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RESUMO 

 

A presença de complexo enzimático lignocelulolítico e/ou de microrganismos no trato 

digestivo de invertebrados é um indicativo da capacidade desses organismos utilizarem 

a madeira como fonte de energia. Apesar da participação microbiana em processos 

digestivos celulósicos em algumas espécies de insetos aquáticos, pouco se sabe sobre a 

importância dos microrganismos na capacidade digestiva de larvas de quironomídeos. 

Assim, este estudo teve como objetivo analisar as atividades enzimáticas digestivas de 

celulose e de hemicelulose e de avaliar a comunidade bacteriana cultivável capaz de 

hidrolisar compostos de madeira do trato digestivo de larvas de Stenochironomus 

Kieffer (Diptera, Chironomidae). Este é um gênero cosmopolita caracterizado por larvas 

minadoras de galhos submersos em decomposição. Foram estudados dois morfotipos 

larvais. Os resultados da análise enzimática, realizado através da quantificação de 

açucares redutores, demonstraram limitada capacidade na degradação de celulose, 

porém indicaram capacidade de hidrólise de xilana. Na caracterização da comunidade 

bacteriana foram isolados trinta e um tipos de colônias nos dois morfotipos estudados. 

Dezenove responderam positivamente à capacidade de hidrólise de pelo menos um dos 

quatro substratos utilizados como principal fonte de carbono nos meios de cultura. A 

capacidade de degradação foi avaliada através de testes colorimétricos. As bactérias 

foram identificadas pela análise do gene 16S rRNA. Nenhuma das bactérias isoladas foi 

capaz de degradar lignina. Pseudomonas foi o gênero com maior riqueza, Bacillus teve 

a maior capacidade de degradar diferentes substratos e Sphingobium foi encontrado em 

ambos os morfotipos. Os resultados deste trabalho evidenciam a participação de 

microrganimos na degradação da madeira consumida pelas larvas de Stenochironomus. 

Ressalta-se que este é o primeiro registro de bactérias e enzimas lignocelulolíticas no 

trato digestivo de quironomídeos minadores. 

 

Palavras chave: Bactérias cultiváveis; Enzimas digestivas; Celulose; Xilana; larvas 

saproxílicas 
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ABSTRACT 

 

The presence of a lignocellulolytic enzyme complex and/or symbiotic microorganisms 

in the invertebrate guts is an indicative of its ability of using wood as energy 

source. Despite the microbial involvement in the cellulose digestive processes of some 

species of aquatic insects, there is a lack of information regarding the importance of 

microorganisms in the digestive capacity of chironomid larvae. This research focuses on 

the analysis of the activity of enzymes responsible for cellulose and hemicelluloses 

digestion and the cultivable bacterial community capable of hydrolyzing wood 

compounds in the digestive tract of Stenochironomus larvae Kieffer (Diptera, 

Chironomidae). This is a cosmopolitan genus characterized by mining larvae of 

submerged decaying branches. Two larval morphotypes were studied. The results of 

enzymatic analysis in the larval digestive tract, performed by quantification of reducing 

sugars, showed limited ability of both morphotypes in the degradation of cellulose, but 

indicated capacity to hydrolyze xylan. There were isolated thirty-one types of colonies 

during the characterization of bacterial communities, of which nineteen strain responded 

positively into the ability to hydrolyze at least one of the four substrates used as the 

main carbon source in the culture media. Degradation capability was assessed using 

colorimetric tests. The bacteria were classified using 16S rRNA gene analysis. No 

bacteria capable of degrading lignin were isolated. Pseudomonas was highly richness, 

Bacillus showed the greatest capacity for degrading different substrates and 

Sphingobium was present in both Stenochironomus morphotypes. The results obtained 

in this research emphasize the participation of microorganisms in the degradation of the 

wood consumed by the Stenochironomus larvae. This is the first report of 

lignocellulolytic bacteria and lignocellulolytic enzymes in the gut of wood-mining 

chironomid. 

  

Keywords: Cultivable bacteria; Digestive enzymes; Cellulose; Xylan; Saproxylic 

larvae. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

 
1.1 Ecologia de insetos saproxílicos 

 

Segundo o Conceito do continuo fluvial (VANNOTE et al., 1980), a 

comunidade de macroinvertebrados aquáticos de córregos de cabeceira, de primeira a 

terceira ordem (STRAHLER, 1957), são dependentes da entrada de material alóctone 

provenientes da vegetação ripária, para obtenção de carbono e energia, uma vez que o 

dossel das matas ocasionam uma menor penetração da luz direta, restringindo a 

produção primária autóctone. Deste modo, a matéria orgânica alóctone (detritos, folhas, 

frutos e galhos) além de ser a principal fonte de alimento para a cadeia trófica também 

contribuem como substrato adicional para a proliferação de microrganismos, bem como 

local para ovoposição e refúgio para os macroinvertebrados aquáticos (DUDLEY & 

ANDERSON, 1982).  

Apesar das folhas serem consideradas como um importante recurso energético 

em córregos (PETERSEN & CUMMINS, 1974), os troncos possuem maior estabilidade 

(GULIS et al., 2004)  e menor sazonalidade  (PETERSEN et al., 1989), sendo um dos 

principais recursos para comunidades de invertebrados em córregos de baixa ordem.  

 Entre os insetos aquáticos, diversas ordens como Trichoptera, Ephemeroptera, 

Coleoptera e Diptera (DUDLEY & ANDERSON, 1982; HOFFMAN & HENRING, 

2000) possuem espécies com hábito de uso e consumo dos troncos submersos. Essas 

espécies são denominadas na literatura de diferentes maneiras tais como: 

• saproxilófagos ( “Sapro” do grego “Sapros”, putrefado, morto; “Xiló” do 

grego “Xyl”, madeira e, “fagos” do  grego “phagein”, comer),  
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• saproxílicos ( “Sapro” do grego “Sapros”, putrefado, morto; “Xili” do 

grego “Xyl”, madeira e, “icos” do grego “ikos”, sufixo grego formador 

de adjetivos)   

• xilófagos de madeira morta (“Xiló” do grego “Xyl”, madeira e, “fagos” 

do  grego “phagein”, comer). 

Independente da terminologia acima, todas indicam que as espécies dependem 

diretamente da queda de galhos oriundos da vegetação ripícola, as quais, em pelo menos 

uma fase da vida, utilizam os troncos como fonte de alimento, proteção e/ou habitat 

(MCKIE & CRANSTON, 2001). Nesta dissertação optou-se por “Saproxílicos”, 

cunhada na França na década de 60 por Roger Dajoz, considerado o “pai” da 

entomologia saproxilíca, cujo termo com tradução para o inglês se difundiu amplamente 

entre a comunidade científica após as publicações de Rose & Harding em 1986 e de 

Speight em 1989 (GROVE, 2002) .  

Constituindo uma importante comunidade em córregos, participando 

diretamente no fluxo de energia e ciclagem dos nutrientes (ANDERSON et al., 1984), 

os insetos saproxílicos podem estar associados à madeira de três maneiras diferentes, 

baseado na presença e no grau de consumo (adaptação de HOFFMAN & HERING, 

2000):  

• Espécies não-saproxílicas, que utilizam os troncos e galhos como habitat 

por um período da vida, consumindo biofilme e ocasionalmente 

fragmentos de madeira; 

•  Espécies saproxílicas facultativas, consideradas espécies raspadoras, 

podem consumir não apenas madeira, mas também folhas, tendo o 

primeiro como recurso importante para o crescimento e até mesmo para a 

sobrevivência em algum período do seu ciclo de vida; 
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•  Espécies saproxílicas obrigatórias, espécies restritas ao consumo de 

madeira, grupo este classificado como minador, além de raspador e 

tubicolas de superfície, cujo ciclo de vida está intrinsecamente 

relacionado ao recurso alóctone.  

