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Resumo

A cana-de-agUcar é uma das mais importantes culturas no Brasil. No entanto,
muitas pragas atacam esta cultura causando prejuizos econdmicos. O gorgulho da cana-de-
acucar, Sphenophorus levis, € uma importante praga na cultura canavieira no Estado de Séo
Paulo. Para completar o seu ciclo de vida, S. levis parece depender de microorganismos que
habitam o seu trato intestinal e desempenham um importante fungdo na fisiologia e nutri¢céo
do inseto. Neste estudo, nés realizamos a caracterizagdo da microbiota intestinal de populagéo
de larvas de inseto campo e de laboratério. As andlises das sequéncias de 16S rDNA
revelaram um total de catorze géneros, um grupo da categoria Candidatus e dois grupos nao-
cultivaveis representados pelos filos Alfa-Proteobacteria, Beta-Proteobacteria, Gamma-
Proteobacteria, Firmicutes e Bacteroidetes tanto em larvas do campo quanto nas do
laboratorio. Os microrganismos isolados através dos métodos dependentes de cultura foram
agrupados de acordo com parametros morfoldgicos e através do marcador moléculas 16S
rDNA. Além das bactérias também foram isolados quatro fungos filamentosos. Observou-se
uma diversidade bacteriana levemente superior no campo do gue no laboratdrio de acordo
com o indice de Shannon (Campo H '= 3,36; Laboratério H' = 3,26). E também nosso objetivo
neste trabalho encontrar microorganismos capazes de degradar celulose, um importante
evento no atague do inseto. Dos microorganismos cultivaveis, cinco géneros de bactérias e
dois fungos filamentosos apresentaram atividade celulolitica. Este é o primeiro estudo sobre a
microbiota do S. levis que pode contribuir para a compreensdo da interagcdo planta-patdgeno e
também ser Util para o futuro desenvolvimento de novas estratégias de controle de S. levis no

cultivo da cana-de-agUcar.

Palavras-chave: Pragas da cana-de-agUcar, Sphenophorus levis, 16S rDNA, microbiota

intestinal, degradac@o de celulose, atividade celulolitica
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Abstract

The sugarcane weevil, Sohenophorus levis, is an important pest in sugarcane culture
in S&o Paulo state, Brazil. To complete its life cycle, S. levis may depends on microorganisms
that inhabit itsintestinal tract and play an important key in the insect physiology and nutrition.
In this study we report the characterization of the intestinal microbiota from population of
insect larvae from field and laboratory. Analysis of 16S rDNA sequences revealed a total of
fourteen genera, one group from Candidatus category and two uncultivable groups
represented by Alfa-Proteobacteria, Beta-Proteobacteria, Gamma-Proteobacteria, Firmicutes
and Bacteroidetes phylum. Microorganisms isolated through culture-dependent methods were
classified according morphological parameters and using 16S rDNA molecular marker. In
addition to bacteria, four filamentous fungi were isolated. It was observed a dlightly higher
bacterial diversity in field than in laboratory according to Shannon index (Field H'= 3,36;
Laboratory H'= 3,26). It is also our objective in this work to search for microorganisms
capable to degrade cellulose, an important event in the insect attack. From the cultivable
microorganisms, five genera of bacteria and two filamentous fungi presented cellulolytic
activity. Thisis the first study about S. levis microbiota which may contribute to understand
the interaction plant-pathogen and also be useful for future development of new strategies for

control of S. levisin sugarcane cultivation.

Keywords: Sugarcane pests, Sphenophorus levis, 16S rRNA, intestinal microbiota, cellulose

degradation, cellulase activity.
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1. Introducéo

Os besouros da familia Curculionidae sdo conhecidos como gorgulhos ou
bicudos, representando a familia com a maior diversidade de espécies entre 0s seres Vvivos
totalizando cerca de 60.000 espécies descritas no mundo (MARVALDI & LANTERI, 2005).
A grande maioria das espécies € pegquena (0,5 a 50 mm) e vivem exclusivamente associadas a
plantas (ANDERSON, 1993), por isso, sdo importantes na polinizagdo (FRANZ &
VALENTE, 2005; HENDERSON et al., 2000), como pragas (ANDERSON, 2002) e no
controle biolégico de ervas invasoras (ANDERSON, 1993).

O intestino dos besouros e dos insetos em geral é um reservatério para uma
imensa variedade de microrganismos;, muitos ainda ndo conhecidos e ndo caracterizados,
principalmente devido a dificuldade de cultivo desses microrganismos em laboratério. Porém,
com 0s avangos da biologia molecular tornou-se mais fécil estudar esses microrganismos e
acessar essa diversidade, principal mente daquel es microrganismos ndo-cultivavels.

A microbiota intestinal pode desempenhar papéis importantes em varios
processos do ciclo de vida de seus hospedeiros. Assim, caracteriza-la é importante para
entender a biologia dos insetos.

O bicudo da cana-de-agUcar, Sphenophorus levis, € um Curculionidae causador
de grandes perdas econdmicas no Brasil. Por estarazdo, é importante caracterizar a populagdo
microbiana no intestino de suas larvas, para entender melhor a interagdo entre esses
microrganismos e seu hospedeiro, 0 que pode contribuir para o desenvolvimento de
estratégias para controlar esta praga no campo. Por outro lado, se agum composto for
descoberto para controlar esta praga é necessario gue 0s testes sgam realizados tanto nas
larvas do laboratério quanto das larvas do campo, visto que o resultado dos testes somente em

larvas do laboratorio (mais faceis de serem conseguidas) pode fornecer informactes
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equivocadas e ndo compativeis com as esperadas no campo. Por esta razdo, torna-se de grande
valia comparar os endosimbiontes tanto nas larvas do laboratério quanto nas do campo.

