Atta laevigata (Hymenoptera:
Formicidae). A bactéria causou alta mortalidade (>80% e 60%), para as duas espécies de
formigas apds 24h de inoculacdo, matando em menor tempo as operarias de A. subterraneus
comparadas aquelas de A. laevigata.

Carneiro et al. (2008) avaliaram os efeitos da bactéria P. temperata sobre as enzimas
digestivas de lagartas de Diatraea saccharalis (L), verificando diminuicdo na atividade da
alpha-glucosidase em 50% e de alpha-galactosidase em 70% ap6s 20h da inoculacdo da
bactéria. Também relataram a morte de todas as lagartas apos 48 horas.

Kaminati (2010) caracterizou molecularmente um isolado de Heterorhabditis spp. e de
sua bactéria simbionte Photorhabdus spp., provenientes de Monte Negro, RO. A bactéria
isolada no trabalho foi identificada como P. luminescens subsp. luminescens linagem MN?.

Salvadori (2011) avaliaram a patogenicidade de NEPs e de suas bactérias simbiontes,
Photorhabdus e Xenorhabdus, pela injecdo em pré-pupas de Spodoptera frugiperda (L),
concluindo que os isolados bacterianos, especialmente de Heterorhabditis, causaram altos
niveis de mortalidade.

Em geral, estudos sobre a ecologia, biologia e fisiologia das bactérias simbiontes ainda
sdo escassos, sendo necessario mais estudos sobre diversidade taxonémica, distribuicdo
(Fisher-Le et al., 1998), comportamento e metabolismo, que contribuam para desvendar sobre
o0 potencial de uso e aplicabilidade destes organismos e seus diferentes componentes.
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CAPITULO I
Caracterizacdo bioquimica e molecular de bactérias
simbiontes de  nematoides  entomopatogénicos
(Steinernema e Heterorhabditis) nativos do Brasil
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RESUMO

Trinta e cinco bactérias simbiontes dos generos Xenorhabdus e Photorhabdus, da familia
Enterobacteriaceae, associadas respectivamente a nematoides entomopatogénicos (NEPs) dos
generos Steinernema e Heterorhabditis nativos do Brasil, foram identificadas por diversas
técnicas. As bactérias foram isoladas a partir da hemolinfa de lagartas de G. mellonella
infectadas, e também por meio do macerado dos NEPs imaturos (fase juvenil infectante). As
bactérias foram identificadas como Xenorhabdus spp. e Photorhabdus spp. na fase primaria,
de acordo com o seu crescimento, coloracdo e emissdo de bioluminescéncia em NBTA, com
algumas caracteristicas observadas em microscopia, e com o perfil metab6lico nos testes API
20E e API 20NE. Foi feita a caracterizacdo molecular mediante o sequenciamento do gene
DNA 16Sr e as sequéncias obtidas foram comparadas com as sequéncias das bactérias ja
descritas, depositadas no banco de dados internacional (GenBank). As espécies bacterianas
isoladas de cada nematoide apresentaram homologia com variacdo de 88-99%, sendo
identificadas como: X. nematophila (isolados IBCB n2 e IBCB n48), X. doucetiae (IBCB n6,
IBSC15, AM47 e AM163), X. magdalenensis (IBCB n28 e AM75), Xenorhabdus sp. (IBCB
n34, IBCB n47, IBCB n49, CER17, CER33, CER105, CER107, CER108, CER120, CER144
e CER199), X. szentirmaii (PAM10, PAM11, PAM13, PAM25, PAM31, PAM42, PAM44),
X. romanii (CERQ09, CER16, CER21, CER129 e CER140), P. luminescens (CB10 e AM71) e
P. luminescens subsp akurtsii (IBCB n5). Para as espécies indefinidas, a identificacdo deve
ser baseada ainda em andlise multilocus com os genes housekeeping (gyrB, recA, dnaN, rplB
e gltXx).

Palavras-chave: Controle biolégico, Xenorhabdus, Photorhabdus, sequenciamento.
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ABSTRACT

Thirty-five bacteria of the genus Xenorhabdus and Photorhabdus of the family
Enterobacteriaceae, associated to entomopathogenic nematodes (EPNs) of the genera
Steinernema and Heterorhabditis, respectively, native of Brazil, were identified by various
techniques. The bacteria were isolated from the hemolymph of infected larvae of G.
mellonella, and also through the mash of immature EPNs (infective juvenile stage). The
bacteria were identified as Xenorhabdus spp. and Photorhabdus spp. in the primary phase,
according to their growth, coloration and issuing biolumenescéncia in NBTA, with some
features observed in microscopy, and metabolic profile tests in APl 20E and APl 20NE.
Molecular characterization was performed by sequencing the 16S gene and DNA. The
sequences obtained were compared with sequences of bacteria already described, deposited in
the international database (GenBank). Bacterial species isolated from each nematode showed
homology ranging from 88-99%, being identified as: X. nematophila (isolated IBCB n2 IBCB
n48), X. doucetiae (IBCB n6, IBSC15, AM47 and AM163), X. magdalenensis (IBCB n28 and
AM75), Xenorhabdus sp. (IBCB n34, IBCB n47, IBCB n49, CER17, CER33, CER105,
CER107, CER108, CER120, CER144 and CER199), X. szentirmaii (PAM10, PAM11,
PAM13, PAM25, PAM31, PAMA42, PAM44), X. Romanii (CER09, CER16, CER21, CER129
and CER140), P. luminescens (CB10 and AM71) and P. luminescens subsp akurtsii (IBCB
n5). For the undefined species, identification should be still based on multilocus analysis with
housekeeping genes (gyrB, recA, nDNA, and rpIB gltX).

keywords: Biological control, Symbiont Bacteria, sequency.
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1 INTRODUCAO

Os NEPs do género Steinernema e Heterorhabditis sdo parasitos obrigatorios de insetos
e encontram-se associados a bactérias da familia Enterobacteriaceae dos géneros
Xenorhabdus Thomas e Poinar 1979, e Photorhabdus Boemare et al. 1993, respectivamente.
Estas bactérias sdo carregadas no intestino da forma juvenil infectante do nematoide, o qual as
libera no hemocele do inseto, onde se reproduzem e induzem a morte do inseto por
septicemia. A multiplicacdo da bactéria contribui para sua relagdo simbiotica com o NEP,
assegurando sua reproducdo e alimentacdo dentro do cadaver do inseto. Essas bactérias ndo
sdo encontradas no solo e na agua, sugerindo que ndo possuem formas de vida livre e que a
associacao com os NEPs é essencial para a sobrevivéncia das mesmas no ambiente (Rathore,
2013).

A determinacdo de espécies e subespécies dos géneros Xenorhabdus e Photorhabdus
baseia-se na descricdo das caracteristicas morfologicas em diferentes meios de cultura, na
forma e na cor das colbnias, na presenca de flagelos e de corpos de incluséo (dependendo da
fase bacteriana), na emissao de biolumenescéncia, na temperatura de crescimento e em provas
bioquimicas (assimilacdo e fermentacdo de carboidratos) que ajudam a conhecer o perfil
metabolico, pois as bactérias secretam varios produtos extracelulares, incluindo lipases,
fosfolipases, protease e antibiGticos. Na identificagdo molecular das bactérias, utiliza-se
amplificacdo de sequéncias do gene 16S rRNA para a identificacdo e caracterizacdo de
espécies bacterianas e para inferir suas relacfes filogenéticas. Atualmente a amplificacdo do
gene 16S rRNA ndo é usado como o unico critério de identificacdo de novas espécies, devido
a falta de variacdo genética na sequéncia (Lee e Stock, 2010), como comprovado por Tailliez
et al. (2006) onde a diferenca entre os genes 16S rRNA de dois espécies de Xenorhabdus é
muito baixa (3-5%). Por isto, tem sido considerada também a amplificacdo dos genes
housekeeping (gyrB, recA, dnaN, rplIB e gltX), conhecidos por serem altamente conservados,
altamente expressados e resistentes a altos niveis de transferéncia lateral de genes, além de
evoluir numa taxa mais rapida do que o gene 16S rRNA (Lawrence et al., 1991).

Segundo Peteira et al. (2008), é dificil a identificacdo de novas espécies bacterianas, ja
que a maioria das cepas sdo fenotipicamente muito similares e os testes classicos de
identificacdo ndo mostram resultados conclusivos, além de serem pouco confidveis devido ao
numero insuficiente de individuos por taxon. Portanto, poucas especies tém sido descritas,
sendo que algumas dessas foram descritas com poucos isolamentos.

O género Xenorhabdus contém 24 espécies descritas, enquanto que 0 género
Photorhabdus contém trés espécies, com 18 subespécies, sendo que a maiorias das
identificagOes foram feitas nos ultimos 10 anos.

Segundo Adams et al. (2006), tem sido cada vez mais frequente a identificacdo de NEPs
e suas bactérias simbiontes, embora os levantamentos desses organismos ainda se restrinjam a
uma pequena parte do globo. Os avangos nos estudos com NEPs e suas bactérias, junto com a
exploragdo de multiplas fontes de dados genéticos e fenotipos moleculares esté contribuindo
para um conhecimento cada vez maior sobre o0 assunto.

O presente estudo teve como objetivo conhecer as espécies de bactérias associadas aos
NEPs nativos do Brasil, carcterizados com base em métodos morfoldgicos, bioguimicos e
moleculares, por meio da amplificacdo do gene 16S rRNA.
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2.1 Material Bioldgico

2 MATERIAL E METODOS

Os 39 nematoides entomopatogénicos utilizados para o isolamento das bactérias foram
obtidos da colecdo de nematoides do laboratério de Controle Bioldgico, do Instituto
Biologico, Campinas-SP (Tabela 5). Sendo escolhidos aleatoriamente dos biomas, Cerrado,
Mata Atlantica, Amazonia e Pampa do Brasil (Figural0) buscando ampliar a diversidade dos
individuos. Os nematoides foram coletados a partir de amostras de solo mediante a técnica do
inseto-armadilha usando lagartas de Galleria mellonella (L.) (Lepidoptera: Pyralidae)
(Bedding & Akhurst, 1975) e recuperados mediante armadilha de White (White, 1927)

Tabela 5. Identificacdo e procedéncia dos isolados de nematoides entomopatogénicos