  

Em geral, o grau de decomposição e o tamanho dos troncos são características 

importantes para a colonização por insetos saproxílicos (DUDLEY & ANDERSON, 

1982), contudo, considerando a comunidade como um todo, não existe apenas uma 

característica física do tronco (e.g. estrutura de superfícies, estágio de consistência, 

presença de casca) relacionado a colonização por esses insetos, necessitando a 

observação individual de cada espécie (WARMKE & HERING, 2000; KOROIVA et 

al., 2009). Como exemplo, para alguns quironomídeos (Diptera:Chironomidae) 

minadores como Stenochironomus (str. sensu) e Xylotopus par foi constatado a 

preferência por troncos em estágio avançado de decomposição e macios (KAUFMAN 

& KING, 1987; MAGOULICK, 1998), enquanto larvas de tipulídeos 

(Diptera:Tipulidae) minadores, como algumas espécies dos gêneros Lipsothrix e Tipula, 

e também do quironomídeo Symposiocladius lignicola estão relacionados a troncos de 

consistência rígida (WARMKE & HERING, 2000).  

Apesar de diversos estudos discutirem as relações e as especificidades entre 

insetos saproxílicos e troncos (MAGOULICK, 1998; TRIVINHO-STRIXINO & 

STRIXINO, 1998; WARMKE & HERING, 2000; MATHOOKO & OTIENO, 2002; 

HOFER & RICHARDSON, 2007; VALENTE-NETO et al., 2008; KOROIVA et al., 

2009), informações ou estudos dos processos digestivos desses insetos ainda são 

escassos  (HOFFMANN & HERING, 2000) 



4 
 

A presença de um complexo enzimático lignocelulolítico é um indicador da 

capacidade do fluido ou de microrganismos associados presentes no trato digestivo de 

invertebrados utilizarem a madeira como fonte de carbono (MARTIN, 1983). Segundo 

MARTIN (1983, 1991), mais de uma centena de espécies de insetos pertencentes a nove 

ordens desempenham atividades celulolíticas em seu trato digestivo. Apesar da aparente 

diversidade, a difícil degradação e a baixa qualidade nutricional do substrato remetem a 

uma dependência, da maioria dos insetos xilófagos e fitófagos, de relações associativas 

com microrganismos na utilização desse recurso, especialmente aqueles que utilizam a 

madeira com principal fonte de alimento (BRUNE, 2006).  

 A digestão de materiais lignocelulósicos é evidenciada em diversos insetos 

terrestres tais como baratas (e.g., CRUDEN & MARKOVETZ, 1979), cupins (e.g., 

WENZEL et al., 2002),  besouros (e.g., DELALIBERA-JR et al., 2005) e gafanhotos 

(e.g., WILIS et al., 2010). Entre os insetos aquáticos, algumas espécies de plecópteros 

(Insecta:Plecoptera) e tricópteros (Insecta:Trichoptera) têm participação de enzimas de 

fungos nos processos digestivos de materiais celulósicos (SINSABAUGH et al., 1985) 

enquanto que as larvas de Tipula abdominalis (Diptera:Tipulidae), organismo fitófago, 

beneficiam-se nutricionalmente da digestão microbiana da celulose em seu intestino 

posterior (COOK et al., 2007; ROGERS & DORAN-PETERSON, 2010) . 

 

1.2 Os constituintes da madeira e a degradação enzimática de seus componentes 

  

 A capacidade de utilização de troncos como recurso energético depende 

diretamente da habilidade do animal na digestão dos principais constituintes da madeira: 

celulose, lignina e hemicelulose.  

A celulose, principal componente da parede celular das plantas e o composto 

orgânico mais abundante da Terra, é constituída por um complexo linear polimérico de 
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carboidrato, composto de resíduos de glicose com ligações β 1-4 (SAXENA & 

BROWN-JR, 2005). A degradação dessa estrutura, para fins energéticos, requer um 

conjunto de enzimas de ação sinérgica, o sistema celulásico, que consiste de três classes 

de enzimas hidrolíticas: endo-1,4-β-D-glucanases ou endoglucanase (E.C. 3.2.1.4), 1,4-

β-D-glucano celobiohidrolases, exoglucanase ou celobiohidrolases (E.C.3.2.1.91) e 1,4-

β-D-glucosidase, β-glucosidase ou celobiase (E.C. 3.2.1.21) (WATANABE & 

TOKUDA, 2010). 

A degradação da celulose se inicia quando endoglucanases atuam promovendo 

ações em regiões amórficas isoladas da matriz cristalina, facilitando quebras na cadeia 

linear de celulose. As celobiohidrolases reagem com os fragmentos dessas quebras, 

tanto na extremidade redutora quanto não redutora, liberando celobiose e expondo 

novos sítios para a ação das endoglucanases, geralmente rompendo a rígida estrutura do 

polímero. A continuação combinada das ações da endoglucanase e da exoglucanase 

resulta na eventual degradação completa da celulose original com a produção de 

celobiose e de uma mistura de oligossacarídeos lineares de cadeias de diferentes 

comprimentos (celodextrina). A celobiose, que é um inibidor dos outros dois tipos de 

celulase, é hidrolisada em glicose pelas celobiases, e os demais oligossacarídeos pela 

ação conjunta das três classes de enzimas hidrolíticas (Figura 1.2.1.) (ZANDONA-

FILHO, 2001, WATANABE & TOKUDA, 2010). Deste modo, a utilização da celulose 

é dependente de um conjunto de ações sinérgicas dos três tipos de enzimas, sendo que, a 

inibição ou ausência de uma das três, a degradação da celulose é parcial. 
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Figura 1.2.1. Esquema do mecanismo de ação do complexo celulásico na quebra da 

cadeia polimérica (modificado de WATANABE & TOKUDA, 2010) 

 

 A xilana é o principal componente hemicelulósico da madeira e pode 

representar até 30% -35% do peso seco total em plantas terrestres.  Este heteropolímero 

é constituído principalmente por resíduos de D-xilose como item monomérico e traços 

de L-arabinose. Coerente com sua estrutura química e substituições dos grupos laterais, 

as xilanas parecem ser intercalada e covalentemente ligada a vários pontos com a 

lignina enquanto produz um revestimento em torno dos eixos de celulose via pontes de 

hidrogênio (BEG et al., 2001).  A camada de xilana com ligação covalente com a 

lignina e interações não-covalentes com a celulose deve ser importante na manutenção 

na integridade da celulose in situ e na ajuda da proteção das fibras contra a degradação 

das celulases (UFFEN, 1997). A hidrolise completa deste composto requer a ação 

sinérgica de diversas enzimas como: β-1,4-endoxilanase, β-xilosidase, acetil xilana 
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esterase entre outras (BEG et al., 2001). Como principais degradadores de xilana estão 

as bactérias e fungos, contudo há também a produção de enzimas por protozoários, 

algas marinhas, crustáceos, insetos e caramujos.  (RÜHL et al., 2007) 

A lignina, juntamente com a celulose, constitui componente responsável pela 

estrutura e rigidez de troncos e galhos, e possui grande resistência a choques físicos e 

ataque por microrganismos. Este componente, a forma mais abundante de carbono 

aromático da Terra, é formado via polimerização oxidativa de grupos de fenil propano, 

constituindo de 20 a 30% da madeira, havendo diferenças de teor e da sua estrutura 

físicas entre as coníferas e as plantas folhosas (VAN AKEN & AGATHOS, 2001). Dois 

grupos de enzimas oxidativas atuam na modificação estrutural das ligninas: as 

peroxidases lignolíticas, como lignina-peroxidase (LiP), managês-peroxidase (MnP) e 

peroxidase versátil (VP), e as fenoloxidases, como as do tipo lacases (MARTINEZ, 

2007).  Os fungos são os principais degradadores de lignina, mas também há bactérias e 

actinomicetos dotados de um sistema lignolítico (BONONI, 1997).  

  

1.3 Família Chironomidae e seus representantes saproxílicos 

 
 Chironomidae (Diptera:Nematocera) é uma família de inseto cujas larvas são 

aquáticas, com ampla distribuição espacial, elevada abundância e ocupam quase todos 

os ambientes dulcícolas (CRANSTON, 1995). Cosmopolita, existem cerca de 5.000 

espécies de quironomídeos descritas (CRANSTON & MARTIN, 2007), dividida em 11 

subfamílias das quais cinco ocorrem no Brasil: Tanypodinae, Orthocladiinae, 

Chironominae, Podonominae e Telmatogetoninae, com cerca de 335 gêneros válidos  

(MENDES & PINHO, 2006). As fases imaturas dos quironomídeos, larva e pupa, são 

predominantemente dulcícolas, havendo também algumas espécies marinhas e 

terrestres. A fase larval é a principal responsável pelo estoque energético dos demais 
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estádios, uma vez que é a única fase que se alimenta. A fase de pupa é curta e no final 

do seu período emerge o imago (macho ou fêmea). A fase adulta é terrestre e alada, em 

geral não se alimenta, restringindo-se praticamente a funções reprodutivas.  