Neste trabalho foram comparados a microbiota intestinal de larvas de S. levis
do campo e do laboratério através do marcador molecular 16S rDNA. A microbiota intestinal
dessas duas populagdes foi também cultivada através dos métodos tradicionais de isolamento.
As cepas que tiveram capacidade de crescer nos meios YPD pH 5,0 e TSA pH 7,0 foram
submetidas a diferentes testes como: resisténcia a antibi6ticos, capacidade de crescer em meio
utilizado na dieta artificial das larvas em laboratério e capacidade de degradar celulose. Além
disso, foram isolados microrganimos capazes de degradar celulose, os quais foram

identificados pelo marcador molecular 16S rDNA.



2. Revisdo Bibliogréfica

2.1. A cana-de-acucar

A cana-de-aglcar (Saccharum spp.) € uma planta da familia das Gramineas
(Poaceae) origind&ria da Asia Meridional e bastante cultivada em paises tropicais e
subtropicais, sendo os maiores produtores o Brasil, india, Cuba, México, China, Filipinas,
Austrdlia, Africa do Sul, Estados Unidos da América, Replblica Dominicana e Formosa
(ROS, 2004). Desde a época da colonizagdo, a cana-de-aglicar € um dos principais produtos
agricolas do Brasil. Ela foi trazida ao pais ainda na primeira metade do século XVI pelos
colonizadores, quando se iniciou o ciclo do agUcar. Desde entdo, a lavoura contribuiu para o
surgimento dos primeiros engenhos que proporciounou um aumento significativo na producéo
de cana-de-aglcar com 0 passar dos anos. Com o surgimento dos engenhos centrai's, iniciou-
se uma nova etapa ha indlstria agucareira brasileira, dando origem as primeiras usinas de

acucar (ROS, 2004).
Em 1975, o Governo Federal do Brasil criou o Programa Nacional do Alcool,
Pr6-Alcool, na tentativa de diminuir o uso de derivados do petrdleo (combustiveis fosseis),
visando a reducdo da importagdo deste e substituindo-o pelo etanol, dcool etilico combustivel
derivado de cana-de-agUcar (Decreto n° 76.593 de 14 de novembro de 1975). A partir dai, a
&rea de cultivo de cana-de-agUcar expandiu consideravelmente, principalmente na regido
Centro-Sul, e se iniciaram 0s primeiros investimentos para a producdo de acool nas unidades
acucareiras e dedtilarias autbnomas. Além disso, foram concedidos 0s primeiros
financiamentos para o desenvolvimento de motores apropriados para a utilizagdo desta nova
tecnologia &s inddtrias automobilisticas (CENTRO NACIONAL DE REFERENCIA EM

BIOMASSA).



Devido ao atual cen&io mundial, tanto econdmico quanto ambiental, varios
paises estdo em busca de novas tecnologias para producéo eficiente de energia através de
fontes renovaveis que apresentem um preco mais competitivo com relagdo ao petroleo e, além
disso, cause menores impactos ao meio ambiente. Atualmente, o Brasil apresenta uma grande
vantagem com relac8o aos outros paises ja que domina a tecnologia de producdo de etanol
combustivel a partir de cana-de-agUcar, sendo o primeiro no ranking mundial, e, além disso, €
0 maior consumidor de dcool combustivel no mundo sendo pioneiro no uso deste em larga

escala

2.2. A importancia econdmica da cana-de-agucar

A cana-de-agUcar est entre as mais importantes espécies cultivadas no Brasil,
sendo a principal fonte para a produgdo de sacarose e de subprodutos os quais podem ser
obtidos tanto do caldo quanto do bagaco. Ela € a principal matéria prima utilizada para a
producdo de etanol, aclcar, melaco e energia elétrica, a partir da queima do bagaco
(MATSUOKA et al., 1999).

Na safra de 2007 foram plantados 6,7 milhdes de hectares de cana-de-aglcar
em todo territdrio nacional. Na safra de 2008, esse nimero subiu para 7 milhdes de hectares.
A produtividade média da cana-de-agUcar no Brasil, de 47,78 toneladas por hectare em 1975,
passou para 79,29 tonel adas por hectare em 2005 (BOLETIM ELETRONICO DEDICADO A
INOVACAO TECNOLOGICA, 2005). O Estado de Sdo Paulo, responsavel por 58,8 % da
producéo brasileira de cana-de-agUcar, apresentou um aumento de 6,5 % na érea cultivada e
de 5,6 % na colheitano ano de 2006. Além disso, sua produtividade média que ha 30 anos era
de 61,50 toneladas por hectare, no ano de 2008 foi de 89 toneladas por hectare, bem acima da
média nacional que foi de 82 toneladas por hectare (COMPANHIA NACIONAL DE

ABASTECIMENTO, 2008).



Segundo o terceiro levantamento estimativo sobre a safra agricola de cana-de-
acucar de 2008 realizado pela Companhia Nacional de Abastecimento, a previsdo da produgéo
naciona de cana-de-agUcar que sera processada nesta safra de 2008 € de 571,4 milhdes de
toneladas, 13,9 % a mais que a do ano passado. A producdo total de aglcar esta estimada em
32,1 milhdes de tonel ada representanto um aumento de 2,6 % com relagdo a safra passada. As
previsdes referentes ao volume de producéo de etanol estdo em torno de 26,6 bilhdes de litros
para a safra de 2008, com um aumento expressivo na producdo naciona de 15,7 %
(COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO, 2008). De acordo com o terceiro
levantamento estimativo sobre a safra agricola de cana-de-agUcar de 2008 redlizado pela
Companhia Nacional de Abastecimento, o Estado de S&o Paulo sera responsavel por 59,6 %
da producdo total de cana-de-aglicar no Brasil. Desse total, 42,3 % sera destinado a produgéo
de acucar e 57,7 % a producdo de etanol.