Identificacdo Género e espécie Local Bioma
IBCB n2 S. carpocapse All/USA -
IBCB n5 H. indica Itapetininga-SP Mata Atlantica
IBCB n6 S. brasiliense Porto Murtinho -MS Cerrado
IBCB n10 H. amazonensis Santa fé do sul -SP Mata Atlantica
IBCB n28 S. australe Mogi Guagu -SP Cerrado
IBCB n27 Steinernema sp. Mogi Guagu -SP Cerrado
IBCB n34 Steinernema sp. Navirai - MG Cerrado
IBCB n36 Steinernema sp. Navirai - MG Cerrado
IBCB n39 Steinernema sp. Navirai - MG Cerrado
IBCB n40 H. amazonensis Tabapud -SP Mata Atlantica
IBCB n47 S. puertoricense Santa Adélia -SP Mata Atlantica
IBCB n48 Steinernema sp. Itapetininga-SP Mata Atlantica
IBCB n49 Steinernema sp. Itapetininga-SP Mata Atlantica
IBSC n15 S. diapresi Teodoro Sampaio -SP Mata Atlantica
PAM 10 S. rarum Bagé -RS Pampa
PAM 11 S. rarum Bagé -RS Pampa
PAM 13 S. rarum Bagé -RS Pampa
PAM 25 S. rarum Bagé -RS pampa
PAM 31 S. rarum Bagé -RS Pampa
PAM 37 S. rarum Bage -RS Pampa
PAM 42 S. rarum Bagé -RS Pampa
PAM 44 S. rarum Bagé -RS Pampa
CER 09 S. puertoricense Rio Verde -GO Cerrado
CER 16 S. puertoricense Rio Verde -GO Cerrado
CER 17 S. costarricense Rio Verde -GO Cerrado
CER 21 Steinernema sp. Rio Verde -GO Cerrado
CER 33 Steinernema sp. Rio Verde -GO Cerrado
CER 105 Steinernema sp. Rio Verde -GO Cerrado
CER 107 Steinernema sp. Rio Verde -GO Cerrado
CER 108 Steinernema sp. Rio Verde -GO Cerrado
CER 120 Steinernema sp. Rio Verde -GO Cerrado
CER 129 S. puertoricense Rio Verde -GO Cerrado
CER 140 S. puertoricense Rio Verde -GO Cerrado
CER144 Steinernema sp. Rio Verde -GO Cerrado
CER 199 Steinernema sp. Rio Verde -GO Cerrado
AM 47 S. diaprepesi Sinop -MT Amazbnia
AM 71 H. amazonensis Sinop -MT Amazoénia
AM 75 Steinernema sp. Sinop -MT Amazoénia
AM 163 S. diaprepesi Sinop -MT Amazoénia

23



Para sua reativacdo, os nematoides mantidos a 15°C em agua destilada estéril, foram
multiplicados em lagartas de ultimo instar de G. mellonella (Espécie utilizada como inseto
padrdo nos estudos com NEPs) criadas no laboratorio de controle biol6gico do Instituto
Bioldgico, Campinas. Os nematoides foram multiplicados nos insetos, dentro de placas de
Petri contendo papel filtro (2 circulos), sobre o qual foi adiciononado 1,5 ml da suspensao de
JIs e liberados cinco lagartas. Apds 8-10 dias de incubacdo a 25°C, os insetos mortos pelos
nematoides foram transferidos para armadilhas de White. Os nematoides foram armazenados
novamente a 15°C.

Biomas do BR

Legenda:
. 1. Sinop-MT
B AMAZONIA 2. Rio Verde - GO
I cAATINGA 3. PortoMurtinho - MS
CERRADO 4. Navirai - MG
Il MATA ATLANTICA 5. Santa Fé do Sul - SP
PAMPA 6. Tabapui- SP
7. Santa Adélia - SP
I PANTANAL 8. Mogi Guagu - SP
11 9. Itapetininga - SP
10. Teodoro Sampaio -SP
11. Bagé - RS

Figura 10. Municipios de procedéncia dos isolados de NEPs e seus biomas.
Fonte do mapa: IBG2004, Rio de Janeiro — esc,1:5,000,000

2.2 Isolamento das Bactérias

O isolamento das bactérias foi feito por dois métodos:
a) A partir da hemolinfa do hospedeiro infectado (Akhurst, 1980). Lagartas de G. mellonella
foram inoculadas com 1 ml da suspensdo de nematoides. Logo apds a morte, foram
desinfestadas superficialmente com alcool 90% e flambadas. Com auxilio de um alfinete
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entomoldgico foi feito um ferimento na parte frontal da lagasta e a hemolinfa extravasada foi
riscada no meio de cultura NBTA (Agar Nutritivo; 25 mg Azul de Bromotimol; 40 mg
Cloreto de Trifenil-Tetrazolio; 1000 ml™* agua destilada). As placas foram incubadas no
escuro durante 48-72 hs a 28 °C.

b) Pela técnica do macerado de Jls de acordo com a metodologia de Boemare et al. (1997).
Um volume de 1 ml da suspensdo de JlIs foi centrifugado e o pellet formado no fundo foi
desinfestado externamente com hipoclorito de sédio a 3% por quatro minutos e lavado com
solucdo Ringer por trés vezes. Os NEPs foram macerados com um pistilo e plagqueados no
meio de cultura NBTA.

As coldnias bacterianas de cor azul e verde foram repicadas novamente até que todas as
colbnias apresentassem tamanho e morfologia uniforme. Para garantir a confiabilidade do
material bioldgico, as repicagens das bactérias foram feitas a cada oito dias, por no maximo
trés vezes. O armazenamento por longos periodos (ndo superior a 6 meses) foi feito em
Glicerol 15%, congelado a -80°C.

2.3 Caracterizacdo Fenotipica e Bioquimica das Bactérias

As bactérias foram avaliadas quanto a cor, forma e tamanho das col6nias no meio de
cultura NBTA ap0s 48 h de crescimento a 28°C, e também quanto a coloracdo de Gram,
presenca de corpo de inclusdo no interior das células, mobilidade, absorcdo de Azul de
Bromotimol, reducdo do Cloreto de Trifenil-Tetrazolio e emissdo da biolumenescéncia,
conforme sugeridos por Boemare et al. (1997) e Arkhurst (1980) para determinar o género das
bactérias.

Também foram realizados testes bioquimicos API20E e API20NE (BioMeérieux, Inc.
Durham, NC) para avaliar e comparar os perfis metabélicos. A prova de motilidade foi feita
em Agar Nutriente (AN) semissolido dentro de tubos, para determinar a presenca de flagelos.
A biolumenescéncia foi avaliada por observacdo das coldnias numa cdmara escura com luz
UV. A absor¢cdo de Azul de Bromotimol e a reducdo do Cloreto de Trifenil-Tetrazolium
foram avaliadas em NBTA, pela formacdo de colénias com coloracdo azul/verde
(Xenorhabdus) ou verde/vermelho (Photorhabdus).

2.4 Caracterizacdo Molecular das Bacteérias
2.4.1 Extracao do DNA total

As bactérias isoladas foram cultivadas em 1,5 ml de meio Luria-Bertani (LB) (Triptona,
10 g; Extrato de levedura, 5 g; NaCl, 5 g em 1 L de agua) mantido sob agitagdo a 27 °C por
12 horas. As células crescidas foram precipitadas por centrifugacdo a 14.000 rpm durante dois
minutos, o sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspenso em 567uL de tampéo TE, 30
UL de SDS 10% e 3 pL de proteinase K (20 mg/ml™). A suspensdo foi incubada a 37 °C por
uma hora, e em seguida foi adicionada de 100 uL de NaCl 5M e 80 pL de CTAB/NaCl
(CTAB 100 g/L, NaCl 41 g¢g/L) para finalmente ser incubada a 65°C por 10 minutos.
Adicionou-se ainda igual volume de cloroférmio/alcool isoamil (24:1) para a suspencgéo ser
entdo centrifugada a 13.000 rpm por 4 minutos. O sobrenadante foi transferido para um novo
tubo ao qual foi adicionado igual volume de fenol/cloroférmio/alcool isoamil (25:24:1). O
material foi agitado e novamente centrifugado a 13.000 rpm durante quatro minutos. O
sobrenadante foi transferido para um novo tubo e adicionado de 600 pL de isopropanol, sendo
entdo agitado até ocorrer a precipitacdo do DNA. O DNA precipitado foi enxaguado com 1 ml
de etanol 70 %, seco, ressuspendido em 60 pL de tampédo TE, e armazenado a -20°C.
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2.4.2 Amplificacao do gene 16S rRNA

A amplificacdo foi feita através de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) com a
utilizacdo dos primers para bactérias fD1 e rP1 (Weisburg et al., 1991). 1 uL do DNA
bacteriano foi transferido para Eppendorf contendo 50 pL dos componentes de reagdo (1 pL
de fD1 (10 u M); 1 pL de rP1 (10 u M); 10 pL de tampéo 5X; 1 pL de dNTPs; 0,2 pL da
enzima Taq DNA polimerase (5 U/ pL); 35,8 pL de &gua estéril). Todos os reagentes
utilizados foram da marca Invitrogen.

A reacdo foi realizada em termociclador marca MJ Research Inc, modelo PTC100,
utilizando-se o seguinte programa: desnaturacao inicial a 94 °C por 4 min; 40 ciclos de
desnaturacéo a 94 °C por 30 s, anelamento a 60 °C por 30 s e extenséo de primers a 72 °C por
1 min e 30 s; extensao final a 72 °C por 4 min.

Uma amostra (3 pL) do produto da amplificacdo de cada bactéria, adicionada de um
marcador de peso molecular (1 Kb), foi visualizada por eletroforese em gel de agarose 0,8 %
com o corante brometo de etidio (0,1 pg/ml™) em tamp&o TAE, para a verificacdo da presenca
de fragmentos de aproximadamente ~1500 pb.

Tabela 6. Primers utilizados no estudo e temperatura de anelamento

Primer  Orientacio 5-3 Sequéncia T° anelamento
16S rRNA fD1 AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 60 °C
16S rRNA rP1 ACGGTTACCTTGTTACGACTT 60 °C

2.4.3 Purificacéo do produto da PCR

Para a precipitacdo do produto da amplificagdo (16S rRNA das bactérias), em cada tubo
foram adicionados 12 pL de PEGgog 50%, 1,4 uL de EDTA 0,5M e 7 uL de NaCl 5M, sendo
misturados e centrifugados a 4.000rpm durante 10 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi
descartado e o precipitado adicionado de 125 pL de Etanol 70%. A suspencdo foi agitada e
centrifugada a 4.000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi
seco.

2.4.4 Sequenciamento do 16S rRNA

O produto purificado (obtido da PCR) foi submetido a reacdo em uma placa de PCR
com as seguintes proporgdes; 6,68 pL de DNA, 2 pL de BidDye (Applied Biosystems), 1 pL
de tampéo 5x (dgua miliQ e Tampao Save money), 0,32 L de Primer fD1, para um volume
final de 10 pL.

A reacdo foi realizada em termociclador marca MJ Research Inc., modelo PTC100,
utilizando-se o seguinte programa: desnaturagéo inicial a 95 °C por um minuto; 25 ciclos de
desnaturacdo a 95 °C por 10 segundos; anelamento a 51 °C por 5 segundos; e extensdo de
primers a 60 °C por quatro minutos e 30 segundos.

Posteriormente, as placas foram retiradas do termociclador, adicionadas de 40 uL de
Isopropanol 75%, e seladas com adesivo resistente a alcool. O contetdo foi misturado por
inversdo da placa durante trés vezes, e centrifugado a 4.000 rpm por 30 min. O excesso de
Isopropanol foi descartado por inversdo em papel toalha e o precipitado enxaguado com mais
100 pL de Isopropanol 75%, o quai foi também descartado apds a precipitacdo por gravidade
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do material solido. O precipitado foi seco através de incubacdo em estufa a 37°C por 30
minutos, depois resuspenso em 2 pL de formamida, e desnaturado em termociclador a 95°C
por dois minutos.

Finalmente, a placa foi submetida ao sequenciamento no sequenciador automatico de DNA
Hitachi 3500xL (Genetic analizer), utilizando-se o seguinte programa: desnaturagéo inicial a
95°C por um minuto; 25 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 10 segundos, anelamento a 51°C
por cinco segundos e extensdo a 60 °C por quatro minutos.

2.4.5 Analise das sequéncias

As sequéncias que apresentaram erros e/ou nucleotideos com posi¢es ambiguas foram
avaliadas nos electroferogramas e editados no programa BioEdit (Hall, 1999). As montagens
das cadeias sense com as antisense foram realizadas no programa ClustalX (Thompson et al.,
1997).