 Tão amplo quanto sua distribuição, há uma significativa variedade de modos de 

alimentação das larvas de quironomídeos. Baseando-se no modo de alimentação larval, 

os quironomídeos podem ser agrupados em cinco categoriais funcionais (BERG, 1995): 

coletores-catadores, coletores-filtradores, raspadores, fragmentadores e predadores. 

Apesar desta classificação, as espécies comumente não se restringem a apenas uma 

categoria de alimentação, um táxon pode desempenhar diferentes estratégias de 

alimentação, portanto a ocupar diferentes categorias, visto a plasticidade da dieta das 

larvas devido às condições e aos recursos disponíveis no ambiente.  

 Entre as categorias alimentares citadas, o grupo dos fragmentadores compreende 

as espécies de quironomídeos que adquirem alimento por meio de mastigação de folhas 

ou algas, tecidos vegetais vivos ou escavando e/ou minando galhos e troncos submersos 

caídos (BERG, 1995). Deste grupo, apenas três subfamílias, Orthocladiinae, 

Chironominae e Diamesinae, possuem algumas espécies com larvas minadoras 

associadas essencialmente a troncos submersos. Como citado por CRANSTON & 

MCKIE (2006), a ecologia dos quironomídeos saproxílicos é pouco conhecida, com 

exceção Xylotopus par, para a qual há estudos autecologicos detalhados, com 

informações sobre o ciclo de vida e sugestões quanto à capacidade digestiva e a 

associação com microrganismos.   

 Apesar da participação microbiana em processos digestivos em outros insetos 

aquáticos (e.g. SINSABAUGH et al., 1985), estudos que discutem a presença de 

bactérias no trato digestivo dessas larvas são praticamente restritos a sua controversa 
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colaboração energética (e.g. BAKER & BRANDNAM, 1976; PINDER, 1986; 

JOHNSON et al., 1989; HALL-JR & MEYER, 1998).  

 Algumas larvas de quironomídeo são capazes de completar o desenvolvimento 

em uma dieta restrita de bactérias (PINDER, 1986).  Entretanto, mesmo em ambientes 

que as bactérias são suficientemente abundantes para suprir as necessidades dietéticas, 

as larvas de quironomídeos são seletivas ao consumo, utilizando outros recursos como 

fonte energética como os detritos (JOHNSON et al, 1989).  Além disto, a taxa de 

assimilação de compostos bacterianos pode ser insuficiente para a manutenção das 

larvas, evidenciando a necessidade de outras fontes energéticas, como averiguado em 

Chironomus riparius (BAKER & BRANDNAM, 1976).  

 Mesmo as larvas não obtendo carbono e nitrogênio exclusivamente a partir de 

microrganismos, a biomassa bacteriana parece ser importante no fornecimento de 

substâncias especificas ou na modificação química de detritos (PINDER, 1986), 

havendo evidencias de possíveis contribuições bacterianas nos processos digestivos.  

ROUF & RIGNEY (1993) avaliaram a microbiota bacteriana em larvas de Chironomus 

plumosos, um quironomídeo detritívoro, durante um período de dois anos e observaram 

diferenças na comunidade e na densidade das bactérias, ressaltando o acúmulo de 

bactérias em regiões específicas intestinais. Contudo, os autores não atribuiram nenhum 

tipo de função ou interação entre a comunidade bacteriana e o trato digestivo das larvas.  

KAUFMAN et al. (1986) analisando larvas de vários ínstares de X. par constataram 

bactérias em uma faixa contínua no lado do lúmen do epitélio. Os autores levantaram a 

hipótese de uma possível contribuição destas bactérias na degradação da madeira, mas o 

relato, baseando-se em dados não publicados, sobre a insuficiência da degradação de 

celulose no intestino médio coloca em dúvida essa possibilidade. 
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1.4 O gênero Stenochironomus (Diptera:Chironominae) 

 

   Stenochironomus KIEFFER, 1919, é um gênero cosmopolita que ocorre em 

todas as regiões biogeográficas exceto na Antártida. São reconhecidas mais de 100 

espécies no gênero, há 24 espécies no Brasil, e todas com habito minador (DANTAS, 

2010). As espécies cujas larvas minam troncos submersos são incluídas no sub-gênero 

Stenochironomus (sensu stricto), enquanto que aquelas que minam folhas submersas são 

classificadas no sub-gênero Petalopholeus (BORKENT, 1984). Apenas uma espécie, S. 

nelumbus, é conhecida como minadora de tecido vegetal vivo, especificadamente da 

flor-de-Lotus (Nelumbo lucífera) (MATHEW & HABEEBURRAHMAN, 2008). 

 Algumas adaptações para o modo de vida minador são observados nas larvas de 

Stenochironomus. A coloração vermelho vivo, indica alta concentração de hemoglobina, 

o que possibilita à penetração das larvas em áreas mais profundas dos substratos onde a 

concentração de oxigênio pode ser escassa (BERG, 1995). O mento em forma de arado 

adaptado para fragmentação e o achatamento dorso-ventral do corpo também são 

adaptações morfológicas que permitem a capacidade de minação dos substratos 

(CRANSTON & MCKIE, 2006). 

As larvas de Stenochironomus (stricto sensu) são encontradas tanto em 

ambientes lóticos quanto lênticos, vivem em troncos firmemente ancorados, com a 

superfície relativamente limpa e geralmente em troncos de plantas da divisão 

Magnoliophyta (Angiosperma) (BORKENT, 1984). Coletadas somente no interior de 

troncos (CRANSTON & MCKIE, 2006), as larvas deste sub-gênero minam e formam 

câmaras de pequena profundidade (~1 mm) e longo comprimento  (podendo alcançar de 

2 a 3 vezes o comprimento da larva), onde habitam até a emersão como adulto 

(BORKENT, 1984). Estudos (MAGOULICK, 1998; MATHOOKO & OTIENO, 2002; 
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KOROIVA et al., 2009) indicam a preferência dos imaturos de Stenochirnomus por 

troncos em processo de degradação e macios. É sugerido que estas características 

estejam relacionadas ao alto valor nutritivo, visto a concentração microbiana em troncos 

em decomposição (MAGOULICK, 1998). 

. 

1.5.  Identificação dos microrganismos 

 
 No passado as identificações dos microrganismos associados seguiam os 

métodos tradicionais de microbiologia, derivados da microbiologia médica, utilizando 

da caracterização fenotípica de colônias isoladas. Atualmente, métodos de análises da 

sequência dos ácidos nucléicos são preferencialmente utilizados para a identificação dos 

microrganismos, em particular, o uso do gene 16S rRNA da comunidade microbiana 

(CLARRIDGE III, 2004; DILLON & DILLON, 2004).  

O gene 16S rRNA é considerado um excelente marcador molecular, uma vez 

que está presente em todos organismo e seu produto possui funcionalidade constante e é 

parte integrante do ribossomo, organela não-membranosa requerida para síntese 

protéicas. Este gene é considerado suficientemente longo (~1,5 kb) (RÖLING & 

HEAD, 2005) e limitado a transferências horizontais (HARAYAMA & KASAI, 2006),  

indicado como uma importante ferramenta para a avaliação da história evolutiva dos 

procariotos. O 16s rRNA possui sequências que evoluíram em taxas diferentes, havendo 

domínios, os quais têm permanecido quase universalmente conservados, intercalados 

por regiões mais variáveis (regiões denominadas de V1 a V9), capazes de especificar 

diferentes categorias taxonômicas, ou seja, desde filo até subespécies. Isto permite um 

inequívoco alinhamento da posição das sequências homologas possibilitando a 

identificação de regiões conservadas e de sequências específicas dos táxons (RÖLING 

& HEAD, 2005). No presente, a amplificação das regiões V3 e/ou V6 tem sido utilizada 
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para identificações bacterianas uma vez que podem prover informações filogenéticas 

suficientes para a caracterização em nível genérico (HUSE et al., 2008).  