Os numeros observados demonstram a tendéncia ao aumento na producéo de
etanol, muito acima do que observado para o aglcar, o que esta de acordo com o mercado;
visto que o consumo de aglcar tende a um padréo estavel enquanto que o do &cool etilico
ocupa espacos crescentes como um combustivel oriundo de fonte limpa e renovével. Além
disso, esse combustivel vem se tornando de padrdo universal, sendo utilizado tanto no
mercado brasileiro quanto internacional.

O Brasil é 0 segundo maior produtor mundial de etanol, e em 2006 foi
responsavel por 42 % dessa producdo, perdendo apenas para os Estados Unidos, que produz
etanol a partir de milho, responsavel por 46 % da producdo mundia (WORLD
DEVELOPMENT REPORT, 2008). Atualmente o Brasil exporta pouco etanol devido ao
elevado consumo pelo mercado interno. Em 2008, o Brasil consolidou sua lideranca na
producéo de etanol e bateu recorde de exportacdo do combustivel num total de 6,16 bilhdes de

litros de etanol contra 55 bilhdes de litros em 2007 (BOLETIM MENSAL DOS
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COMBUSTIVEIS RENOVAVEIS, 2008). Estados Unidos, Jap&o e alguns paises da Uni&o
Européia, estéo interessados em substituir parte do petréleo utilizado, pelo etanol brasileiro.
Além disso, alguns desses paises ja estdo aprovando leis onde sera obrigatéria a inclusio de
uma determinada quantidade de etanol na gasolina consumida no pais. Desta forma, séo
grandes as perspectivas do aumento do consumo de etanol para 0s proximos anos.

A cana-de-aglcar € a base para todo esse agronegdcio, representado por 367
unidades produtoras de aglcar e dcool, sendo que 172 destas estdo no Estado de S&o Paulo
(DEPARTAMENTO DA CANA-DE-ACUCAR E AGROENERGIA DO MINISTERIO DA
AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO, 2007), e gerador de mais de
1.000.000 de empregos diretos e indiretos (CENTRO NACIONAL DE REFERENCIA EM
BIOMASSA). Em 2004, gerou uma renda de US$ 7,7 bilhGes, perdendo apenas para os
produtos de origem animal (INSTITUTO DE EXPANSAO AGRICOLA, 2005).

Para 0 ano de 2010 projeta-se uma ampliacdo da lavoura canavieira
aumentando a producdo para aproximadamente 30 bilhdes de litros de etanol/ano. Essa
previsdo é feita com base no aumento do consumo dos produtos derivados da cultura da cana-
de-aglcar no mercado interno, tanto o aglcar quanto o etanol, e das exportacfes destes
produtos para o mercado internacional (INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E
ESTATISTICA, 2007; TERMO DE REFERENCIA DO WORKSHOP DE
MELHORAMENTO GENETICO E BIOTECNOLOGIA, 2007).

Para atender essa demanda, € necess&rio 0 aumento da producdo de cana-de-
acucar. 1sso poderd ser atingido com a ampliacdo de &rea plantada de cana-de-acucar. Além
disso, podem ser obtidas, através de melhoramento, variedades mais produtivas, mais
resistentes a pragas e/ou doencas ou também mais tolerantes a ambientes desfavoraveis. Por
outro lado, € necessario encontrar métodos eficazes e de custo acessivel para combate as

pragas dessa lavoura.



2.3. Sphenophorus levis. uma praga da cana-de-agUcar
A cana-de-aglcar € atacada por cerca de 80 pragas, e entre elas esta o
Fohenophorus levis (GALLO et al., 1978). O Shenophorus levis - VAURIE, 1978 -
(Coleoptera: Curculionidae), popularmente conhecido por gorgulho ou bicudo da cana-de-
acucar, é encontrado no norte da Argentina, Paraguai e Brasil. Atualmente é uma das
principais pragas que vem atacando as plantagdes de cana-de-aglcar no Estado de S&o Paulo

(GALLO et al., 2002) (Figural).

Figura 1: Sphenophorus levis, o gorgulho da cana-de-aglcar, em seu estagio larval (A) e inseto adulto (B), um
dos principais causadores de dano na cultura da cana-de-agicar no Estado de S8o Paulo. (Figura extraida de
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Essa espécie foi coletada pela primeiravez no Brasil atacando bromelidceas e a
sua ocorréncia em cana-de-agUcar foi relatada em 1977 (DEGASPARI et al., 1987). Em 1989
0 inseto era detectado em 14 municipios ao redor de Piracicaba (PRECETTI & ARRIGONI,
1990). Segundo dados do Centro de Tecnologia Canavieira (CTC), atuamente, o S levis
encontra-se distribuido em uma regido mais ampla atingindo os Estados de S&o Paulo e Minas
Gerais, totalizando 53 municipios; sendo que no ano de 2006, 23 novos Municipios entraram
para esta lista; mostrando que o inseto esta presente em praticamente todas as principais
regiGes de cultivo de cana-de-aglicar (WORKSHOP TECNOLOGICO SOBRE “PRAGAS
DA CANA-DE-ACUCAR”, 2007). Estima-se que a &rea total atingida pelo bicudo no Estado

de S&o Paulo sgja de 200 mil hectares (ERENO, 2007). Embora inicialmente ele tivesse sido
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considerado uma praga secundéria, atualmente € a espécie de Curculionidae mais importante
na cultura da cana-de-agUcar devido aos grandes danos que ele causa aos canaviais, gerando
perdas significativas (WORKSHOP TECNOLOGICO SOBRE “PRAGAS DA CANA-DE-
ACUCAR, CONTROLE BIOLOGICO E CONTROLE QUIMICO DE PRAGAS EM CANA-
DE-ACUCAR, 2007).