As sequéncias correspondentes aos primers de amplificacdo de PCR foram removidas
antes do alinhamento de sequéncias multiplas. As sequéncias dos genes 16S rRNA das
bactérias, foram comparadas com aquelas disponiveis no banco de dados internacionais
GenBank através do programa BLAST (Altschul et al., 1990).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O protocolo de reativacdo utilizado foi apropriado para a reproducdo dos NEPs nas
lagartas de G. mellonella, e permitiu a obtencdo dos Jis (Figura 11) apds 4-6 dias da
inoculagdo com Steinernema e 8-10 dias com Heterorhaditis.

Figura 11. JIs de Steinernema sp. IBCB n6 saindo do cadaver de G. mellonella (A);
Recuperacdo dos JlIs na armadilha de White (B).

A coloracdo dos cadaveres das lagartas (Figura 12) foi o primeiro passo na identificacéo
do género, baseando-se em Kaya (1990). As lagartas de G. mellonella infetadas pelo
complexo nematoide/bactéria, Steinernema/Xenorhabdus mostravam uma cor amarela ou
pardo (IBCB n2, IBCB n6, IBCB n28, IBCB n49, IBSC15, CER17, CER105, CER107,
CER108, CER120, CER129 e AM47), com excecdo das lagartas infetadas por Steinernema
rarum (PAM10, PAM11, PAM13, PAM25, PAM31l, PAM37, PAM42, PAM44), que
mostraram uma cor vermelha clara, mas a cor foi diminuindo com a saida dos JIs da lagarta.
Esta € uma caracteristica Unica da espécie S. rarum de acordo com Nguyen et al.(2006). As
lagartas mortas por Heterorhabditis/Photorhabdus mostravam uma cor marrom escura
avermelhada (IBCB n5, IBCB n10, IBCB n40 e AM 71) e bioluminescéncia.

s
\
- .

Figura 12. Aspecto das Lagartas de G. mellonela mortas por Steinernema/ Xenorhabdus (A) e
Heterorhabditis/Photorhabdus (B). Bioluminescéncia emitida em Lagartas mortas por
Heterorhabditis indica IBCB n5, expostas a UV (C).

As bactérias foram isoladas com sucesso pelos dois métodos utilizados, a partir da
hemolinfa do inseto infetado e do macerado de Jls. O método do mascerado de Jls
apresentou-se mais adequado, pois permitiu obter uma maior proporcao de col6nias na fase |
em relacdo as colbnias contaminantes. As contaminacfes que ocorrem nos processos de
isolamento das bactérias simbiontes se devem a razdes relativas aos métodos utilizados:
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- para isolamentos a partir da hemolinfa, deve-se a invasdo da hemolinfa por bactérias ndo-
simbiontes que saiam principalmente do intestino do inseto apds a degradacéo dos tecidos do
hospedeiro. Essa degradacdo € causada pelas enzimas liberadas pelas bactérias Xenorhabdus/
Photorhabdus durante a reproducdo (Weiser, 1963; Poinar, 1966; Lysenko & Weiser, 1974,
Boemare, 1983; Aguilera & Smart, 1993; Jackson et al., 1995; Boemare et al., 1997; Babic et
al., 2000; Ortega-Estrada et al., 2012);

- para isolamentos a partir de Jls, deve-se a presenca de bactérias ndo-simbiontes entre as duas
cuticulas que protegem os nematoides durante este estadio (Gouge & Snyder, 2006).

No presente estudo, surgiram diversas espécies de bactérias ndo-simbiontes nas
tentativas de isolamento das bactérias simbiontes, conforme listadas na Tabela 7. Estas
bactérias apresentaram colénias de diferentes cores, formas e tamanhos, tendo a bactéria mais
frequente apresentado colbnias grandes, vermelhas e com centro branco, identificada

posteriormente como Serratia sp. (Figura 13).

Tabela 7. Bactérias ndo-simbiontes isoladas

Método de isolamento

Nematoide Hemolinfa do inseto Macerado de Jls
infectado

S. brazilense IBCB n6 Enterobacter sp. Enterobacter sp.
Steinernema sp. IBCB n27  Serratia sp. Serratia sp.
Steinernema sp. IBCBn36  Serratia sp. Serratia sp.
Steinernema sp. IBCBn39 - Chromobacterium sp.
Heterorhabditis IBCB n40  Serratia marcescens Burkholderia sp.,
amazonensis Serratia sp.
S. rarum PAM25 Enterobacter sp. Enterobacter sp.
S. rarum PAMA42 Stenotrophomonas sp -
S. puertoricense CERO09 - Burkholderia sp.
S. puertoricense CER15 Serratia sp. Serratia sp.
Steinernema sp. CER34 Stenotrophomonas sp. Stenotrophomonas sp.
Steinernema sp. CER108 Enterobacter sp Enterobacter sp.
Steinernema sp. CER140 Pseudomonas sp. Pseudomonas sp.
Steinernema sp. CER199 Serratia sp. Serratia sp.

Nao foi possivel o isolamento puro das bactérias simbiontes a partir dos nematoides
Steinernema sp. isolados IBCB n27, IBCB n36, IBCB n39 e Heterorhabditis amazonensis
IBCB n40 devido ao crescimento massivo das bactérias contaminantes nos meios de cultura.
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Figura 13. Colbnias de Serratia sp. que surgiram na tentativa de isolamento de bactérias
Xenorhabdus a partir de lagartas de G. mellonella infectadas com o nematoide Steinernema
sp. CER199

Todas as bactérias foram isoladas na fase 1, sendo que algumas passaram para a fase Il
(Figura 14d) ap0s o quarto repique em meio solido (oito dias para cada repique), Para manter
a bactéria na fase I, essas foram repicadas por no maximo trés vezes para depois serem
congeladas a -20°C em Glicerol 15%.

As col6nias das bactérias Xenorhabdus e Photorhabdus na fase | possuem uma cor
azul/verde, bem caracteristica, devido a absor¢do do azul de bromotimol e a reducdo do
Cloreto de trifenil-tetrazolium, o que permite diferencia-las das outras bactérias ndo-
simbioticas para um novo reisolamento em placas contendo NBTA, até obter colénias puras.

Figura 14. Morfologia das coldnias de Xenorhabdus sp. CER 107 na F | (A) Detalhe da
coldnia (B); Photorhabdus sp. IBCB n10 na FI (C); e Xenorhabdus sp. CBn 02 na FIlI (D).
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Todas as bactérias no género Xenorhabdus apresentaram colonias com morfologia
granular, convexa, opaca e circular (Figura 14b), exceto para os isolados PAM que
apresentaram borda irregular (Figura 17). A pigmentacdo de cada coldnia bacteriana variou de
acordo com o isolado (Tabela 8). Na coloracdo de Gram, foram classificadas como bactérias
Gram-negativas com células em forma de bastonete, pequenas, de cor vermelha, e presenca de
corpos de incluséo (Figura 15).
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Figura 15. Células de Photorhabdus sp. IBCB n5 cor rosa (Gram negativas) com corpos de
inclusdo no seu interior (setas).

Os isolados de Photorhabdus apresentaram uma morfologia convexa, opaca, circular,
pegajosa (Figura 14c) e com coldnias bioluminescentes.

De acordo com os testes APl 20E e 20NE (Tabela 8), as bactérias isoladas apresentaram
perfis metabolicos diferentes, sugerindo pertencerem a diferentes espécies ou subespécies. Os
testes foram realizados seguindo as indicacGes dos fabricantes, por métodos qualitativos de
mudanca de cor no meio com os diferentes substratos (Figural6).

Todos os isolados apresentaram reacOGes positivas para assimilacdo da Glucose e
hidrolise de Protease, e negativos para formagdo de Indol (Triptofano), reducdo de Nitratos
em nitritos, atividade Oxidase e fermentacdo de Rhamnose. Resultados similares foram
obtidos por Boemare e Akhurst (1988), Lengyel et al. (2005), Tailliez te al. (2006). A maioria
dos isolados ndo fermentaram Manitol, Inositol, Sorbitol, Saccharose, Melibiose, Amygdalin
e Arabinose. Por outro lado, mais de 80% dos isolados assimilou Manose, N-
acetilglucosamina, D-Maltose, Gluconato Potésico, Malato e Citrato Trissodico.
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Figura 16. Diferentes reacGes das bactérias nos substratos para os testes, API20NE (A) e
API20E (B)
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As sequéncias do gene 16S rRNA (£1429pb) dos 35 isolados foram comparados as
sequéncias homologas de Xenorhabdus e Photorhabdus depositadas no GenBank com o
BLAST, os valores de homologia para os isolados de Xenorhabdus variaram 88-99%,
enquanto que para os isolados de Photorhabdus variaram de 96-98%, conforme apresentado
na Tabela 9. Para todos os isolados, o E value (probabilidade de se obter outra sequéncia
aleatdria igual) foi de 0.0.

Em seguida, foram definidas as espécies a que percentem os diferentes isolados de
bactérias simbiontes com base nas suas caracteristicas apresentadas pelos diferentes testes
utilizados: morfolégicos, bioquimicos e moleculares.

Isolados IBCB (Bioma Mata Atlantica e Cerrado)

IBCB n2- A bactéria esta associada simbionticamente com o nematoide S. carpocapsae
(All/USA), pelo analise molecular indica ser X. nematophila com uma porcentagem de
homologia de 97%. Forma coldnias azuis em meio de cultura NBTA. Fermenta a Glucose;
tem atividade para Arginina dihidrolase e para Protease (Protease); além de assimilar Manose,
N-acetilglucosamina e D-Maltose.

IBCB n5- A bactéria esta associada simbionticamente com o nematoide H. indica IBCB
n5 e pela analise molecular indica ser Photorhabdus luminescens subsp akurtsii, apresentando
98% de similaridade com um isolado dessa espécie. Forma col6nias redondas e verdes com
centro vermelho, pegajosa e bioluminescente. Apresenta reacdo positiva para hidrolise de
Esculina e Protease, e negativa para indole. Usa e acidifica levemente o Manitol e Inositol.
Asimila a Manose, Manitol, N-acetilglucosamina, D-Maltose, Gluconato potassico, Malato e
Citrato Trissddico.

IBCB n6- A bactéria esta associada simbionticamente com o nematoide S. brazilense
Nguyen et al. (2010) (isolado IBCB n6) que foi originario de amostras de solo do municipio
de Porto Murtinho —-MS. Nenhum estudo foi realizado para identificacdo da bactéria associada
até o momento, tendo o presente estudo identificado como X. doucetiae com uma
porcentagem de homologia de 97%. A bactéria forma col6nias redondas e azuis. Fermenta
levemente a Glucose. Hidrolisa a esculina e arginina, e assimila D-Maltose, Malato e Citrato
Trissodico levemente.

IBCB nl10- A bactéria esta associada simbionticamente com o nematoide H.
amazonenses IBCB n10 e pela analise molecular, indica ser Photorhabdus luminescens subsp
luminescens, apresentando 97% de similaridade com um isolado dessa espécie. Forma
colbnias redondas e verdes com centro vermelho, pegajosa e bioluminescente. Apressenta
reagdo positiva para hidrolise de Esculina e Protease. Usa e acidifica o Manitol, Manose, N-
acetilglucosamina, D-Maltose, Gluconato potassico, Acido Caprico, Malato, Citrato
Trissodico e Acido fenilacetico. Fermenta levemente a Glucose, manitol e inositol.