A descrição dos membros da comunidade microbiana do intestino de um inseto é 

considerado o primeiro passo para a compreensão das relações de estrutura e função dos 

microrganimos comensais presentes (SCHLOSS et al., 2006). Espécies de bactérias 

celulolíticas associadas são bem estabelecidos em insetos terrestres (DELALIBERA-

JUNIOR et al., 2005;  WENZEL et al., 2002;  DRÖGE et al., 2006, RAMIN et al., 

2009) , mexilhões  (SAKAMOTO et al., 2007), caranguejos (GULMANN, 2004) e 

caramujos (CHARRIER et al., 1998), contudo só recentemente identificou-se com uso 

de métodos moleculares bactérias relacionadas à insetos aquáticos, particularmente em 

larvas do gênero Tipulida (Diptera:Tipulidae) (COOK et al., 2007, COOK et al., 2008). 

 Apesar de técnicas de identificação independente da utilização de cultura 

possibilitar uma melhor caracterização da comunidade microbiana (GUAZZARONI et 

al., 2009), a utilização de técnicas de isolamento por cultivo com substratos presentes 

na dieta natural é uma valiosa e recorrente ferramenta utilizada para o reconhecimento 

de microrganismos que auxiliam nos processos digestivos dos insetos (PARK et al., 

2007). 
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2 JUSTIFICATIVA 
  

 Os insetos saproxílicos constituem uma importante comunidade no 

processamento da matéria orgânica e disponibilizando nutrientes para a cadeia trófica 

em córregos. Conforme sugerido por GROVE & STORK (1999) são necessários 

estudos que forneçam informações destas espécies, como a autecologia destes animais, 

especialmente na região Neotropical 

 Na literatura, há um único relato com base em dados não publicados (não 

confirmados) de que larvas de quironomídeos minadores são incapazes de degradar 

materiais lignocelulósicos (KAUFMAN et al., 1986), além de evidencias que bactérias 

podem se estabelecer e auxiliar nos processos digestivos das larvas de quironomídeos. 

Assim, estudos sobre a digestão da madeira e seu uso como fonte energética, podem 

auxiliar no entendimento da ecologia dos quironomídeos minadores, especialmente 

aqueles que possuem intima relação com troncos submersos, tal como as larvas do 

gênero Stenochironomus. 
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3 OBJETIVOS 
 

3.1 Objetivo geral: 

 
Avaliar a capacidade das larvas de Stenochironomus de degradar compostos celulósicos 

e hemicelulósicos e identificar possíveis bactérias associadas que auxiliem nos 

processos da degradação de madeira. 

3.2 Objetivos específicos: 

 
1) Quantificar a atividade enzimática específica de celulases e hemicelulases do trato 

digestivo de larvas de Stenochironomus. 

2) Quantificar e isolar bactérias cultiváveis associadas ao trato digestivo das larvas de 

Stenochironomus; 

3) Avaliar a capacidade das bactérias isoladas de degradarem diferentes compostos 

presentes na madeira, 

4) Identificar as bactérias com capacidade de degradação, através do sequenciamento da 

região 16S rRNA, e comparar a microbiota do trato digestivo das larvas de 

Stenochironomus com a de outros insetos minadores. 
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4 MATERIAL E MÉTODO 
 

4.1 Origem das larvas  

 
 
 Troncos submersos foram coletados próximos a cabeceira de dois córregos para 

obtenção das larvas de Stenochironomus.  O primeiro córrego, denominado Córrego do 

Fazzari (21° 58' 09”S, 47° 53' 04"W), esta localizado em uma reserva legal de Cerrado, 

no “campus” da Universidade Federal de São Carlos, em São Carlos, São Paulo, à 

altitude em torno de 910 metros a.n.m. O trecho do córrego percorrido (Figura 4.1.1.a) 

na coleta caracteriza-se por ter canal protegido pela vegetação ripícola, e leito com 

elevado aporte de matéria orgânica, depósito de folhas, galhos e troncos, águas 

límpidas, baixa profundidade (<50 cm) e baixa velocidade de corrente (0,3 m.s-1); alta 

concentração de oxigênio dissolvido (7,9 mg. L-1), baixa condutividade (13 mS.cm-1) e 

temperatura entre 15 a 23°C (PEPINELLI, 2003; SIQUEIRA et al., 2008).  

 O segundo córrego, denominado Córrego da Galharada (22° 41' 40" S, 45° 

27'36" W ), localiza-se em uma área montanhosa de Floresta Ombrófila Mista 

Altomontana no Parque Estadual de Campos do Jordão, em Campos do Jordão, São 

Paulo, à altitude em torno de 1550 metros a.n.m. O trecho do córrego percorrido na 

coleta (Figura 4.1.2.a) caracteriza pelo canal protegido pela vegetação ripícola, e o leito 

duro constituído por matacões e seixos; com água límpida, baixa profundidade (<50 cm) 

e alta velocidade de corrente (0,6 m.s-1); alta concentração de oxigênio dissolvido (9,1 

mg.L-1), baixa condutividade (10 μS.cm-1), temperatura em torno de 16°C. 

(PEPINELLI, 2003; SURIANO & FONSECA-GESSNER, 2004). 

 Os córregos foram percorridos em sentido montante e troncos e galhos com 

características de preferenciais das larvas foram coletados manualmente e transportados 

em baldes plásticos com água do local para o laboratório. Os troncos coletados foram 
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retalhados em bandeja branca de polietileno sobre uma fonte luminosa e apenas as 

larvas de Stenochironomus encontradas dentro da madeira foram separadas conforme o 

seu tamanho. As larvas selecionadas foram mantidas em refrigeração entre 0 a 4 °C por 

no máximo seis horas até a realização das dissecções.  Após as dissecções, a cápsula 

cefálica e o exoesqueleto foram montados em lâminas e identificados antes da utilização 

dos tratos intestinais nos experimentos. O material está depositado na coleção do 

Laboratório de Entomologia Aquática do Departamento de Hidrobiologia da 

Universidade Federal de São Carlos. 

 A identificação específica de quironomídeos se faz com base em espécimes 

adultos machos, o reconhecimento larval em espécie é difícil. Neste estudo foram 

separados dois morfotipos de larvas conforme as suas características morfológicas e o 

local de origem.  Dois morfotipos larvais de Stenochironomus foram determinados: 

Stenochironomus 1, coletados no córrego do Fazzari em São Carlos, e Stenochironomus 

2, coletados no córrego do Galharada em Campos do Jordão. Aspectos como o formato 

dos túbulos anais e da cápsula cefálica foram considerados para diferenciação 

morfológica (Figura 4.1.1.b,c; Figura 4.1.2.b,c) .  
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torno de 4 oC por até 8 horas antes da dissecção. Individualmente, oito larvas foram 

dissecadas em solução tampão TAE 10x (Tris-acetato-EDTA; Tris base 400 mM, ácido 

acético 190 mM,. EDTA 10 mM, pH 7,8), e os conteúdos dos tratos digestivos foram 

colocados em um tubo “safe-lock” esterilizado contendo 1 ml de citrato tampão, pH 6,0 

(Apêndice 1). O “pool” dos conteúdos dos tratos digestivos foi então macerado com 

bastão de vidro autoclavado, homogeneizado e centrifugado a 16.100g por 3 minutos 

em temperatura ambiente. O sobrenadante foi transferido para novos tubos “safe-lock” 

autoclavados e estocados a temperatura de -22°C, sendo este considerado o extrato 

enzimático. Esse procedimento foi realizado em quintuplicata para cada morfotipo de 

larva. 