O S levis adulto tem habitos noturnos, possui 0 comprimento ao redor de 8 a
14 mm, apresenta pouca agilidade e simula-se de morto quando atacado (VAURIE, 1978). As
fémeas, apds o0 acasalamento, perfuram os tecidos sadios do rizoma com as mandibulas,
localizadas no apice do rostro, inserindo seus ovos na base da brotagcdo. De sete a doze dias
apos, as larvas eclodem (ALMEIDA, 2005). O periodo larval médio é de 50 dias (PRECETTI
& TERAN, 1983). A larva recém eclodida apresenta coloracdo branco-leitosa e com o
desenvolvimento adquire colorag@o amarelada. A cabeca é de cor castanho-avermelhada e as
mandibulas sdo bem desenvolvidas. Além disso, a larva apresenta habitos subterraneos
(DEGASPARI et al. 1987). Por ter sido primeiramente descrita atacando bromeliéceas,
sugere-se que a larva desse inseto sgja polifoga, porém, atualmente, acredita-se que ela
apresente habito alimentar especializado, pelo menos no Brasil, atacando preferencialmente
plantacdes da cana-de-aglcar (Luiz Carlos de Almeida do Centro de Tecnologia Canavieira—
Comunicagdo pessoal). Geramente as larvas e adultos de uma mesma espécie apresentam
habitos alimentares bastante diferentes, sendo que as larvas apresentam hébitos alimentares
mais restritos que os adultos (VANIN, 1999).

O inseto adulto apresenta uma capacidade de vOo restrita, 0 que caracteriza sua
baixa capacidade de dispersdo (DEGASPARI et al., 1987). Sugere-se entdo gue a disperséo
do besouro Sphenophorus levis é dada através do transporte sem os devidos cuidados de
mudas infectadas através da maha rodoviaria, 0 que causa a disseminagdo descontrolada

deste inseto para as regides sucroacooleiras (DINARDO-MIRANDA, 2005; LEITE et al.,
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2005). Além disso, o produtor deve ficar aerta para o plantio de mudas oriundas de areas
infectadas (Centro de Tecnologia Canavieira, 2009).

As perdas geradas pelo S. levis causam enormes prejuizos econdmicos devido a
importancia que essa cultura canavieira representa para o Brasil. Ele € capaz de destruir até 30
toneladas de cana-de-agUcar por hectare, chegando a colocar em risco até 40 % da
produtividade. Além disso, pode ocorrer morte em 50 a 60 % dos perfilhos entre 5 e 7 meses
(PRECETTI & ARRIGONI, 1990).

As larvas desse inseto s80 as responsaveis pelos danos a planta (Figura 2),
principalmente na época seca do ano, abrindo galerias circulares e longitudinais nos rizomas
abaixo do solo, local onde a larva se alimenta e abriga, atacando também os colmos da cana-
de-aclcar destruindo-os e lesando os tecidos da planta (ALMEIDA, 2005). Verifica-se no
solo a presenca de serragem fina, caracteristico do ataque da praga. Os sintomas mais
freqlentes sGo o amarelamento e seca de folhas e perfilhos jovens, causando diminui¢cdo do
niimero, tamanho e didmetro dos colmos para a colheita (WORKSHOP TECNOLOGICO
SOBRE “PRAGAS DA CANA-DE-ACUCAR”, 2007). Também pode ocorrer morte da
planta e falhas na brotacdo das soqueiras. Consegiientemente, ocorre uma reducdo da
produtividade com a reducdo da qualidade da matéria prima e da longevidade do canavial

(ALMEIDA, 2005).



Figura 2: Danos causados pelas larvas de S. levis nos colmos e rizomas da cana-de-aglcar geram perdas em
torno de até 30 toneladas por hectare a0 ano (Fonte Revista Cultivar - Margo 2005.
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Segundo Newton Macedo, diretor do Aradjo & Macedo - Consultoria e
Controle de Pragas, o aumento dessa praga pode estar relacionado com o aumento do corte
mecanizado da cana-de-aclcar no campo, ja que a palha que fica no local mantém a umidade
do solo tornando este um ambiente favoravel para a proliferaco desse inseto. A destruicéo
das sogueiras é uma pratica satisfatéria, porém somente no primeiro corte ja que
posteriormente as larvas conseguem manter-se no solo alimentando-se da matéria organica
disponivel no campo (Apud in ALMEIDA, 2005).

O Centro de Tecnologia Canavieira (CTC) vem realizando |evantamentos
sobre 0 monitoramento de pragas recorrentes em canaviais levando em conta a presenca e a
auséncia de palha no solo provinda da colheita anterior. Esse monitoramento considera o

Mangjo Integrado de Pragas (MIP) que inclui um plano de medidas voltadas para a
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diminuicdo do uso de agrotoxicos no campo a fim de aperfeicoar a utilizagdo desses produtos
nos cultivares como por exemplo o controle biol6gico, arotaco de cultura e o0 monitoramento
das pragas. O monitoramento € feito com a finalidade de estimar as populagdes de pragas
determinando assim qual o melhor método de controle que se deve utilizar para uma
determinada situacdo, além de quando e onde essas medidas seréo aplicadas, sempre levando
em conta a eficiéncia das mesmas. Esse método deve ser preferencialmente pratico, de alta

precisdo e de baixo custo.