IBCB n28- A bactéria esta associada simbionticamente com o nematoide S. australe
IBCB n28 e a analise molecular indicou similaridades com as bactérias X. romanii e X.
magdalenensis, pelo qual ndo foi possivel definir a espécie. Considerando-se que o nematoide
descrito na especie S. australe teve sua bactéria identificada como X. magdalenensis
(Tailliez et al. 2012) , conclue-se que a espécie do isolado S. australe IBCB n28 pertence a
especie X. magdalenensis. Forma col6nias redondas e azuis. Apresenta reacdo positiva para
hidrolise de Esculina e Protease. Usa e acidifica N-acetilglucosamina, D-Maltose, Malato e
Citrato Trissadico.
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IBCB n34 e IBCB n49- As bactérias estao associadas simbionticamente com o
nematoide Steinernema sp., isolados IBCB n34 e IBCB n49 originarios de amostras de solo
dos municipios de Navirai - MG e Itapetininga-SP, respectivamente. Pela analise molecular,
foram identificadas como Xenorhabdus sp., podendo ser uma nova espécie, devido a
diferencas moleculares em comparacdo com as bactérias ja descritas anteriormente. Forma
colbnias redondas e verdes. Apresenta reagdo positiva para hidrolise de Esculina e Protease, e
negativa para indole. Usa e acidifica a Manosa, N-acetilglucosamina, D-Maltose, Gluconato
potéssico, Malato e Citrato Trissodico.

IBCB n47- A bactéria esta associada simbionticamente com o nematoide S.
puertoricense IBCB n47, isolado de solos de Santa Adélia —SP, foi indicando ser
Xenorhabdus sp. com 96 % de identidade com outras bactérias da mesma espécie. Forma
colonias redondas e azuis. Apresenta reacdo positiva para Uréase, hidrolise de R-
Galactosidasa (ONPG) e Arginine, negativa para indole. Usa e acidifica Manitol, Sorbitol,
Manosa, N-acetilglucosamina, Sacarose, Melibiose, amigdalin, Arabinose, D-Maltose,
Gluconato potassico, Malato e Citrato Trissodico.

IBCB n48- A bactéria esta associada simbionticamente com o nematoide Steinernema
sp. IBCB n48 (Itapetininga-SP) isolado do bioma Mata Atlantica. Idica ser X. nematophila
por apresentar 95% de similaridade com um isolado dessa espécie. Forma colonias redondas e
azuis. Apresenta reacdo positiva para Uréase, hidrolise de B- Galactosidasa (PNG e ONPG),
Esculina e Arginine. Usa e acidifica, Manitol, Sorbitol, Manosa, N-acetilglucosamina,
Sacarose, Melibiose, Amigdalin, Inositol, Acido fenilacetico, Acido capico, Arabinose, D-
Maltose, Gluconato potassico, Malato, Citrato Trissodico e Acido Adipico levemente. Usa
Lisina, Ornitina e Citrato.

IBSC 15- A bactéria esta associada simbionticamente com o nematoide S. diapresi
IBSC15, indicando ser Xenorhabdus doucetiae 96% de similaridade. Forma col6nias
redondas pequenas, convexas e azuis com borda clara. Apresenta reagdo positiva para Uréase,
Hidrolise de Esculina e - Galactosidasa (PNG). Assimila Arabinose, Manose, Manitol, N-
acetilglucosamina, D-Maltose, Gluconato Potéssico, Acido Adipico e Citrato Trissodico.
Fermenta levemente Inositol e, ao contrario do reportado por Tailliez et al. (2006), assimila
Malato.

Isolados Bioma Pampa (PAM)

As bacteérias codificadas como PAM10, PAM11, PAM13, PAM25, PAM31, PAM37,
PAM42 e PAMA44 foram isoladas do nematoide Steinernema rarum, proveniente de solos de
Bagé —RS e identificadas como Xenorhabdus szentirmaii, com porcentagens de homologia
que variaram de 96% a 99% (Tabela 9). Apresentaram colonias em NBTA com um fendtipo
bem caracteristico (Figura 17): cor metélica na superficie, bordas irregulares e formacao de
pontos roxos resultantes do acumulo de exo-cristais com atividade antibidtica, chamados de
Poly-iodinina. Estes cristais foram primeiramente observados e identificados por Haynes e
Zeller em bactérias da mesma especie (Fodor et al., 2008).
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Figura 17. Coldnias de Xenorhabdus szentirmaii em meio NBTA. Superficie da colénia de
cor metélica (A) e detalhe da superficie metalica pela formacdo do cristal (B) do isolado PAM
25. Detalhe do crescimento irregular do isolado PAM 11(C). Cristais de poly-iodinin
formados na superficie da coldnia (D) e detalhe do cristal formado no meio de cultura (E-F)
do isolado PAM 37.

Nos testes bioquimicos, todas as bactérias apresentaram o mesmo pefil metabolico:
Reacdo positiva para a hidrolise de Esculina e Protease; utilizacdo de Glucose, Manose, N-
acetilglucosamina, D-Maltose, Inositol, Gluconato Potéssico, Malato, Citrato Trissodico, e
levemente da Arginia; e reacdo negativa para a producgdo de acido a patir de Manitol, Inositol,
Sorbitol, Rhamnose, Saccharose, Melibiose, Amygdalin e Arabinose.

Isolados Bioma Cerrado (CER)

CER 09, CER 21 e CER 129- As bactérias estao associadas simbionticamente com o
nematoide S. Puertoricense isolados CER 09, CER 21 e CER 129, provenientes de solos de
Rio Verde —GO, e foram identificadas como X. romanii, apresentando entre e 96% e 97% de
similaridade com isolados dessa espécie. Forma colonias pequenas, redondas e verdes.
Fermenta levemente a Glucose, hidrolisa a Protease, assimila a D-Glucose, D-Maltose,
Malato e o citrato Trissodico. Utiliza levemente o citrato e fermenta levemente Inositol.

CER 16- A bactéria esta associada simbionticamente com o nematoide S. Puertoricense
CER16 proveniente de solos de Rio Verde — GO, apresentou na analise molecular uma baixa
homologia com as bactérias X. romanii (88%) e X. nematophila (87%), provavelmente devido
a mistura de bactérias no meio de cultura, ou contaminacdo do DNA. Plelo qual foi posivel a
identificacdo de especie como Xenorhabdus romanii, ja que este nematoide somente encontra-
se associado a esta especie de bactéria (Tailliez et al, 2006). Forma colonias pequenas,
redondas e azuis com borda clara. Hidrolisa Arginina, Urease e Protease. Assimila D-
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Glucose, D-Manitol, N-Acetilglucosamina, D-Maltose, Gluconato de Potassio, Acido caprico,
Acido Adipico, Malato e Citrato Trissodico. Esse isolado também utiliza ligeiramente Citrato
e provoca uma leve fermentacéo do Inositol.

CERL17- A bactéria esta associada simbionticamente com o nematoide S. costaricense
CERL17 proveniente de solos de coletados em Rio Verde — GO, e foi identificada na analise
molecular como Xenorhabdus sp., apresentando 97% de homologia com a bactéria
Xenorhabdus sp. CR9 (Costa Rica). segundo Lee e Stock (2010) esta bacteria somente
apresentou somente 95% de similaridade com a bacteria X. szentirmaii com base no gene
RNAr 16S, o qual nao foio qual ndo foi considerado ndo adequado . A bacteria tem coldnias
redondas e azuis com borda clara. Hidrolisa Esculina, Protease e -Galactosidase. Assimila
D-Glucose, D-Manitol, N-Acetilglucosamina, D-Maltose, Gluconato de Potéssio, L-
Arabinose, D-Manose, Malato, Acido Fenilacetico e Citrato Trissodico, além de utilizar o
Citrato.

CER33- A bactéria esta associada simbionticamente com o nematoide Steinernema sp.
CERS33, indicando ser Xenorhabdus sp. na analise molecular, apresentando 97% de
homologia com a bactéria Xenorhabdus sp. BA2 (isolado da Costa Rica). Forma colonias
pequenas, redondas e azuis com borda clara. Apresenta reacdo positiva para hidrolise de
Esculina e Protease, e negativa para indole. Fermeta a glucose. Usa e acidifica a Manosa, N-
acetilglucosamina, D-Maltose, Gluconato potassico, Malato e Citrato Trissédico.

CER105 e CER108, as bactérias estao associadas simbionticamente com o nematoide
Sterinernema sp. CER105 e CER108, coletado em Rio Verde — GO, sendo identificadas como
Xenorhabdus sp., em comparacao entres as sequiencias do GenBank aprensetou 96% e 97%
de similaridade a com a bactéria Xenorhabdus koppenhoeferi, respetivamente, ndo entanto as
diferencas etre as bases nitrogenadas, ndo premiteram uma identificacdo segura de que se trata
de dita espécie, sendo necessarias novas amplificacbes com diferentes genes. As colbnias sdo
pequenas, redondas e cor azul com borda clara. Hidrolisa a Esculina e Protease. Usa e
acidifica a Manosa, N-acetilglucosamina, D-Maltose, Gluconato potassico, Malato e Citrato
Trissédico. Fementa a Saccarosa, Melibiose, Amygdalin, Arabinose, Manitol e Sorbitol.

CER107 e CER 120- As bactérias estao associadas simbionticamente com o nematoide
Sterinernema sp. CER107 e CER120, coletado em Rio Verde — GO. Foram identificadas
como Xenorhabdus sp., apresentando 97% de homologia com a bactéria Xenorhabdus sp.
BAZ2 (isolado da Costa Rica). Forma colonias pequenas redondas e cor azul com borda clara.
Hidrolisa a Esculina e Protease. Assimila L-Arabinose, D-Glucose, D-Manitol, D-Manose, D-
Maltose, Malato, N-acetilglucosamina, Citrato Trissodico, Acido Caprico, Acido Adipico,
Gluconato de Potéassio e ligeramente o Acido fenilacetico. Fementa a Saccarosa, Melibiose,
Amygdalin, Arabinose, Manitol e Sorbitol. O isolado CER 107 também hidrolisa a (-
Galactosidase.

CER 140- A bactéria esta associada simbionticamente com o0 nematoide S.
puertoricense CER140 proveniente de solos coletados em Rio Verde — GO, e indica ser
Xenorhabdus romanii com 92% de identidade. Forma col6nias pequenas, redondas e de cor
azul com borda clara. Hidrolisa Arginina e Protease. Assimila D-Glucose, D-Manose, L-
Arabinose, D-Manitol, N-Acetilglucosamina, Acido fenilacetico, D-Maltose, Gluconato de
Potassio, Acido caprico, Acido Adipico, Malato e Citrato Trissodico. Esse isolado também
utiliza Citrato e fermenta Glucose, melibiose e Arabinose.
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CER144 e CER 199- As bactérias estdo associadas simbionticamente com o nematoide
Sterinernema sp., os isolados CER144 e CER199 procedentes de amostras de solo de Rio
Verde —-GO. As bactérias foram identificada como Xenorhabdus sp. pela analise molecular,
apresentando 96% de homologia com a bactéria Xenorhabdus sp. BA2. Formam col6nias
pequenas, redondas e de cor verdes/Azul. Apresentam perfil metabdlico similar, mas com
algumas diferencas nas reacdes de bioquimicas, sendo que o isolado CER144 assimila D-
Glucose, e levemente D- Manose e N-Acetilglucosamina. Usam o Citrato Trissodico, ornitina
e B-Galactosidas. O isolado CER199, fermenta Glucose, assimila D-Glucose, D- Manose, N-
Acetilglucosamina. Os dois isolados hidrolisam esculina e protease, e fermentam Manitol,
Sorbitol, Sacarose, Melibiose, Amigdalin e Arabinose.