 

4.2.2 Atividade enzimática e quantificação de proteínas 
 

  
  As atividades celulolíticas e hemicelulolíticas foram avaliadas através da 

quantificação de açucares redutores em um ensaio modificado de 3,5-ácido 

dinitrosalicilico (DNS) (MILLER, 1959) . Este método parte do princípio de que o 

ácido 3,5-dinitrosalicílico é reduzido em ácido 3-amino-5-nitrosalicílico, enquanto o 

grupo aldeído é oxidado em grupo carboxila (HOSTETTLER et al., 1951 apud 

MILLER, 1959). Segundo RODRIGUES (2003) o aquecimento da amostra de açúcar 

redutor à 100°C por 5 minutos altera a coloração amarelada inicial do DNS, para uma 

escala cromática que vai do amarelo ao marrom, dependendo da concentração de açúcar 

redutor na amostra. Para a determinação das concentrações de açúcares redutores nas 

amostras, os valores obtidos foram comparados a uma curva padrão de calibração para  

soluções com concentrações conhecidas (faixa de 0,5 a 2,0 g.L-1).  
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 Dois substratos com propriedades distintas foram usados no ensaio de 

quantificação de açúcar redutores liberados na degradação de celulose: Carboximetil 

celulose (CMC) e celulose microcristalina (MCC). Carboximetil celulose é composto 

por polímeros de celulose modificado com um grupo extra carboximetil que promove 

sua solubilidade em água, avaliando a atividade de endo-β-1-4-glucanase (EC. 3.2.1.4) 

presente na amostra. A celulose microcristalina (MCC) contém o polímero semelhante 

ao encontrado no ambiente, insolúvel em água, e sua utilização avalia a capacidade 

celulásica total da amostra (endo-β-1-4-glucanase [EC. 3.2.1.4]; exo-β-1-4-glucanase 

[E.C.3.2.1.91] e β-D-glucosidase [E.C.3.2.1.21]) (OPPERT et al., 2010).  Para observar 

a atividade hemicelulásica foi avaliada a capacidade de degradação de xilana (β-

xilanase [EC 3.2.1.8]). Neste teste utilizou-se como substrato a xilana obtido de madeira 

de faia (“xylan from beechwood”). A estrutura deste composto é formada por ligações 

β-1,4 de xilose, contendo mais que 90% de resíduos de xilose, e, como preferidos pelas 

larvas de Stenochironomus, são de origem da madeira de uma planta da divisão 

Magnoliophyta (Angiosperma) (BORKENT, 1984). 

 O extrato enzimático dos insetos (0,5 ml) foi então adicionado em 0,5 ml de 2% 

CMC (C5678 Sigma); 2% MCC (11363, Avicel, Fluka); 1% de xilana obtido de 

madeira de faia (X4252 Sigma); suspensos em 50mM tampão citrado, pH 6,0, valor de 

pH próximo ao encontrado no trato digestivo de larvas de quironomídeos (FROUZ et 

al., 2007). Essas amostras foram incubadas por 1 hora, nos substratos CMC e xilana, e 

por 2 horas, em MCC, a temperatura de 50°C e 18°C, adaptação à metodologia de SHI 

et al. (2010). A realização do ensaio a 50°C segue conforme descrito em diversos 

trabalhos de análise enzimática (OPPERT et al., 2010; SHI et al., 2010; WILLIS et al., 

2010) e a 18°C por ser este valor próximo à temperatura média da água dos córregos de 
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procedência dos insetos (SURIANO & FONSECA-GESSNER, 2004; SIQUEIRA et al., 

2008).  

 Após a incubação adicionou-se a cada tubo 3 mL de solução de DNS (Apêndice 

2), e os tubos foram levados ao banho-maria (100°C) por 5 minutos. Imediatamente 

após este período os tubos foram colocados em banho de gelo. Resfriados adicionaram-

se 20 mL de água destilada em cada tubo. Antes da realização da leitura dos tubos 

contendo MCC, estes foram centrifugados a 4400g por 2 minutos para precipitação de 

substratos remanescentes. A leitura foi realizada em espectrofotômetro (Amersham 

Biosciences, Ultrospec 2100 pro, Suécia) no comprimento de onda 540 nm (λ=540 nm) 

(Figura 4.2.1.) 

 Os valores dos ensaios foram corrigidos subtraindo-se os valores finais pelos 

iniciais dos açúcares redutores. Os testes foram realizados em quintuplicata (n=5). Uma 

unidade de atividade enzimática (U) foi definido como 1 μM de açúcar reduzido 

liberado por minuto. Esta quantificação foi calculada utilizando-se uma curva padrão 

dos respectivos açucares. A atividade específica foi definida como a atividade 

enzimática por mg de proteína no trato digestivo (U x mg-1 de proteína de trato 

digestivo).  A concentração protéica nas amostras  foram determinadas pelo método de 

BRADFORD (1976) usando o kit Coomassie® Protein Assay Reagent (Pierce 

Biotechnology, Rockford, IL, EUA) com albumina soro bovino como padrão, conforme 

instrução do fabricante. 

 Os resultados de temperaturas e substratos são apresentados como média e 

desvio padrão correspondente e foram comparados através da análise de variância 

(ANOVA) seguidos pelo teste de Tukey (p<0.05).  
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Figura 4.2.1. Esquema do método de quantificação de açucares redutores em um ensaio 

modificado de 3,5-ácido dinitrosalicílico (DNS) 

 

 4.3 Avaliação bacteriana 

 

4.3.1 Isolamento e quantificação de bactérias 
 
 
 A extração do trato digestivo das larvas foi realizado pela adaptação da 

metodologia de VASANTHAKUMAR et al. (2006) (Apêndice 3). Para o isolamento e a 

quantificação bacteriana foram utilizados dez indivíduos de cada tipo de larva, 

adaptando metodologia de GEIB et al.  (2009). Todas as extrações de trato intestinal 

foram realizadas em capela de fluxo laminar e em menos de duas horas após a extração 

dos insetos dos troncos. 

 Diluições decimais foram realizadas até 10-3, destas 100 μL (homogeinizado) 

foram semeadas em meio base [0.2 g L-1 de extrato de levedura (Sigma Y1625), 15 g.L-1 
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de Agar bacteriológico n°1 (Oxoid)] com quatro diferentes substratos como principal 

fonte de carbono (5 g.L-1): (1) carboximetil celulose (CMC; Sigma C5678), (2) xilana 

obtida de madeira de faia (Sigma X4252), (3) D -(+)- celobiose (Sigma C7252) ou (4) 

lignina alcalina (Aldrich 370 959). Os procedimentos foram realizados em duplicata. As 

placas foram incubadas a 28°C por uma semana.  

 As colônias foram categorizadas com base no seu tamanho, elevação, margem e 

pigmentação, contadas e os tipos celulares identificadas com o uso de método de Gram 

(CAPPUCCINO & SHERMAN, 2001). A quantidade média de colônias isoladas e o 

peso de cada trato digestivo foram utilizados para a determinação da quantidade de 

bactérias por peso de trato digestivo (UFC.mg-1). Para obtenção de culturas puras foi 

realizado o isolamento de uma única colônia, sendo estas estocadas em meio Trypticase 

Soy Broth (TSB, Difco) com  20% glicerol a -20°C até o uso. 

 

 4.3.2 Ensaio de degradação dos substratos 
 
 

A partir das culturas em estoque foram realizados testes colorimétricos para a 

visualização de halos de atividade; estes foram efetuados em triplicata e em placas 

individuais com o meio de cultura contendo o meio base e um dos quatros substratos 

utilizados no isolamento como fonte de carbono. Como controles positivos foram 

utilizados para CMC a levedura metilotrófica, Pichia pastoris, e para xilana, celobiose e 

lignina o fungo Pleurotus sajor-caju. 

A constatação da degradação em CMC foi realizada através do método de 

Vermelho Congo (0,1%) (THEATHER & WOOD, 1984). As placas com colônias 

isoladas foram cobertas pelo corante por 15 minutos e depois da drenagem foram 

lavadas três vezes com cloreto de sódio 1M.  
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Para xilana e celobiose foi utilizado solução de iodo a 2% por 10 minutos 

(WILLIAMS, 1983). No substrato não-degradado observa-se uma coloração escura 

enquanto nos halos degradados uma coloração mais clara. 

Para os testes de degradação de lignina foi utilizado uma solução a 1 % 

Perclorato de Ferro (FeCl3) e a 1% Ferricianeto de Potássio (K3Fe(CN)6) na proporção 

1:1 (SUNDMAN & NASE, 1971). As placas permaneceram no escuro por 15 minutos 

para visualização da degradação, sendo identificada a lignina não degradada de 

coloração azul-verde e no caso da desfenilização do produto foi observada uma região 

verde-amarelada ao redor e sob a colônia. 

Apenas as colônias que degradaram o substrato seguiram para testes de atividade 

enzimática e identificação genética. 