2.4. Controledo S. levis

Poucos estudos estdo sendo realizados para controlar a proliferacéo e a
incidéncia do Sohenophorus levis nos canaviais. Para o controle da forma adulta do besouro S
levis os métodos mais utilizados sGo microbianos, quimicos e armadilhas (iscas téxicas)
(LEITE, MACHADO & BATISTA FILHO, 2005; WORKSHOP TECNOL OGICO SOBRE
“PRAGAS DA CANA-DE-ACUCAR”, 2007). A ocorréncia da formas imaturas (ovos, larvas
e pupas) no interior das touceiras dificulta a acdo de produtos toxicos, como inseticidas
guimicos convencionais, para o combate desse inseto ja que o contato com o inseticida se
torna dificil (CERDA et al., 1999). Além disso, 0 uso de inseticidas quimicos eleva muito o
custo da cultura, sendo economicamente inviavel, adém de contribuir para uma série de
impactos negativos ao meio ambiente como a contaminagdo de solo, &gua e seres vivos.

No aspecto ecologico e agricola, a utilizagdo de microrganismos,
principalmente fungos, no controle bioldgico de insetos-praga refor¢a a importancia das
relagdes entre microrganismos e insetos na natureza (BOTELHO et al., 2002). Atualmente
s80 buscados métodos alternativos que sgjam ambientalmente corretos e economicamente

vidveis, como por exemplo, a utilizagdo de fungos entomopatogénicos como o Metarhizium
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anisopliae e Beauveria bassian, e agumas espécies de nematdides entomopatogénicos
(BADILLA & ALVES, 1989) que atuam no controle biol dgico dessa.

De acordo com testes realizados no Laboratério de Controle Bioldgico no
Centro Experimental do Instituto Biolégico de Campinas, os nematdides do género
Seinernema sdo os mais indicados para o controle do bicudo da cana-de-agUcar. Esses
nematoides tém receptores quimicos na regido cefdlica que permitem a localizagdo do bicudo
pela deteccao de produtos de excregdo liberados no ambiente e pela percepcao de variacbes de
temperatura e de niveis de gas carbbnico, um comportamento natural de busca aos
hospedeiros. Ao encontrar o bicudo os vermes penetram pelas aberturas naturais do inseto e
liberam uma bactéria que carregam no intestino, responsavel por provocar septicemia e a
morte do inseto em 48 horas (ERENO, 2007).

Como na cultura da cana-de-aglcar a renovagdo da planta ndo acorre
anualmente, isso acaba favorecendo o estabelecimento e proliferacéo de diversas pragas no
canavial o que se torna um grande problema. Sugere-se que seja feita uma prévia eliminagdo
de soqueiras mediante aragdo logo apds o corte da cana-de-aglcar a fim de diminuir a
proliferacdo de insetos (PRECETTI & ARRIGONI, 1990). E também necessario que ocorra
um manejo fitossanitario mais rigoroso e eficaz sob os cultivares de cana-de-agucar a fim de
se obter um maior controle sob as infestagOes causadas por pragas na lavoura visando reduzir
as perdas e aumentar a sustentabilidade ao sistema de producéo.

Devido as dificuldades e a falta de métodos de controle eficazes contra o S
levis é importante a realizac8o de estudos que visem entender o comportamento desse inseto
em suas diferentes fases do ciclo de vida, ja que muito pouco se sabe sobre esse Coleoptera.
Além disso, é interessante estudar a microbiota intestinal desse inseto e tentar compreender
como esta se relaciona com 0 seu hospedeiro. Essas informacfes contribuirdo para estudos

gue visem alternativas eficazes para combater essa praga.
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2.5. Diversidade da microbiota intestinal de insetos

A interagdo de microrganismos que habitam o trato intestinal de insetos com
seus hospedeiros é conhecida desde 1929 (WIGGLESWORTH, 1929). Insetos que sdo
submetidos a dietas pobres em nutrientes, como madeira e himus, necessitam de bactérias
simbiontes para auxiliarem na sintese de aminoacidos e fixagdo de nitrogénio atmosférico
(TERRA, 1990). Dependendo do tipo de dieta que uma espécie de inseto € submetida,
enzimas diferenciadas, ou sgja, aguelas que ndo séo habitual mente produzidas pelo inseto, séo
necessarias para o sucesso do processo digestivo (KAUFMAN & KLUG, 1991; SANTO-
DOMINGO et al., 1998).

Os microrganismos endosimbiontes relacionam-se ecologicamente com seu
hospedeiro de maneiras essenciais, como as mutualisticas, e ndo benéficas como as
patogénicas. Muitos deles apresentam-se como microrganismos obrigatérios da flora
intestina ndo possuindo a capacidade de sobreviver fora do hospedeiro (DILLON &
DILLON, 2004).

Nos insetos em geral, € comum a presenca de uma microbiota no aparelho
digestivo, que pode auxiliar no processo digestivo aém de desempenhar muitas outras
funcOes (DILLON & DILLON, 2004). DOUGLAS, 1998 observou a producgédo de nutrientes
por bactérias do género Buchnera no intestino de formigas operarias de Camponotus spp., €
gue a origem das mesmas seriam os afideos (pulgdes) com os quais €l as se associam. Entre as
formigas cortadeiras, a ocorréncia de simbiontes associados com o0 aparelho digestivo dos
adultos ja foi relatada (CAETANO, 1994), no entanto, nada se sabe sobre suas origens e
funcOes. MORAES et al., 2004 estudaram a presenca de fungos na flora intestinal de vetores
do Trypanossoma cruzi Chagas, 1909, e constataram a presenca de 34 espécies de fungos.