Isolados Bioma Amazonas (AM)

AMA47 e AM163- As bactérias estdo associadas simbionticamente com o nematoide S.
diaprepesi, Isolados AM47 e AM163 provenentes de solos de Sinop — MT, sendo
identificadas como X. doucetiae, para o qual apresentaram 95% e 97%, de homologia,
respetivamente. Forma colonias pequenas, redondas e de cor azul com borda clara. Hidrolisa
Protease, assimila D-Glucose, D- Manose, L-Arabinose, N-Acetilglucosamina, Acido
Caprico, Gluconato de Potéssio e malato, usa o Acido trissodico, e fermenta a Glucose e o
Inositol ligeramente.

AMT71- A bactéria esta associada simbionticamente com o nematoide H. amazonensis
AMT71 isolado de solos de Sinop - MT. Indicando ser Photorhabdus luminescens, com uma
homologia de 96%. Forma colonias redondas, vermelhas, pegajosas e bioluminiscentes.
Hidrolisa a Protease. Assimila L-Arabinose, D-Glucose, D-Manitol, D-Manose, D-Maltose,
Malato, N-acetilglucosamina, Acido fenilacetico Citrato Trissodico, Acido Caprico, e
ligeramente o Acido Adipico e Gluconato de Potassio. Fementa levemente o Manitol e
Inositol.

AMT75- A bactéria esta associada simbionticamente com o nematoide Steinernema sp.
AMT75 isolado de solos de Sinop - MT. Indicando ser X. magdalenensis, com uma homologia
de 93%. Forma col6nias redondas e azuis com borda clara. Apresenta reacdo positiva para
hidrolise de Esculina e Protease. Usa e acidifica N-acetilglucosamina, D-Maltose, Malato e
Citrato Trissodico.

As espécies de bactérias identificadas como X. nematophila IBCB n2, P. luminescens
subsp akurtsii IBCB n5, X. magdalenensis IBCB n28, X. szentirmaii isolados PAM10, PAM
11, PAM13, PAM 25, PAM31, PAM 37, PAM 42 e PAM 44, X. romanii isolados CERQ9 e
CER129 e X. doucetiae isolados IBSC15, AM47 e AM163 coincidiram com as espécies de
bactérias que segundo Poinar e Thomas (1965), Fischer-Le Saux et al. (1999), Tailliez et al.
(2006, 2012) e Lengyel et al.(2005) estdo em associagdo com as respectivas espécies de
nematoides utilizados, S. carpocapse (IBCB n2), H. indica (IBCB n5), X. australe (IBCB
n28), S. rarum (PAM10, PAM 11, PAM13, PAM 25, PAM31, PAM 37, PAM 42 e PAM 44),
S. puertoricense (CER09 e CER129) e S. diaprepesi (IBSC15, AM47 e AM163), 0 que
aumenta a confiabilidade dos resultados obtidos na identificacdo dessas bactérias como dos
nematoides.

Para os nematoides S. braziliense e H. amazonense, as bactérias simbiontes ndo tinham
ainda sido descritas, sendo identificadas como pertencentes as espécies X. doucetiae e P.
luminescens, respectivamente.
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A espécie X. doucetiae foi descrita pela primera vez na America central por
Tailliez et al. (2006), tendo sido isolada do nematoide S. diaprepesi, originado da America
central. O nematoide S. braziliense IBCB n6 foi descrito por Nguyen et al. (2010) e esta
estreitamente relacionado ao nematoide S. diaprepesi, pois formam um grupo monofiletico, o
qual explica a razdo da bacteria X. doucetiae estar associada a ambas espécies de NEPs.

J4 a espécie Photorhabdus luminescens, foi descrita em estudos prévios como dez
diferentes subespécies associadas aos nematoides H. luminescens, H. bacteriophora, H.
indica, H. bacteriophora, H. bacteriophora, H. georgiana, H. bacferiophora, H. indica,
H. bacteriophora e H. sonorensis, portanto, as bactérias Photorhabdus luminescens (IBCB
n10 e AMT71) isoladas do nematoide H. amazonense sdo certamente subspecies ainda nao
descritas.

Os isolados Xenorhabdus sp., IBCB n34, IBCB n47, IBCB n49, CER17, CER33,
CER105, CER107, CER108, CER120, CER144, CER199 e Photorhabdus luminescens IBCB
n10 e AM71 merecem uma melhor investigacdo, principalmente pela amplificagdo dos genes
Housekeeping (gyrB, recA, dnaN e gltX), para fazer um analise multilocus que permita
confirmar se trata-se de novas espécies, ou subespécies.
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Tabela 8. Caracterizacdo fenotipica e bioquimica dos isolados (Continua)

Especie de NEPs hospedeira

Isolado bacteriano

S. carpocapse

H. indica

S. brazilense

H. amazonensis

S. australe

Steinernema sp.

S. feltiae

Steinernema sp

Steinernema sp.

S. diapresi

S. rarum

S. rarum

S. rarum

S. rarum

S. rarum

S. rarum

S. rarum

IBCB n2

IBCB n5

IBCB n6

IBCB n10

IBCB n28

IBC nB34

IBCB n47

IBCB n48

IBCB n49

IBSC 15

PAM 10

PAM 11

PAM 13

PAM 25

PAM 31

PAM 37

PAM 42

Pigmentagéo em NBTA*
Bioluminiscencia

Redugdo de Nitratos a Nitritos

Produgéo de Indole (triptophane)

Fermentagéo (glucose)
Arginine dihydrolase
Urease

Hidrolysis (B-glucosidase) (esculina)
Hidrélise (protease) (Protease)

B- galactosidase
Assimilacéo de :

D-glucose

L-arabinose

D-mannose

D-mannitol

N-acetyl-Glucosemine

D-D-Maltose

Potassium gluconnate

Acido Caprico

Acido Adipico

Malato

Citrato Trissédico

Acido Fenylacetico
Cytochrome oxidase
B-galactosidase (ONPG)
Lysine Decarboxylase
Ornithine Decarboxylase
Utilizagéo de Citrato

Produgéo de H2S
Fermentag&o de:
Mannitol

Inositol
Sorbitol
Rhamnose
Saccharose
Melibiose
Amygdalin

Arabinose

A

\A%
+

o+ o+ o+ + + +

+ +

A

\A%
+

+ +

+

o+ o+ o+ o+ o+

+ + +

A

+ +

=

VA

= + +

+

+ + +

A

+

+ + + +

A

+ 4+ + + + +

+ + 4+ ++ 4+ + + 4+ + +

R T I e

+ 4+ + +

VA

+

o+ o+ o+

+ +

A

+ + + +

+ 4+ + o+

+ +

VA

=

+ +

+

o+ o+ o+

+ +

VA

=

+ +

+

o+ o+ o+

+ +

VA

=

+ +

+

o+ o+ o+

+ +

VA

=

+ +

+

o+ o+ o+

+ +

VA

=

+ +

+

o4+ +

+ +

VA

=

+ +

+

o4+ +

+ +

VA

=

+ +

+

o+ o+ o+

+ +

Tipo de reagdo: positiva (+), negativa (-) e levemente (w).

* A:azul; V: verde; VA: verde e azul; VV: verde com centro vermelho.
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Tabela 8. Continuagao

Especie de NEPs hospedeira S. rarum S. puertoricense Steinernema S. costaricense Steinernema  Steinernema  Steinernerma  Steinernema  Steinernema  Steinernema S._ S._ Steinernema  Steinernema _ S. . H. . Steinernema _ S. .
sp. sp. sp. sp. sp. sp. sp. puertoricense  puertoricense sp. sp. diaprepesi  amazonensis sp. diaprepesi
Isolado bacteriano PAM 44 CER 09 CER 16 CER 17 CER 21 CER 33 CER 105 CER 107 CER 108 CER 120 CER 129 CER 140 CER144 CER 199 AM 47 AM 71 AM 75 AM 163
Pigmentacdo em NBTA* VA VA VA A VA A A A A A VA A \Y% \% A A\AY A A
Bioluminiscencia - - - - - - - - - - - - - - - + - -
Reducéo de Nitratos a Nitritos - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Produgéo de Indole (triptophane) - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Fermentagéo (glucose) - "\ - + w - - - - - W + - + - - w -
Arginine dihydrolase W - + - - - - - - - - + - - + - - +
Urease - - + - - - - - - - - - - - - - - -
z—ieistLol:)ésai)s (R-glucosidase) + _ _ + _ + + + + + _ _ + + _ _ " _
Hidroélise (protease) (Protease) + + + w + + + + + + + + + + + + + +
13- galactosidase - - - + - - - - + + - - - - - - - -
Assimilagéo de :
D-glucose + + + + + + + + + + + + + + + + w +
L-arabinose - - - + - - - + + + - + - - + + - +
D-mannose + - - + - + + + + + - + w + + + - +
D-mannitol - - + + - - - + + + - + - - - + - -
N-acetyl-Glucosemine + - + + - + + + + + - + W + + + + +
D-D-Maltose + + + + + + + + + + + + - W - + + -
Potassium gluconnate + - + + - + + + + + - + - w + " - +
Acido Caprico - . + - - - - + + + - + - - + + - +
Acido Adipico - - + - - - - + - + - + - - - w - -
Malato + + + + + - - + + + W + - w + + + +
Citrato Trissodico + + + + + + + + + + + + + w + + + +
Acido Fenylacetico - - - + - - - w - w - + - - - + - -
Cytochrome oxidase - - - - - - - - - - - - - - - - - -
R-galactosidase (ONPG) - - - - - - + + + + - - + + - - - -
Lysine Decarboxylase - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Ornithine Decarboxylase - - - - - - + + + + - - + + - - - -
Utilizagéo de Citrato + W " + W - + + + + - + + + - - - _
Producéo de H2S - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Fermentacéo de:
Mannitol - - - - - - + + + + - - + + - w - -
Inositol - w w - + - - - - - w - - - W w - w
Sorbitol - - - - - - + + + + - - + + - - - -
Rhamnose - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Saccharose - - - - - - + + + + - - + + - - - -
Melibiose - - - - - - + + + + - + + + - - - -
Amygdalin - - - - - - + + + + - - + + - - - -
Arabinose - - - - - - + + + + - + + + _ _ _ _

Tipo de reagéo: positiva (+), negativa (-) e levemente (w). * A: azul; V: verde; VA: verde e azul; VV: verde com centro vermelho.
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Tabela 9. Valores de homologia (%) entre as sequéncias de nucleotideos dos isolados de

Xenorhabdus e Photorhabdus estudados e as depositadas no GenBank.