 A determinação da atividade enzimática das bactérias na degradação dos 

substratos lignocelulósicos foi avaliada de acordo com a zona de hidrólise do meio. O 

método da difusão radial em meio sólido indica a atividade enzimática de modo 

qualitativo, sendo analisado pela razão entre o diâmetro da zona de degradação e o 

diâmetro da colônia bacteriana, índice este denominado Índice Enzimático (Figura 

4.3.2.1.) (HANKIN & ANAGNOSTAKIS, 1975).  O Índice Enzimático é uma 

ferramenta prática e rápida para a seleção e comparação da produção enzimática de 

diferentes isolados microbianos. Valores acima de 1,0 são um indicativo de excreção de 

enzimas (FUNGARO & MACCHERONI, 2002; CARRIM et al., 2006). 
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Figura 4.3.2.1. Representação das medições para o Índice enzimático. ØC  representa a 

linha do diametro da colônia; Øh  representa a linha de diamentro do halo de 

degradação (Imagem retirada de BRAGA et al., 2009). 

 

A habilidade das colônias para degradar os demais substratos foi investigada. 

Quando positivo, o Índice enzimático foi usado para determinar a quantidade de 

bactérias que potencialmente pode auxiliar os processos degradativos.  

 

4.3.3  Identificação das bactérias 
 
 
 Para a identificação das bactérias associadas capazes de degradar os diferentes 

tipos de substratos foi realizado o sequenciamento da região conservada 16S rRNA. O 

gene 16s rRNA foi amplificado através do método de PCR de colônia, sendo utilizados 

os primers 27F - 5' AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 3' (GIOVANNONI, 1991) e 

1500R - 5'GGTTACCTTGTTACGACTT 3' (LANE, 1991), amplificando uma região 

de aproximadamente 1,5 kb. Este procedimento foi realizado no termociclador MJ 
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Research PTC 100 Thermal Cycler seguindo o seguinte programa: 1 ciclo a 94 ºC por 5 

minutos; 35 ciclos (94 ºC, 1 minuto; 50 ºC, 1 minuto; 72 ºC, 2 minutos) seguidos de um 

ciclo de extensão final de 72 ºC por 20 minutos. 

O produto de amplificação foi então submetido à eletroforese em gel de agarose 

1 % corado com brometo de etídeo (0,02 μg.μl-1). A corrida eletroforética foi conduzida 

em tampão TAQ com KCl 1x (10 mM Tris-HCl  e 50mM KCl) a 90V. O gel foi 

posteriormente visualizado em luz UV para comprovar a amplificação dos fragmentos. 

 As bandas do produto amplificado com o tamanho esperado (1,5 kb) foram 

cortadas do gel com o auxílio de um bisturi e colocadas em tubos de 1,5 ml. O produto 

de PCR de colônia amplificado foi purificado utilizando o kit Wizard® SV Geland PCR 

Clean-Up System (Promega, Madison, WI, EUA) de acordo com as instruções do 

fabricante e depois quantificado em leitura no espectrofotômetro NanoDrop  ND 1000 

(Thermo Scientific, CA, EUA). O produto purificado de PCR foi seqüenciado em um 

MegaBACE 1000 Flexible kit usando o kit  DYEnamic ET Dye terminator (GE 

Healthcare) segundo as instruções do fabricante. As reações de PCR para o 

sequenciamento foram realizadas utilizando o oligonucleotídeo iniciador 338F (5’ 

ACTCCTACGGGAGGCAGCAG 3’) (LANE, 1991), que corresponde a região 

hipervariável  V3 do 16S rRNA.  

A análise das sequências foi realizada pelo software Base Caller Cimarron 3.12. 

Regiões de baixa qualidade foram retiradas usando o programa DCAS (GUO et al., 

2009) (Phred-Prap <15). Bactérias com sequências similares foram comparadas contra o 

banco de dados através das ferramentas nucleotide Basic Local Alignment Search Tool 

(BLASTN) (ALTSCHUL et al., 1990) e o  Metagenome Rapid Annotation using 

Subsystem Technology (MG-RAST) (MEYER et al., 2008), visando a identificação dos 
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gêneros bacterianos. As sequências geradas neste estudo foram depositados no 

GenBank.  

 Para a análise filogenética pelo método de distância (NJ- neighbor-joining) 

(SAITOU & NEI, 1987), as sequências de 16S rRNA obtidas e outras sequências 

escolhidas retiradas do NCBI foram alinhadas utilizando a ferramenta ClustalW contido 

no programa MEGA versão 5.0 (TAMURA et al., 2011). O ajuste das extremidades das 

sequências a fim de estas estivessem todas alinhadas  e com o mesmo número de bases 

foi realizado com o uso do programa MEGA versão 5.0 . O calculo da significância 

estatística da similaridade entre as sequências foi realizada a análise de reamostragem 

ou bootstrap para 1.000 replicações. A árvore filogenética foi gerada usando as 

distâncias calculadas pelo método de Kimura-2, sendo também desenvolvido no 

programa MEGA versão 5.0. 
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5 RESULTADOS 
  

5.1. Ensaio enzimático 

 
 Os resultados da avaliação enzimática dos fluidos proteicos extraídos do trato 

digestivo das larvas indicaram a incapacidade de degradação de MCC e uma baixa 

capacidade de degradação de CMC, 1,24 U.mg-1 de proteína do trato digestivo em 

Stenochironomus 1 a 50°C e 1,52 U.mg-1 de proteína do trato digestivo em 

Stenochironomus 2 a 18°C  (Figura 5.1.1.). 
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Figura 5.1.1. Resultados das atividades celulásica e hemicelulásica específicas 

(unidades por mg de proteína) dos fluidos digestivos  intestinais dos dois morfotipos  de 

Stenochironomus. Uma unidade de atividade enzimática (U) foi definido como 1 μM de 

açúcar reduzido liberado por minuto na temperatura especificada e a pH 6,0. Diferentes 

letras indicam diferença significante no teste de Tukey (p<0.05). 
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 Em contra partida, os resultados da avaliação da capacidade de degradação de 

xilana demonstraram atividade catalítica no trato digestivo de ambos os morfotipos 

larvais. Em Stenochironomus 1 a capacidade de degradação foi em média 29 U.mg-1 

proteína do trato digestivo e 336 U.mg-1 proteína do trato digestivo a 18°C e 50°C,  

respectivamente, sendo que em Stenochironomus 2 , a média de 22 e 133 U.mg-1 

proteína do trato digestivo  a 18°C e a 50°C,  respectivamente (Figura 5.1.1.). Apesar 

das médias estatisticamente não apresentarem diferenças significativa a 18°C (p>0.05), 

as médias foram diferentes entre os morfotipos e a 50°C (p<0.05). 

 

5.2. Avaliação bacteriana 

 

 Trinta e um morfotipos de colônias de bactérias foram isoladas nos tratos 

digestivos dos dois tipos de larvas, sendo oito morfotipos em Stenochironomus 1 e vinte 

e três morfotipos em Stenochironomus 2 (Tabela 5.2.1.). Através da visualização dos 

halos em placa, os resultados indicaram que dezenove morfotipos possuem capacidade 

de degradar o substrato e foram subsequentemente submetidas à identificação 

molecular. Nenhuma bactéria capaz de degradar lignina foi observada (Tabela 5.2.2.). 

 

Tabela 5.2.1. Número de morfotipos isolados com capacidade de degradação do 

substrato o qual foi isolado. 

Substrato  CMC  Xilana Celobiose Lignina  Total

Inseto 
N° de 
morf. 

isolados 

N° de morf. 
degradadores  

N° de 
morf. 

isolados 

N° de morf. 
degradadores  

N° de 
morf. 

isolados 

N° de morf. 
degradadores  

N° de 
morf. 

isolados 

N° de morf. 
degradadores  

N° de 
morf. 

isolados 

N° de morf. 
degradadores 

Stenochironomus 1  3  2 
 

3  3  2  2  0  0 
 

8  7 

Stenochironomus 2  4  2 
 

8  4  8  6  3  0 
 

23  12 

Total  7  4 
 

11  7  10  8  3  0 
 

31  19 

           N° ‐ Número; morf.  ‐ morfotipo 
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Tabela 5.2.2. Afiliação taxonômica e a capacidade de degradação das bactérias encontradas no trato digestivo nos dois morfotipos larvais 

de Stenochironomus.  