Segundo PHAFF & STARMER,1987, a associagdo de leveduras no intestino de insetos é de
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grande importancia ecoldgica, pois os insetos utilizam produtos derivados do metabolismo
das leveduras, como os carboidratos. Vérias espécies de fungos leveduriformes tém sido
associadas a outras familias de Coledpteros, como Bostrichidae, Cerambycidae, Buprestidae
(PHAFF & STARMER 1987) e Curculionidae (BARRETO et al., 1998). E conhecido,
também, gue coledpteros das familias Scolytidae, Lymexylidae e Platypodidae possuem
associagOes mutualisticas com leveduras (KINUURA, 1995).

A relagéo entre inseto e microrganismos é importante quando consideramos a
capacidade desses microrganismos decomporem e modificarem compostos quimicos
presentes nas plantas ingeridas pelos insetos em sua dieta diminuindo, assim, o efeito téxico
dessas substancias para o hospedeiro (CAMPBELL, 1990; DOUGLAS, 1992; DILLON &
DILLON, 2004; GENTA et al.; 2006; TERRA & FERREIRA, 2005). Os endosimbiontes,
colonizadores do trato intestinal, muitas vezes auxiliam no aspecto nutricional oferecendo
condigdes vitais ao hospedeiro auxiliando na quebra de compostos complexos e aumentando a
absor¢do dos metabdlitos. Também sdo responsaveis por oferecer nitrogénio, fonte de carbono
e energia (BREZNAK, 2000).

A aquisicdo dos primeiros colonizadores intestinais das larvas do S levis
possivelmente se da apOs a eclosdo do ovo por meio da ingestdo da camada externa do
mesmo, que contém microrganismos. Essa camada é secretada quando a fémea oviposita,
caracterizando uma passagem de microbiota de geracéo para geragdo (DILLON & DILLON,
2004). Ela também pode ser adquirida no meio ambiente ou a partir da dieta alimentar. Apds
0 periodo de colonizag&o, outras espécies bacterianas tornam-se menos susceptiveis afazerem
parte da microbiota (DILLON & DILLON, 2004). Com a mudanca das fases do ciclo de vida
dos insetos também se observa uma mudanga na composi¢do da microbiota. Na maioria dos
casos, 0 hospedeiro ndo pode sobreviver sem os endossimbiontes, j& que a eliminacéo destes

poderd acarretar um efeito deletério. Embora a vantagem para o hospedeiro sga
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aparentemente clara, para o endossimbionte nem sempre é (DOUGLAS & SMITH, 1989;
MAYNARD SMITH & SZATHMARY, 1995).

Em 1987, Martin sugeriu que a presenca de celulases no trato intestinal de
cupins derivada da microbiota intestinal aumentava a eficiéncia da digestdo e isso estaria
relacionada com a presenca de fungos e/ou bactérias capazes de degradar celulose. Apesar de
sequéncias que codificam celulases terem sido encontradas no genoma de cupins (TOKUDA
et al., 1999; WATANABE et al., 1998;) sugeriu-se entdo gque as celulases de microrganismos
simbiontes do intestino desses insetos também estariam contribuindo para a degradacdo da
celulose (SLAYTOR, 1992) sendo que, algumas dessas enzimas atuantes seriam exclusivas
de microrganismos e estariam desempenhando papel fundamental na degradacéo de alguns
compostos atuando sinergicamente (TERRA & FERREIRA, 2005; WARNECKE et al.,
2007).

As interacOes simbidticas entre a microbiota intestinal e alguns insetos como
cupins e afideos tém sido bastante estudadas. Microrganismos associados a microbiota de
cupins podem ser essenciais para a sobrevivéncia desse inseto por serem responsaveis pela
secre¢do de enzimas que degradam celulose e lignina fornecendo glicose e acidos graxos que
serdo utilizados como fonte de energia pelo hospedeiro. Além disso, 0s proprios
microrganismos podem atuar como intermediarios na decomposicdo de compostos que
servirdo de fonte de carbono para seus hospedeiros (BREZNAK & BRUNE, 1994). Porém,
ndo h& evidencias sobre a produgdo de celulases por essas bactérias. Sendo assim, é possivel
que tais bactérias tenham outras fungbes no ecossistema intestinal de cupins (BRUNE &
FRIEDRICH, 2000). Devido a limitagbes técnicas, muitos dos microrganismos ainda ndo
detectados podem ser membros de associagOes importantes no trato intestina de cupins

(BRUNE & FRIEDRICH, 2000).
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Além da celulose existem outras moléculas de estrutura complexa que também
sd0 encontradas em plantas como os compostos fendlicos, lignina, flavondides, taninos,
alcal6ides que sdo decompostos no intestino de insetos. Sugere-se que as bactérias que fazem
parte da flora intestina seriam as responsaveis por sua hidrélise (DOUGLAS, 1992). A
ocorréncia desses processos ainda ndo esta muito clara (WARNECKE et al. 2007).

Algumas plantas apresentam compostos secundarios (terpenos, compostos
fendlicos e os alcal 6ides) que podem apresentar propriedades antimicrobianas vindo a causar
variagoes no pH intestinal e a modificar, assim, a composicdo da microbiota. 1sso leva ao
estabel ecimento favorével de espécies microbianas que sejam responsaveis pela detoxificagcdo
desses compostos que muitas vezes atuam como xenobidticos (WALENCIAK et al., 2002). A
modificagdo de compostos toxicos das plantas ingeridas pela microbiota gera compostos
volateis que sdo eliminados nas fezes e que podem influenciar no comportamento do inseto
(CAMPBELL, 1990) atuando como sinalizadores ou indicadores para outros insetos ou para
os da mesma col6nia (OBENG-OFORI et al., 1994).