Isolado  Especie NEP Especie Bactéria % Acesso
IBCB n2 S.carpocapse Xenorhabdus nematophila 97% FJ860887.1
IBCBn5 H.indica Photorhabdus luminescens subsp akurtsii 98% AY278643.1
IBCB n6 S. brasiliense Xenorhabdus doucetiae 97% NR _043642.1
IBCB n10 H. amazonensis Photorhabdus luminescens 97% AY278641.1
IBCB n28 S. australe Xenorhabdus magdalenensis 90% NR_109326.1
IBCB n34 Steinernema sp.  Xenorhabdus sp. 96% JQ975175.1
IBCB n47 S. puertoricense Xenorhabdus sp. 96% NR_043647.1
IBCB n48 Steinernema sp. Xenorhabdus nematophila 95% NR_102822.1
IBCB n49 Steinernema sp.  Xenorhabdus sp. 86% JQ975175.1
IBSC n15 S. diaprepesi Xenorhabdus doucetiae 96% NR_043642.1
PAM 10 S.rarum Xenorhabdus szentirmaii 96% DQ211708.1
PAM 11 S. rarum Xenorhabdus szentirmaii 98% DQ211708.1
PAM 13 S.rarum Xenorhabdus szentirmaii 99% DQ211708.1
PAM 25 S, rarum Xenorhabdus szentirmaii 99% DQ211708.1
PAM 31 S.rarum Xenorhabdus szentirmaii 97% DQ211708.1
PAM 37  S.rarum Xenorhabdus szentirmaii 98% DQ211712.1
PAM 42  S.rarum Xenorhabdus szentirmaii 96% DQ211712.1
PAM 44  S.rarum Xenorhabdus szentirmaii 96% DQ211708.1
CER Q09 S. Puertoricense Xenorhabdus romanii 97% NR_043647.1
CER 16 S. Puertoricense Xenorhabdus romanii 88% NR_043647.1
CER 17 S. Puertoricense Xenorhabdus sp. 97% GU480973.1
CER 21  S. Puertoricense Xenorhabdus romanii 96% NR_043647.1
CER 33  Steinernemasp. Xenorhabdus sp. 97% JQ975175.1
CER 105 Steinernemasp. Xenorhabdus sp. 96% HQ142625.2
CER 107 Steinernema sp. Xenorhabdus sp. 97% JX623978.1
CER 108 Steinernemasp. Xenorhabdus sp. 97% HQ142625.2
CER 120 Steinernemasp. Xenorhabdus sp. 96% GU480982.1
CER 129 S. puertoricense Xenorhabdus romanii 97% NR_043647.1
CER 140 S. puertoricense Xenorhabdus romanii 92% NR_043647.1
CER144  Steinernema sp. Xenorhabdus sp. 96% JQ975175.1
CER 199 Steinernema sp. Xenorhabdus sp. 96% GU480973.1
AM 47 S. diaprepesi Xenorhabdus doucetiae 059 DQ211702.1
AM 71 H. amazonensis  Photorhabdus luminescens 96% AY278641.1
AM 75 Steinernema sp.  Xenorhabdus magdalenensis 93% NR_109326.1
AM 163 S. diaprepesi Xenorhabdus doucetiae 97% DQ211702.1
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/78461232?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=N3CGJCRG014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/78461232?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=KS48VUZD014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/78461232?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=KS48VUZD014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/78461232?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=KUVR4SHA014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/78461232?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=N3CRDBT8014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/78461467?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=KS48VUZD014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/78461467?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=N2C2ZBT8014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/78461232?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=KUVR4SHA014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343198775?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=N3BWBKNM01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343198775?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=N2C2ZBT8014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/290466470?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=N39TXEMX01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343198775?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=N2C2ZBT8014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/402170277?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=KUVR4SHA014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/376007971?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=MT82PMP4014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/442768433?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=N3A6CHV901R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/376007971?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=N3BRRT1B01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/290466479?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=MTAP63E901R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343198775?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=N3BWBKNM01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343198775?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=N2C2ZBT8014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/402170277?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=KY2TPJV0014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/290466470?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=KY2TPJV0014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/78460818?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=N2C2ZBT8014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/30842045?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=N384DZSV014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/566085327?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=N2C2ZBT8014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/78460818?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=N2C2ZBT8014

CONCLUSAO

Foram caracterizados 35 isolados bacterianos, o0s quais segundo as analises
morfologicas, bioquimicas e moleculares foram indicados como, X. nematophila (IBCB n2 e
IBCB n48), X. doucetiae (IBCB n6, IBSC15, AM47 e AM163), X. magdalenensis (IBCB n28
e AMY75), Xenorhabdus sp. (IBCB n34, IBCB n47, IBCB n49, CER17, CER33, CER105,
CER107, CER108, CER120, CER144 e CER199), X. szentirmaii (PAM10, PAM11, PAM13,
PAM25, PAM31, PAM42, PAM44), X. romanii (CERQ09, CER16, CER21, CER129 e
CER140), P. luminescens (IBCB n10 e AM71) e P. luminescens subsp akurtsii (IBCB n5).

As bactérias associadas aos NEPs S. braziliense isolado IBCB n6 e H. amazonense

isolados IBCB n10 e AM71 foram identificadas pela primeira vez como pertencentes as
espécies X. doucetiae e P. luminescens, respectivamente.
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CAPITULO 1l
Viruléncia de bactérias simbiontes de nematoides

entomopatogénicos (Steinernema e Heterorhabditis)
e toxicidade de seus metabolitos secundarios para
lagartas de Galleria mellonella
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RESUMO

Xenorhabdus e Photorhabdus sdo bactérias entomopatogénicas que estdo associadas aos
nematoides Steinernema e Heterorhabditis, respectivamente. A combinagdo nematoide mais
bactéria resulta na infecdo e morte do inseto, sendo ambos agentes importantes para a
patogenicidade. A bactéria degrada o caddver do inseto e disponibiliza alimento para o
nematoide. O nematoide oferece a bactéria acesso aos nutrientes, protecdo contra os fatores
externos e mecanismo de dispersdo. Nesse estudo, 17 isolados de Xenorhadbus e
Photorhabdus (nativos do Brasil) foram testados sobre lagartas de ultimo instar de Galleria
mellonella, tendo sido realizados trés ensaios para avaliar o efeito dos seguintes indculos:
células na concentracdo de 4x10° cels/ml™ + metabélitos secundarios (MS); celulas sem os
MS; e MS sem celulas. Para cada um dos inoculos testados, foram consideradas quatro
repeticdes, sendo cada repeticdo representada por uma placa de Petri preenchida com areia
fina estéril, contendo 10 lagartas do inseto. Cada in6culo foi testado no inseto por contato,
adicionando-se 14 mL do seu preparo por placa de Petri, até o completo umedecimento da
areia. Todos os isolados foram patogénicos para G. mellonella em todos os testes com
diferentes indculos. Isso demonstra que as bactérias simbiontes dos NEPs e seus MS
aplicados na areia causam mortalidade nas lagartas de G. mellonella sem ser necesséaria a
presenca e atuacdo do nematdide para incorpora-los dentro do corpo do inseto. Dentre todos
os isolados promissores, apenas trés, P. luminescens subsp akurtsii IBCB n5, X. romanii
CER21 e Xenorhabdus sp. CER106, foram significativamente iguais dos melhores isolados
nos trés experimentos (com Célula+MS, MS e Células), o que os destacam como os melhores
isolados para serem usados nessas formas visando o desenvolvimento de produtos para
controle de pragas.

Palvras-chave: Bactérias simbiontes, patogenicidade, viruléncia.
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ABSTRACT

Xenorhabdus and Photorhabdus are entomopathogenic bacteria that are associated to the
nematodes  Steinernema and  Heterorhabditis, respectively. The  combination
nematode+bacteria results on infection and death of the infects, with both agents contributing
to insect pathogenesis. The bacterium degrades the body of the insect and provides food for
the nematode. The nematode offer to the bactéria access to nutrients, protection against
external factors and dispersion mechanism. In this study, 17 strains of Xenorhabus and
Photorhabdus (indigenous from Brazil) were tested against last instar larva of Galleria
mellonella, by conducting three experiments to evaluate three types of inoculum: cells at the
concentration of 4x10° cels/ml™ + secundar metabolics (SM); cells without SM; and SM
without cells. For each of the tested inoculum, four replicates were considered, with each
replicate represented by a Petri dish filled with sterile fine sand, containing 10 larvae of the
insect. Each inoculum was tested in insects by contact, by adding 14 mL of its preparation per
Petri dish until complete wetting of the sand. All isolates were pathogenic to G. mellonella in
all tests with different inocules. This demonstrates that the bacterial symbionts of NEPs and
his MS in applied sand cause mortality in larvae of G. mellonella without the presence and
activity of the nematode to incorporate them into the body of the insect. Among all promising
isolates, only three, P. luminescens subsp akurtsii IBCB n5, X. Romanii CER21 and
Xenorhabdus sp. CER106, did not differ significantly from the best isolates in the three
experiments (with Cell + SM, and SM cells), which stand out them as the best isolates for use
in these ways for the development of products for pest control.

Kay words: Symbiotic bacteria, pathogenicity, virulence.
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, estudos vém propiciando o descobrimento e desenvolvimento de
novos agentes de controle bioldgico com potencial para uso no manejo integrado de pragas
agricolas. Alguns dos organismos usados para este fim sdo 0s nematoides entomopatogénicos
(NEPs), pertencentes as familias Steinernematidae e Heterorhabditidae, os quais atuam em
simbiose com bactérias do género Xenorhabdus e Photorhabdus respectivamente, que causam
a mortalidade do inseto hospedeiro em 24 a 48 h ap6s a infeccdo (Hu et al. 1999). A causa da
morte € atribuida aos metabdlitos secundarios (MS) produzidos pelas bactérias.

O desenvolvimento de agentes como bioinseticidas inicia-se com o isolamento do
organismo, sua identificacdo e caracterizacdo, seguido da elaboracéo de bioensaios de selecédo
até a execucdo dos ensaios piloto sob condigdes reais de aplicacdo em campo (Montesinos,
2003).

Pesquisas recentes vem apresentando as bactérias simbiontes e suas secre¢fes como
agentes e produtos potenciais para uso no controle de insetos, porém estes estudos ainda séo
incipientes necessitando de confirmac6es. Além disso, Bowen et al. (1998) ressaltaram que €
possivel 0 uso de toxinas produzidas a partir de suspensfes das bactéria simbiontes para
proteger as plantas por aspersao direta (na cultura) ou por meio da transformacéo do genoma
das plantas com os genes das toxinas.

Este trabalho teve como objetivo avaliar a viruléncia de isolados de Xenorhabdus spp. e
Photorabhdus spp., e a toxicidade de seus metabolitos secundéarios, para lagartas de G.
mellonella.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Viruléncia de Xenorhabdus spp. Photorhabdus spp. e toxicidade dos seus metabdlitos
secundarios para lagartas de Galleria mellonella.

2.1.1 Material bioldgico

Lagartas de G.mellonella (Insecta: Lepidoptera: Pyralidae) fornecidas pelo Laboratorio
de Controle Biologico, do Instituto Bioldgico-SP, foram criadas em dieta artificial (cera de
abelha, 475 g; leite em pé desnatado, 46 g; levedura de cerveja, 188 g; fuba de milho, 385 g;
soja, 160 g; glicerina 416 ml; formoldeido 40%, 1,5 ml; agua destilada, 300 ml), dentro de
camara climatizada, com temperatura de 27°C, no escuro.

2.1. 2 Ativacao das bactérias e preparacao dos tratamentos

As bacterias isoladas de NEPs (Tabela 10) e armazenadas em glicerol 15%, a -20°C,
foram inoculadas em meio liquido LB (20 ml) e mantidas em agitagdo por 24 h a 28°C. Em
seguida, 100 ul da suspensdo foi plaqueada em meio NBTA para conferir a sobrevivéncia e a
preservacao da bactéria na fase |, baseada na sua forma e coloracdo. Foi feita uma repicagem
de cada isolado para obter colonias uniformes e usa-las posteriormente nos testes de
viruléncia contra lagartas de G. mellonella.
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Tabela 10. Bactérias Xenorhabdus e Photorhabdus avaliadas na patogenicidade de
G.mellonella.