Inseto N° acesso do 
GenBank Gênero Identificação 

(%) 
 Atividade enzimática 

 
 CMC Xilana Celobiose Lignina 

Chironomidae          

Stenochironomus 1

         

HM484307 Sphingobium 99.00  + + + -  

HM484320 Pseudomonas 98.00  - + + -  

HM484312 Pseudomonas 99.00  - + - -  

HM484313 Pseudomonas 98.00  + + + -  

HM484310 Pseudomonas 99.00  - + - -  

HM484323 Rhodococcus 98.00  + + + -  

HM484324 Pseudomonas 98.00  + + + -  

          

Stenochironomus 2

         

HM484318 Variovorax 98.00  + - + -  

HM484316 Rhodococcus 99.00  + + + -  

HM484315 Bacillus 100.00  - - + -  

HM484319 Acinetobacter 99.00  + - + -  

HM484317 unclassified Betaproteobacteria 98.00  + - + -  

HM484306 Bacillus 99.00  - - + -  

HM484309 Sphingobium 100.00  + + + -  

HM484311 Sphingobium 98.00  + + + -  

HM484308 Bacillus 98.00  + + - -  

HM484322 Variovorax 97.00  + - + -  

HM484325 Rhodococcus 99.00  + + + -  

HM484314 Acinetobacter 99.00  + - - -  

          

+, capacidade de degradação do substrato; -, incapacidade de degradação do substrato  
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 Os resultados indicaram que as larvas de Stenochironomus 1 possuem maior 

densidade de bactérias capazes de degradar xilana (1,75 x 105 UFC g-1) e celobiose 

(5,09 x 10⁴ UFC g-1) e a menor densidade de bactérias capazes de degradar CMC (1,63 

x 10⁴ UFC g-1) em comparação com Stenochironomus 2 com valores em média 1,39 x 

10⁴ UFC g-1 para xilana, 1,60 x 10⁴ UFC g-1 para celobiose e 2,04 x 10⁴ UFC g-1 para 

CMC (Figura 5.2.1.). 
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Figura 5.2.1. Valores das densidades média de bactérias capazes de degradar os 

diferentes substratos nos dois morfotipos de larvas de Stenochironomus analisados. 

 A análise das sequências do gene 16S rRNA dos isolados construída pelo 

método de “neighbor-joining” indicou cinco agrupamentos filogenéticos (Figura 5.2.2.). 

Entre os isolados, sete pertecem a γ-proteobacteria, enquanto Actinobacteria, 

Firmicutes,  α-proteobacteria e β-proteobacteria formaram três isolados cada. 
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Figura 5.2.2.  Árvore filogenética não-enraizada baseada nas sequências do gene 16S 

rRNA-V3 obtidas neste estudo.  Nomes científicos indicam as sequências obtidas do 

GenBank. A árvore foi construída pelo método de “neighbor-joining” e as distâncias 

foram calculadas pelo método de Kimura-2. Os números dos nós internos são os valores 

de bootstrap (%) para 1.000 réplicas.  A escala indica 2% de divergência das 

sequências. 
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As larvas de Stenochironomus 2 possuem maior riqueza de bactérias e os 

maiores valores do Índice Enzimático para todos os substratos que ocorreram 

degradação. Entre as bactérias com maior atividade enzimática, as do gênero 

Sphingobium foram encontradas em ambos morfotipos de larvas. Os resultados 

indicaram que o gênero Variovorax é capaz de degradar CMC e celobiose e o gênero 

Bacillus tem alta capacidade de degradação nos diferentes substratos (Figura 5.2.3). 
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Figura 5.2.3. Resultado das análises da atividade enzimática das bactérias isoladas do trato 

digestivo dos dois morfotipos de Stenochironomus; , refere às bactérias isoladas das 

larvas de Stenochironomus 1; , refere as bactérias isoladas das larvas de Stenochironomus 

2; , refere ao desvio padrão do Índice enzimático;  Valores acima de 1,0 são um 

indicativo de excreção de enzimas  .  
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6 DISCUSSÃO  
 

Nos ambientes de água doce, seja lêntico ou lótico, em região temperada ou 

tropical (SIMONIS et al., 2008), a atividade de degradação de troncos submersos por 

microrganismos é caracterizada pela perda de massa e crescimento restrito a regiões 

superficiais úmidas da madeira (ZARE-MAIVAN & SHEARE, 1988). Este processo é 

realizado por bactérias e fungos, principalmente por organismos da divisão 

Ascomycota, cujo tipo de degradação, denominado “soft rot” (degradação branda),  

ocorre pela ação de exoenzimas na parede celular secundária dos troncos, amaciando as 

camadas exteriores da madeira pela quebra de complexos compostos de carbono, como 

a celulose, e lignina. Esta degradação promove a exposição dos componentes da 

estrutura fibrilar e fornece compostos de carbono simples que podem se desprender ou 

ficarem disponíveis para o consumo de outros organismos, como os invertebrados 

(SAVORY, 1954; SIMONIS et al., 2008). 

Os resultados desta pesquisa indicaram que as larvas de Stenochironomus 

possuem limitada capacidade de degradação de celulose, mas com habilidade para 

degradação de xilana. Estes resultados, juntamente com evidencias ecológicas e 

fisiológicas, possibilitam inferir que a preferência por este tipo de substrato pode estar 

relacionada com o tipo de degradação microbiana e a disponibilização de compostos 

promovida por microrganismos. 

A grande concentração de microrganismos e fungos nas camadas mais externas e 

úmidas dos troncos foi sugerido por MAGOULICK (1998) como provável motivo das 

larvas de Stenochironomus ocorrer em troncos com consistência macia. Apesar da 

discutível digestão e assimilação do carbono de origem microbiana nas larvas de 

quironomídeos (PINDER, 1986) a atividade de fungos e bactérias é importante na 
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ciclagem de carbono nos ecossistemas dulcícolas, visto sua produção de enzimas 

degradativas de materiais lignocelulósicos (SIMONIS et al., 2008). 

A presença de um pH intestinal próximo a neutralidade no trato digestivo das 

larvas de quironomídeos  (FROUZ et al., 2007)  possibilita uma condição favorável ao 

crescimento e a atividade enzimática microbiana, visto que o pH neutro permite o 

crescimento da maioria das bactérias e fungos, inclusive de espécies celulolíticas 

(LANDAUD et al., 1995).  

 Deste modo, o fornecimento direto de compostos de carbono simples presentes 

na madeira, a exposição de compostos fibrilares digeridos pelo inseto tal como a xilana 

e condições fisiológicas do trato digestivo que permitem a multiplicação e a atividade 

enzimática microbiana, são fatores que devem contribuir no fornecimento de compostos 

energéticos para as larvas de Stenochironomus. 

  Apesar de ser comum a capacidade da degradação de celulose por insetos 

minadores terrestres (WATANABE & TOKUDA, 2010), ZVERLOV et al. (2003) 

reportaram que larvas de Rhagium inquisitor (Coleoptera:Cerambycidae), besouro  

conhecido como minador de troncos da Euroásia, são incapazes de degradar celulose; as 

larvas desta espécie possuem no trato digestivo uma diversidade enzimática capaz de 

degradar outros polissacarídeos e oligossacarídeos, onde discute-se a possibilidade de 

ser esta sua fonte de carboidratos. Apesar de avaliarmos o uso de celulose e xilana, a 

hipótese da utilização de outros carboidratos também deve ser considerada para as 

larvas de Stenochironomus. 