AlteracOes na comunidade microbiana da flora intestinal desses insetos podem
ocorrer nas diferentes fases larvais, sendo necessario estabelecer qual serd o instar (idade)
escolhido para as andlises. Essa variagdo ndo ocorre somente entre individuos. Ela também
pode ocorrer dependendo do tipo de dieta a qual o inseto € submetido, fase de
desenvolvimento, ciclo de vida, pH intestina. Apesar da maioria das enzimas digestivas
funcionarem bem em pH em torno de 6 e 7, muitas delas podem atuar em pH extremos:
&cidos (por volta de 3) ou acainos (por volta de 10). Porém, a adaptacdo de insetos a
mudancas ambientais é muito mais rapida. 1sso pode ser observado em insetos que sdo
submetidos a diferentes tipos de dietas (KAUFMAN & KLUG, 1991; SANTO-DOMINGO et

al., 1998).
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Muitas vezes as comunidades microbianas intestinais podem ser t&o diversas
gue excedem o numero de células do préprio inseto, como ocorre freglientemente em
mamiferos (SAVAGE, 1977). Devido a complexidade e a diversidade encontrada nos
organismos endosimbiontes, ndo € possivel cultivar a maioria deles através dos métodos
tradicionais (microrganismos ndo-cultivaveis) sendo necess&ria a aplicacdo de técnicas de
biologia molecular para realizac&o de identificacdo filogenética (BRAUMAN et al., 2001).

Os primeiros estudos para identificacdo da microbiota intestinal eram baseados
nos métodos tradicionais de isolamento e cultivo de microrganismos (LY SENKO, 1985),
porém, como é relativamente dificil simular em laboratorio as condi¢cBes nas quais esses
microrganismos estdo adaptados em suas condic¢des vitais, esse processo torna-se inviavel e
ineficaz para 0 estudo de diversidade; visto que, busca-se isolar todos 0s microrganismos
daguele ambiente. Além disso, é bastante |aboroso manter todas essas espécies em laboratério
visto que as condi¢des de cultivo sdo diferentes entre as diversas espécies isoladas.

Nos Ultimos anos deram inicio os estudos associando microrganismos
intestinais com uma variedade de insetos hospedeiros. Entretanto, pouco se conhece sobre a
essa associacdo na familia Curculionidae, onde estéo inseridas vérias pragas de importancia
agricola, responsaveis por grandes perdas na agricultura em todo o mundo. Considerando a
importancia dessa relacéo e a auséncia de infomagdo sobre a microbiotaintestinal de S. levis é
importante caracterizar e tentar entender essa relacdo na busca de novas estratégias para o

controle dessa praga no campo.

2.6. Estudando a microbiota intestinal de S. levis
As técnicas de cultivo tradicional proporcionam a caracterizagdo individua de

microrganismos principalmente relacionados com nutricdo e bioquimica desses organismos.
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Porém, o cultivo limita avaliacBes taxondmicas e filogenéticas quando queremos estimar a
diversidade bacteriana devido as falhas encontradas nos métodos de cultivos tradicionais que
l[imitam o crescimento de microrganismos (PACE, 1997). Estas andlises sdo realizadas
utilizando microrganismos isolados em culturas axénicas as quais sdo mais faceis de trabal har.
A grande dificuldade em trabalhar com culturas puras € conseguir isolar agueles organismos
gue apresentam fundamental importancia no ambiente estudado, visto que, simular as
necessidades nutricionais de todos eles torna-se inviavel.

Métodos tradicionais para o isolamento e crescimento de microrganismos em
condicdes laboratoriais se apresentam muitas vezes ineficientes, porém, eles sdo informativos
em outros aspectos como a biologia e recursos bioquimicos. Dessa forma muitos micrébios da
natureza ainda ndo foram estudados (DOJKA et al., 1998; HUGENHOLTZ et al., 1998;
RONDON et al., 2000). Estima-se que aproximadamente 1 a 10 % dos microrganismos
podem ser isolados pelos métodos tradicionais de cultura em meio liquido ou sblido
(BORNEMAN et al., 1996, KUSKE et al., 1997) sendo que o numero de novos
microrganismos que tém sido isolados, cultivados e caracterizados atual mente é relativamente
pequeno (SEBAT et al., 2003). E importante ressaltar que 99 % das bactérias encontradas na
maioria dos ambientes apresentam-se como microrganismos ndo-cultivaveis (AMANN et al.,
1995; BORNEMAN et al., 1996; KUSKE et al., 1997).

As tecnologias de andlises moleculares tornaram-se um instrumento
fundamental para os estudos de ecologia microbiana. Hoje em dia é possivel estudar amostras
ambientais complexas direto da biomassa total de uma comunidade em particular. A partir dai
muitos trabalhos estdo voltados a andlise de regifes génicas conservadas em microrganismos
de ambientes ainda ndo conhecidos, principamente para estudos filogenéticos e de
diversidade. As primeiras técnicas moleculares foram utilizadas para estudar um Unico gene

de interesse, porém em Vvarios microrganismos ao mesmo tempo. Um exemplo disso é a
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andlise da regido que codifica 0 RNA ribossomal 16S constituinte da subunidade menor do
ribossomo em procariotos (16S rDNA), que é bastante utilizada para estudos taxondmicos e
de identificacdo de espécies bacterianas (CHOI et al., 1996; SCHMALENBERGER et al.,
2001; CLARRIDGE, 2004; MUNSON et al., 2004; PETTI et al., 2005). Esta regido €
bastante conservada entre as bactérias, no entanto, apresenta regides variaveis que permitem
identificar diferentes tipos bacterianos.