Isolado Bactéria
IBCB n5 P. luminescens subsp akurtsii
IBCB n6 X. doucetiae
IBCB n10 P. luminescens
IBCB n40 Photorhabdus sp.
IBCB n47 Xenorhabdus sp.
IBCB n48 X. nematophila
PAM25 X. szentirmaii
PAM42 X. szentirmaii
CER16 X. romanii
CER21 X. romanii
CER33 Xenorhabdus sp.
CER106 Xenorhabdus sp.
CER120 Xenorhabdus sp.
CER144 Xenorhabdus sp.
CER199 Xenorhabdus sp.

AM71 P. luminescens

AM75 X. doucetiae

Nesse teste foram avaliadas as bactérias simbiontes juntamente com os metabdlitos
secundarios (MS), as células separadas dos MS, e os MS sem células, quanto ao efeito
toxicidade para lagartas de G. mellonella. Como controle foram utilizados o meio de cultura
LB e agua destilada.

Cada isolado (obtido de uma coldnia) foi cultivado em 300 ml de meio de cultura LB
mantido sob agitacdo (150 rpm) por 24 h a 27°C. A concentracdo da suspencdo foi
determinada por contagem de células em camara de Neubauer. Com base nos resultados
obtidos por Mahar et al. (2005), a concentracdo bacteriana usada neste trabalho foi de 4x10°
cels/ml™, ajustada por meio de dilui¢Bes seriadas com agua destilada estéril.

Para obter a suspensdo de células bacterianas livre de MS, o meio de cultura (caldo de
cultura com concentracio bacteriana de 4x10° cels/ml™) foi centrifugado a 4100 rpm por 20
min, o sobrenadante foi descartado e o pellet presente no fundo do tubo foi ressupendido em
agua destilada estéril, e aplicado posteriormente nas lagartas. Para obter os MS sem células, o
meio de cultura (caldo de cultura com concentragéo bacteriana de 4x10° cels/mlI™) foi filtrado
utilizando filtros de celulose (poro 0,2 um). O sobrenadante (MS) foi invertido em um
recipiente estéril, e aplicado posteriormente nas lagartas.

Para cada indculo foram consideradas quatro repeticdes no tempo, sendo cada repeticao
representada por uma placa de petri contendo 100g de areia estéril e dez lagartas de G.
mellonella com aproximadamente 2 cm. A areia esteril em cada placa foi inoculada com 14
ml dos tratamentos, gerando uma umidade na areia de 14%. As placas foram seladas e
acondicionadas no escuro a 25 °C. A mortalidade foi avaliada a cada 24 h ao longo de oito
dias ap6s da inoculagdo. Apds esse periodo, as lagartas sobreviventes foram descartadas.

Para confirmar a infeccdo do inseto pela bactéria, um cadaver foi escolhido
aleatoriamente, desinfestado superficialmente com alcool 90% e flambado no fogo, para
depois uma gota de hemolinfa ser estriada e plaqueada no meio NBTA.
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2.2 Andlise estatistica

O experimento foi inteiramente casualizado. Os resultados foram apresentados em
termos de mortalidade (%) das lagartas de G. mellonella. Os dados foram transformados

usando a férmula Arco Seno VProporgio e submetidos & anlise de variancia (ANOVA).
As médias foram comparadas e analizadas pelo teste de Scott-Knott, mediante o uso do
programa estadistico ASSISTAT®.

3 RESULTADOS E DISCUSAO

De forma geral, todos os indculos (Células + MS, MS e Células) causaram mortalidade
das lagartas de G. mellonella ao longo do tempo (Figura 18), diferindo significativamente das
respectivas testemunhas com meio de cultura e com agua na avaliacdo aos oito dias da
inoculagdo (Tabela 11). Para o teste com as células bacterianas + MS, 14 isolados
proporcionaram altos niveis de mortalidade (>80%) dentre os 17 isolados testados (Tabela
10). Para o teste com os MS sem células (Figural8), apenas quatro isolados causaram
mortalidade >80%, enquanto que para 0 teste com as células sem os MS, apenas dois
causaram altos niveis de mortalidade (>80%).

Isso demonstra que as bactérias simbiontes dos NEPs e seus MS aplicados na areia
causam mortalidade nas lagartas de G. mellonella sem ser necessario a presenca e atuacdo do
nematoide para incorpora-los dentro do corpo do inseto, fato que ja foi verificado por Elawad
(1998), Akhurst & Smith (2002) e Mahar et al. (2008). Mahar et al. (2008) obtiveram
mortalidade de G. mellonella causada por X. nematophia e seus MS, ao longo de cinco meses
apos a inoculacdo no solo, discordando de Morgan et al. (1997) que relataram efeito limitado
da bactéria no inseto quanto aplicada em suspensdo aquosa ou pela exposi¢cdo do inseto em
solo tratado com o micro-organismo.

Para os indculos de células + MS e células (sem MS), foi feita a confirmacdo de cada
bactéria antes da sua inoculacdo na areia, pelo seu crescimento prévio no meio NBTA, e
depois da morte do inseto, mediante o plagueamento da hemolinfa do cadaver no mesmo
meio, sendo confirmada a efetividade do processo. Nos testes com as células bacterianas +
MS, e com as células sem os MS, verificou-se um crescimento normal da bacteria na fase I no
meio NBTA, antes da inoculagdo, e o crescimento de bactérias na fase | e 11 dentro do cadaver
do inseto, apos a inoculacdo. A confirmacéo das bacterias dentro dos cadaveres indicou que as
células aplicadas no solo sdo capazes de se mover externamente sobre o inseto, e penetrar no
seu corpo na auséncia do vetor (NEPs), entrando no hemocele pelas diferentes aberturas do
corpo (espiraculos, boca e anus). Contribuem para isso, provavelmente os numerosos flagelos
peritricos que permitem sua mobilidade em substratos umidos, como sugerido por Mahar et
al. (2005), Mohan et al.(2003), Forst & Clarke (2002) e Givaudan et al. (1995).

Para a maioria dos isolados, 0s MS sem células causaram maiores mortalidades das
lagartas comparados as células sem os MS, sugerindo ocorrer um efeito mais toxico causado
pelos MS, do que patogénico causado pelas celulas. No teste com MS sem células, ndo foi
detectado a presenca de bactérias no meio NBTA apds o plaqueamento do contetido interno
do cadaver. Isso confirma que somente os MS inoculados na areia e que foram os
responséveis pela morte dos insetos. A forma de acdo dos compostos deve ser melhor
estudada mas é possivel que tenham atuado por via oral caso as lagartas tenham ingerido os
gréos de areia com os metabolitos secundarios.

47



g

Mortalidade (%)
IS =)
2 B

120%

Células com MS

Intervalo de tempo (d)

st CBOS
=== CB06
e CB 10
i CB40
e CB47
=—o—CB48
———Cont LB

e Cot1 t H20

100%

o
g
B

et AM 71
—m—AMT75

—ge=PAM25
e PAMA2

Mortalidade (%)
3
2

20%

120%

2 3 4 5 6
Intervalo de tempo (d)

100%

80%

60%

40%

Mortalidade (%)

20%

0% |

Intervalo de tempo (d)

=—e==Cont LB

e Cont H20

=—4—CERL6
—=8—CER21
=== CER33
i CER 106
—+#—CERI120
=—0—CER144
=== CER199
———Cont LB
Cont H20

Mortal

Mortalidade (%)

Mortalidade (%0)

dade (%)

1

100%

Células isoladas

90%

80%

70% -~

60%

50%

40%
30%

20% -
10% -
0% -

3 4 5 6
intervalo de tempo (d)

7 8

60%

50%

40%

30% -

20% -

10% -

0% -~

3 4 5 6
Intervalo de tempo (d)

7 8

100%

90%
80%

70%

60%

50%

40%
30%

20% -

3 4 5 6
Intervalo de tempo (d)

e CBOS
=@ CB06
=== CB10
i CB40
st CB47
—o—CB48
e CONt LB

e Con't H20

—— AMT71
== AM75
e PAM25
i PAM42
==t Cont LB

=== Cont H20

== CER16
—8—CER21
==de==CER33
e CER 106
===CER120
=#—CER144
et CER199
———ContLB
Cont H20

Mortalidade (%6)

Mortlalidade (%)

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

MS livre de células

1 2 3 4 5 6 7 8
Intervalo de tempo (d)

70%

60%

50%

40% -

30% -

20%

10% —

0%

T A

1 2 3 4 5 6 7 8
Interalo de tempo (d)

e CBOS
—a— CB06
e CB10
= CB40
st CB47
—o—CB48
et CONt LB

e Conit H20

—t—AM71
=—f=—AM75
=t PAM25
e PAMA42
=== Cont LB

e Cont H20

1 2 3 4 5 6 7
Intervalo de tempo (d)

=+ CER16
—&— CER21
=== CER33
e CER106
=== CER 120
== CER144
=t CER199
———ContLB
Cont H20

Figura 18. Porcentagem de mortalidade das lagartas de G. mellonella através do tempo causada pelos isolados e controles em meio LB e agua
destilada esteril.
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Tabela 11. Mortalidade (£ Erro padrdo) de G. mellonella expostas a Células + metabolitos

secundarios (MS), MS sem Células, Células sem MS, de isolados
Xenorhabdus/Photorhabdus, ap6s oito dias da inoculacéo.
- Mortalidade (%

Isolado Bacteria C+MS MS (%6) c
Controle LB - 3250 ¢ 3+x250 c¢ 3+250
Contrle H,O - 5+288 ¢ 5+2838 ¢ 5+288

PAMA42 X. szentirmaii 2875 b 30577 b 38+14,36
CER120 Xenorhabdus sp. 60+14,14 a 50+£16,83 b 33+17,96
PAM25 X. szentirmaii 75+288 a 43+x17,01 b 45+17,07
CER199 Xenorhabdus sp. 80+14,14 a 45+£21,01 b 10+7,07
CER144 Xenorhabdus sp. 80+1154 a 60+£17,32 a 45%5

AMT5 X. doucetiae 83+10,30 a 55+2217 b 50+*8,16

IBCB n6 X. doucetiae 83+1436 a 73+17,01 a 308,16
CER33 Xenorhabdus sp. 85+866 a 80+10,80 a 38%9,46
IBCB n48 X. nematophila 88+946 a 73x125 a 45+1554
IBCB n5 P luminescens subsp g5, 408 4 7041914 a 83+11,81
akurtsii
IBCB n40 Photorhabdus sp. 93+75 a 75+16,58 a 38+ 18,87
CER21 X. romanii 95+288 a 75+14,43 a 90=x5,77
AM71 P. luminescens 98+25 a 45%+1322 b 305,77
CER106 Xenorhabdus sp. 98+25 a 80x1154 a 75+14/43
IBCB n47 Xenorhabdus sp. 98+25 a 90+£10 a 28x1547
CER16 X. romanii 100+0,0 a 35+1554 b 30+17,79
IBCB nl10 P. luminescens 100+£0,0 a 805,77 a 55+1258

OBS: Médias com letras diferentes na coluna indicam diferenca significativa pelo teste de

Scott-Knot (P<0,05).