Existem diversos trabalhos que discutem a capacidade de hidrolise de celulose e 

hemicelulose em insetos minadores (e.g. MARTIN et al., 1981; OPPERT et al., 2010), 

contudo as diferentes metodologias utilizadas dificultam a comparação dos resultados 

com os dados desta dissertação. Outro fato que impede a comparação com os resultados 
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de outros trabalhos é o valor da temperatura estabelecido nas análises para a 

determinação da atividade enzimática, sendo geralmente maior a degradação quando as 

temperaturas são superiores aquelas onde vivem os insetos, como demonstrado nesta 

dissertação (Figura 5.1.1.) (MARTIN et al., 1981; SAMI et al., 2010). Em comparação 

com o trabalho de SHI et al. (2010), cuja metodologia para a quantificação dos açucares 

redutores foi semelhante ao utilizada neste trabalho, os valores encontrados para larvas 

de Stenochironomus foram inferiores em relação àqueles observados em larvas de 

besouros terrestres (284 μM.mg-1.min-1 para carboximetil celulose e 4.800 μM.mg-

1.min-1 para xilana; pH 7,0 a 50°C), porém próximos aos encontrados em larvas 

fitófagas de bicho-de-seda (74 μM.mg-1.min-1 para carboximetil celulose e 600 μM.mg-

1.min-1 para xilana; pH 7,0 a 50°C). 

A quantificação bacteriana, apesar de não ter sido realizada individualmente 

como em outros trabalhos que visam caracterizar possíveis espécies resilientes no trato 

digestivo (DELALIBERA-JR et al., 2005; DELALIBERA-JR et al., 2007), permitiu a 

comparação dos valores registrados em outros insetos. Em relação aos valores 

encontrados em larvas de baratas (CRUDEN & MARKOVETZ, 1979) e de cupins 

(WENZEL et al., 2002) estes apresentaram de cem a mil vezes inferiores a quantidade 

estipulada para estes insetos; contudo o resultado deste trabalho apresentou ser 

próximos aos encontrados em larvas de besouros.  GEIB et al., (2009; 2010), por 

exemplo, avaliando a comunidade bacteriana cultura-dependente de Anoplophora 

glabripennis, inseto que se acreditam ter a colaboração de exoenzimas microbiana , 

observaram-se em média 2,6 104 UFC.g-1 no intestino desse inseto em meio seletivo de 

carboximetil celulose, quantidade próxima a encontradas neste estudo para larvas de 

Stenochironomus. 
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Os resultados das análises das espécies bacterianas isoladas do trato digestivo 

das larvas de Stenochironomus foram semelhantes aos encontrados para outros insetos 

capazes de degradar constituintes de madeira. Os cinco agrupamentos filogenéticos 

obtidos neste estudo também foi observado no trato digestivo de outros insetos 

xilófagos e fitófago (BRODERICK et al., 2003; VASANTHAKUMAR et al., 2006; 

PARK et al., 2007).  Como exemplo. a maior proporção de isolados cultiváveis de γ-

Proteobacteria, também foi observado em diferentes espécies de besouros (PARK et al., 

2007) e em largartas de mariposa-cigana (BRODERICK et al., 2003). Ao nível 

genérico, Bacillus e Pseudomonas são reconhecidas por suas consideráveis habilidades 

em degradar biopolímeros (GILBERT & HAZLEWOOD, 1993) e são comuns no trato 

digestivo de diversos insetos saproxílicos como tipulídeos, cupins e besouros 

cerambicídeos (MOORE, 1972; WENZEL et al., 2002; COOK et al., 2007; PARK et 

al., 2007).  

Além dessas bactérias, neste estudo evidenciou-se a presença da bactéria 

Sphingobium em ambos os tipos de larvas analisadas. A alta versatilidade no 

catabolismo de compostos (KIM et al., 1997) inclusive de  celulose (DELALIBERA-JR 

et al., 2005), e a presença no trato digestivo de larvas de Saperda vestita 

(Coleoptera:Cerambycidae) observadas em períodos e procedências distintas, embasou 

a hipótese de DELALIBERA-JR et al.(2005) de uma possível colaboração dessa 

bactéria na degradação de madeira ingerida pelo besouro acima citado. 

Durante o desenvolvimento desta dissertação diversas tentativas de depuração e 

de criação isolada das larvas de Stenochironomus foram realizadas, utilizando-se  

metodologias descritas para outras espécies da família Chironomidae (RISTOLA, 1995; 

MOORE et al., 2003), contudo não se obteve êxito. Este fato limitou a possibilidade de 
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gerar maiores informações sobre a capacidade enzimática endógena, da resiliência de 

microrganismos e da importância bacteriana no trato digestivo das larvas estudadas.  

Ressalta-se que este trabalho é o primeiro registro de bactérias e enzimas 

hidrolíticas de compostos lignocelulósicos no trato digestivo de quironomídeos 

minadores. 
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7 CONCLUSÕES 
 
 

Neste estudo observou-se uma baixa capacidade de degradação de celulose 

frente à de xilana no trato digestivo de larvas de Stenochironomus. Acredita-se que a 

degradação da madeira realizada por microrganismos auxiliem na utilização desse 

recurso, seja fornecendo compostos de carbono degradados ou expondo as fibras à 

degradação.  

Foi possível também detectar bactérias degradadoras de compostos celulósicos 

no trato intestinal de larvas de Stenochironomus. Os gêneros e a quantidade média das 

bactérias foram semelhantes aos outros insetos que se beneficiam da produção de 

exoenzimas. Tais indícios evidenciam a existência de contribuição microbiana na 

digestão de madeira também dentro do trato digestivo. 

 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 



41 
 

8 SUGESTÕES PARA FUTUROS TRABALHOS 
 

A partir dos resultados deste trabalho diversas questões quanto à importância dos 

troncos submersos, a função e a interação de microrganismos com as larvas de 

Stenochironomus devem ser investigados, tais como 

(1) a eficiência de assimilação de açúcares oriundo dos materiais 

 lignocelulósicos; 

(2) a representatividade das enzimas fúngicas e bacterianas na capacidade 

 digestiva da madeira presente no trato digestivo do inseto; 

(3) a resiliência de fungos e bactérias no trato digestivo em diferentes estádios e 

 diferentes estágios; 

(4) as diferenças da comunidade microbiana entre indivíduos e entre populações.  

(5) avaliação da microbiota não cultivável e microrganismos anaeróbios. 
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APÊNDICE 1 
 

Tampão Sodio-Citrato (0,05M pH 6,0) 

Tampão: 11.5 ml de A – 88.5 ml de B 

Avaliar pH no pHmetro.  

 

 Solução A -  Solução de Ácido cítrico 0,05M 

Dissolver 1,05g de ácido cítrico em 100 ml de água destilada 

 Solução B -  Solução de citrato de sódio 0,05M 

Dissolver 1,47g de citrato de sódio em 100 ml de água destilada  

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

APÊNDICE 2 
 

 Reagente DNS ( Miller, 1959 modificado*) 

 

 Dissolver em um béquer 600 ml de água destilada: 

10g de Hidróxido de sódio (NaOH) [CUIDADO!!! ALTAMENTE 

EXOTÉRMICO, ADICIONE LENTAMENTE] 

 192g de Potássio e sódio tartarato (Sal Rochelle) 

 10g de ácido dinitrosalicilico (Adicionar lentamente, agitando) 

Obs 1: Demora cerca de 3 horas para dissolver o DNS em agitador 

magnético;  

 Favor cobrir o béquer no agitador;  

Obs 2: Estocar o produto em temperatura ambiente e em local escuro 

 

*- Modificado, pois não se adiciona Fenol nem Bissulfito de sódio, 

componentes cancinogênicos.  

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

APÊNDICE 3 
 

Protocolo de isolamento das bactérias do trato digestivo de Stenochironomus sp 

 

Dissecação 

 

1. Retirar o inseto inteiro e não danificado do seu local de origem; 

2. Manter o inseto em um tubo “safe-lock” com água e em temperatura 

entre 0 a 4°C em banho Maria de gelo; 

3. Em uma capela de fluxo laminar, com todos os instrumentos 

autoclavados ou deixados ao rubro através de flambador, coloque o 

inseto, individualmente por 1 minuto em álcool 70°GL; 

4. Retire o inseto e lave-o abundantemente com água destilada estéril ou 

PBS estéril; 

5. Em uma lupa, coloque o inseto imerso em PBS estéril em placa de petri, 

retire a cabeça e realize a dissecação da larva; 

6. Retire o trato digestivo e coloque em tubo “safe-lock” autoclavados 

juntamente com 0,1 ml de PBS estéril; Neste momento deve-se ser 

realizada a pesagem do trato digestivo. Mantenha os  refrigerados; 

7. A parte da cabeça e o exoesqueleto deve ser mantido em álcool 70°GL 

para a posterior confirmação do gênero. 

 

 