Diversos isolados apresentaram-se promissores quando testados na forma de
Célula+MS (16 isolados), MS (10 islados) e Células (3 isolados), jA que ndo diferiram
significativamente dos melhores isolados dependendo do teste. Por exemplo, os isolados de P.
luminescens, IBCB n10 e AM71, de X. romanii CER16, de Xenorhabdus sp., IBCB n47,
CER33, CER144 e CER199, de Photorhabdus sp. IBCB n40, de X. nematophila IBCB n48,
de X. doucetiae, IBCB n6 e AM75, e de X. szentirmaii PAM25, apresentaram altas taxas de
mortalidade quando inoculados como mistura de celulas + MS, ndo diferindo
significativamente dos melhores nesse teste, porém, diferindo dos melhores nos testes com
células (sem MS) e MS (sem células).

Dentre todos os isolados promissores, apenas trés, P. luminescens subsp akurtsii IBCB
n5, X. romanii CER21 e Xenorhabdus sp. CER106, ndo diferiram significativamente dos
melhores isolados nos trés experimentos com Célula+MS, MS e Células, o0 que os destacam
como os melhores isolados para serem usados nessas formas visando o desenvolvimento de
produtos para controle de pragas.

Considerando-se que as misturas célula+MS geraram as maiores taxas de mortalidade
para a maioria (16) dos 17 isolados, conclui-se que esse indculo seria mais adequado para
desenvolvimento de bioinseticidas comparado ao MS (sem células) e célula (sem MS), com a
vantagem de dispensar procedimentos necessarios para a separacao.

As maiores mortalidades obtidas com as misturas celulas + MS deve-se a somatdria dos
efeitos causados pelos MS (antibidticos, toxinas e proteinas extracelulares) e células
bacterianas. Para as células testadas isoladamente, os MS passaram a ser produzidos somente
apo6s a penetracdo da bactéria no inseto, enquanto que para os inoculos com MS sem as
células, estes foram disponibilizados de imediato para as lagartas. Estes resultados estdo de
acordo aqueles obtidos por Mahar et al.(2005), no qual as secresbes de X. nematophila
causaram 95% de mortalidade em lagartas de G. mellonella quatro dias apds a aplicacéo,
enquanto a suspencdo de bactérias livres de MS matou 93% das lagartas aos seis dias. Outros
autores também verificaram efeitos expressivos das toxinas bacterianas obtidas de bactérias P.
luminescen (simbionte de Heterorhabditis bacteriophora) e X. nematophila (simbionte de
Steinernema carpocapsae) na mortalidade de lagartas de Manduca sexta, deduzindo que as
toxinas produzidas causaram o rompimento no epitélio do meséntero (intestino médio) das
lagartas inoculadas (Bowen & Ensign, 1998; ffrench-Constant & Bowen, 1999). Em 2002,
Ensign et al. aplicaram uma patente para o isolamento de toxinas das bactérias X.
nematophila, X. poinarii, X. bovienii e X. beddingii e para seu uso como inseticida no controle
de vérias pragas da ordem Coleoptera, Lepidoptera, Diptera e Acarina. Estudos adicionais
indicam que a ingestdo oral dos MS produzidos por P. temperata e P. luminescens séo
altamente letais para adultos de mosca-branca (B. tabaci) quando colocados na dieta (Dunphy
& Webster, 1991; Blackburn et al., 2005; Shrestha & Lee, 2012).

Resultados similares foram obtidos por Mahar et al. (2008) quando testaram a células de
X. nematophila juntamente com seus MS livres de células em lagartas de Spodoptera exigua,
Plutella xylostella, Otiorynchus sulcatus e em ninfas de Schistocerca gregaria por meio de
aspersdo na superficie das folhas e inoculacdo no solo. Obtiveram altas taxas de mortalidade
dos insetos inoculados com as células mais MS (100%), e com 0s MS sem células (90%),
alem de verificar um efeito duradouro das células e MS isoladamente, no solo, causando a
mortalidade de G. mellonella por mais de cinco meses.

Para os inoculos células + MS e MS sem células as lagartas mortas inoculadas com 0s
isolados Photorhabdus luminescens subsp akurtsii CB05, Photorhabdus luminescens subsp
luminescens CB10, Photorhabdus sp. CB40 e Photorhabdus Iluminescens AMT71,
apresentavam aspecto caracteristico de coloragdo vermelha 24 h apds a morte (Figura 19a-b),
ocorrendo um escurecimento ao longo do tempo devido ao acumulo das exo-enzimas
produzidas por Photorhabus.
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Para os testes com as células sem MS, as lagartas também adquiriram a cor vermelha,
porém, a mudanca de cor ocorreu mais lentamente (48h) comparada as lagartas inoculadas
com as celulas + MS e com os MS sem células (24h). Isso destaca 0 MS como o responsavel
pela coloragdo vermelha no cadaver, acelerando a mudanca de cor quando aplicados em
mistura com células bacterianas ou isoladamente. Para as células testadas isoladamente, a
mudanca de cor ocorreu somente apds a penetracao das células no inseto e liberagdo dos MS.

P

Figura 19. Aspecto de lagartas de G. mellonella mortas pelos MS das bactérias Photorhabdus
sp. CB10 (A), P. luminescens subsp akurtsii IBCB n5 (B), Xenorhabdus sp. IBCB n47 (C),
Xenorhabdus sp. CER16 (D).

Para os isolados PAM 25 e PAM 42 da bactéria X. szentirmaii, as diferencas nos niveis
de mortalidade de G. mellonella inoculadas com células+MS, com células sem MS e com MS
sem ceélulas, deve-se provavelmente a instabilidade dos isolados para se manter na fase |
durante o cultivo em meio liquido. Segundo Orozco (2012), mesmo em condicdes
semelhantes de cultivo, se desconhecem as proporc¢des da bactéria nas fases I e Il.

Estes resultados destacam os MS como produto promissor para a protecdo de plantas
contra o ataque de insetos praga de solo, podendo ser avaliado com a sua aplicacdo direta no
solo. Segundo Bowen & Ensing (1998), o uso dos MS seria mais vantajoso que 0 uso dos
NEPs, devido as dificuldades inerentes dos nematoides para reprodugdo em massa, transporte
e preservacao visando o uso em grandes culturas. Eles também sugeriram trabalhos para
introdugdo dos genes das toxinas no genoma das plantas. Estudos de transformacdo do
genoma das plantas estdo em andamento, mas até o momento a metodologia ndo é
comercialmente viavel.

A acdo dos MS com altos niveis de mortalidade das lagartas demostra que esses
metabdlitos podem ser usados para matar insetos no solo, porém mais estudos devem ser
realizados procurando conhecer a estabilidade dos metabdlitos e sua persisténcia no ambiente.
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CONCLUSAO

Os 17 isolados de Xenorhabdus e Photorhabdus avaliados neste estudo foram virulentos
para lagartas de G. mellonella. Os caldos contendo céulas + MS causam maiores mortalidades
que as células (sem os MS) e os MS (sem as células).

Os MS testados juntamente com as celulas e sem células causaram maiores
mortalidades nas lagartas de G. mellonella comparados com a inoculacdo das celulas
isoladamente. Destacando as bactérias simbiontes, Xenorhabdus e Photorhabdus, como
agentes potenciais e como fontes de protutos potenciais para uso no manejo integrado de
pragas.

Os isolados P. luminescens subsp akurtsii IBCB n5, X. romanii CER21 e Xenorhabdus
sp. CER106 foram os melhores nos trés experimentos (Célula+MS, MS e Células),
destacando-se como os melhores isolados para serem usados no desenvolvimento de produtos
para controle de pragas.
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GLOSSARIO

Bioma: conjunto de vida (vegetal e animal) constituido pelo agrupamento de tipos de
vegetacdo contiguos e identificAveis em escala regional, com condi¢bes geoclimaticas
similares e historia compartilhada de mudancgas, o que resulta em uma diversidade bioldgica.

propriaCromatografia: método fisico-quimico de separacdo. Esta fundamentada na
migracdo diferencial dos componentes de uma mistura, que ocorre devido a diferentes
interagdes, ente duas fases imisciveis, a fase movel e a fase estacionaria.

Gene: segmento de DNA que leva a producdo de uma cadeia polipeptidica e inclui
regides que antecedem e gque seguem a regido codificadora, bem como sequéncias que ndo sdo
traduzidas (introns) que se intercalam aos segmentos codificadores individuais (éxons)

Hemolinfa: liquido circulatério dos artropodes e moluscos que tem as
mesmas funcdes que o sangue dos vertebrados, mas com uma composi¢do quimica diferente.
Pode ser de diferentes cores ou incluso incolor e contem células sanguineas de diferentes
tipos.

Granulécitos: também chamados hemacitos granulares tipo I, sdo células do sistema
imunoldgico, cuja funcdo € a deteccdo, ingestdo e destruicdo de particulas invasoras sejam
particulas inertes ou microorganismos. Sdo células equivalentes aos macrofagos dos
mamiferos.

Nematoide: sdo organismos pequenos que vivem em diversos ecossistemas, ocorrendo
em quase todas as regides do mundo. Podem ser vida livre, ndo causando danos a outras
espécies; podem alimentar-se de restos de outros animais ou plantas, sendo chamados de
saprofitos; e podem ser parasitas de animais ou plantas.

Metabolitos secundarios: compostos organicos que ndo estdo diretamente envolvidos
nos processos de crescimento, desenvolvimento e reproducdo dos organismos. Ao contrario
dos metabolitos primarios, a auséncia dos metabolitos secundarios nao resulta na morte
imediata.

Patogenicidade: qualidade que tem o agente infeccioso de, uma vez instalado no
organismo (homem, planta ou animais), produzir sintomas nos hospedeiros infectados.

Primers: também chamados iniciadores, sdo segmentos de acidos nucléicos, com 1 a 60
nucleotideos, necessarios para o inicio da replicacdo do DNA.

PCR: método de amplificacdo (multiplas copias) de DNA ou RNA sem 0 uso de
um organismo vivo, O processo consiste basicamente separar as fitas sense e anti-sense s@o
muito complexas na célula, no lugar utiliza-se a mudanca de temperatura. Os ciclos sdo
pensados para disponibilizar o sitio alvo para a ligacdo dos primers, funcionamento da
polimerase e iniciou de um novo ciclo.

Simbiose: é uma relacdo mutuamente vantajosa, na qual, dois ou mais organismos

diferentes s@o beneficiados por esta associacdo. Os organismos participantes sdo chamados de
simbiontes.
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Toxinas bacterianas: substancias capazes de causar danos ao organismo animal.
Podem ser classificadas como endotoxinas e exotoxinas. As toxinas sdo definidas como
substancias soluveis, usualmente de natureza protéica, que alteram o metabolismo normal da
célula ou tecido hospedeiro com efeitos deletérios nos mesmos.

Toxicidade: qualidade que caracteriza o grau de viruléncia de qualquer substancia
nociva para um organismo vivo ou para uma parte especifica desse organismo, como
um veneno ou uma toxina produzida por um agente microbiano.

Vetor: organismo capaz de transmitir um agente infeccioso a outros individuos que nao
0 portam.

Viruléncia: capacidade de um bioagente produzir sintomas graves ou fatais num
organismo. A viruléncia estd associada as propriedades bioquimicas do agente relacionada a
producdo de toxinas, e a sua capacidade de multiplicacdo no organismo parasitado, o que 0
torna metabolicamente exigente, com prejuizo do parasitado.
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