Os primeiros trabalhos utilizando a molécula de 16S rDNA foram realizados
por Carl Woese. Segundo WOESE, 1987, a molécula é um excelente marcador molecular,
pois esta presente em todos os procariotos, € relativamente longa (~ 1,5 kb) sendo suficiente
para estudar biodiversidade. Além disso, apresenta algumas regides altamente conservadas e
peguenas regides hipervaridveis através das quais € possivel diferenciar organismos muito
proximos filogeneticamente (ATLAS, 1997). A regido codificante do 16S rRNA é muito
conservada tanto inter-espécies quanto intra-espécies. Nessa sequéncia existem regides que
s80 chamadas de hipervariaveis — em numero de nove (V1 a V9) e que sdo diversificadas
entre os diferentes géneros bacterianos (NEEFS et al., 1990). Atualmente a regido
hipervariavel V3 é bastante utilizada em estudos de diversidade ja que através dela ja €
possivel diferenciar as bactérias da amostra de interesse em género e espécie comparando as
seqiéncias obtidas por seqgiUénciamento com aguelas presentes nos bancos de dados
(LAMBAIS et al., 2006).

Existem diversas técnicas que sdo Utilizadas para analisar diversidade
microbiana. As técnicas baseadas em Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) séo répidas,
relativamente baratas e uma das mais utilizadas. Porém quando aplicadas sob amostras
ambientais podem apresentar problemas que venham a dificultar os estudos. Essas
dificuldades estdo basicamente relacionadas com o método de extracdo de DNA utilizado

(KENT & TRIPLET, 2002) e a pouca quantidade de certos microrganismos encontrados em
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amostras de certos ambientes (omissdo de alguns e prevaléncia de outros microrganismos na
origem amostral). Além disso, muitas amostras podem estar contaminadas por compostos
secundérios, particulamente fendlicos (encontrado em plantas), &cidos huimicos e fulvicos
(presentes em amostras de solo e/ou &gua), que inibem a agdo da enzima Taq DNA
polimerase impedindo a amplificacéo de DNA (HUMMEL & HERRMANN, 1994).

Em estudos de filogenia e diversidade bacteriana a regido 16S rDNA tem sido
bastante utilizada. Esta regido € amplificada utilizando iniciadores universais, posteriormente
o material amplificado é clonado em vetores plasmidiais possibilitando, assim, a construgéo
de bibliotecas de DNA 16S. Esses plasmideos recombinantes sdo sequenciados e as
seqiiéncias comparadas com um banco de dados sendo possivel identificar o género (= 95 %
de similaridade) e/ou a espécie (= 97 % de similaridade) dos microrganismos na amostra de
interesse baseado nas diferencas encontradas entre as regides hipervaridveis das sequéncias
amplificadas (BAKER et al., 2003; ; LU et al., 2000; MCCABE et al., 1999; MUNSON et
al., 2004). Inimeros estudos de identificagdo de microrganismos pelo estudo de regides
hipervariaveis do 16S rDNA foram realizados com sucesso (BECKER et al., 2004,
BERTILSSON et al., 2002; CHOI et al., 1996; CLARRIDGE, 2004; KATAOKA et al., 1997;
LAMBAIS et al., 2006; LU et al., 2000; MARCHES et al., 1998; MAYNARD et al., 2005;

ROTHMAN et al., 2002).

2.7. Medidasde diversidade
Muitas vezes é impossivel saber 0 niUmero de espécie em uma determinada
area, e 0 que temos é apenas a estimativa da diversidade. Existem varias maneiras para
medirmos a diversidade das espécies, também conhecida como diversidade biolégica

(COLLIN, 2004). A forma mais simples de calcular essa diversidade é dada pela riqueza de
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espécies que representa 0 nUmero de espécie existente em uma determinada amostra biol égica
(WILSEY et al. 2005). Porém, para comparar a riqueza de espécies entre diferentes
comunidades devemos levar em conta que o esforco amostral das coletas deve ser
padronizado para uma melhor interpretacéo das analises.

Quando se quer comparar a diversidade de espécies de &reas ou habitats
diferentes devemos levar em conta que cada espécie possui um papel funcional diferente em
uma determinada comunidade e, portanto, a sua propor¢do varia em relagdo a abundancia
total. Assim, nem sempre o nimero de espécies em uma comunidade é adequado para
descrever diversidade e, portanto, as espécies ndo contribuem de maneiraigua na estimativa
de diversidade total. A diversidade é maior aonde a equitabilidade € maior, ou sgja, onde
populacdes sdo similares uma as outras em abundancia do que quando algumas sdo muito
comuns e outras muito raras.

Para medir ou estimar a diversidade de um dado ambiente, podemos utilizar os
indices de diversidade os quais combinam dois atributos de uma comunidade: riqueza de
espécies, que se refere a0 niUmero de espécies presentes em uma determinada area, e
equitabilidade que se refere ao qudo similar as espécies esta representadas na comunidade
(HURLBERT, 1971; PEET, 1974). Ao contrario dos indices de riqueza, os indices de
diversidade sdo pouco dependentes do esfor¢co amostral (SMITH & GRASSLE, 1977). Ou
sga, com amostras relativamente pequenas podemos obter um valor de diversidade que
mudara pouco conforme aumentamos o esfor¢co amostral (MAGURRAN, 2003; PIELOU,
1975). Como consequéncia, poderemos comparar diretamente comunidades com diferentes
esforgos amostrais.

Os indices mais comuns para medida de biodiversidade sdo o de Shannon
(LUDWIG & REYNOLDS, 1988) e o de Simpson (MENDES et al., 2008; WOLDA, 1983).

O indice de Simpson é um indice de dominancia e reflete a probabilidade de dois individuos
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escolhidos a0 acaso na comunidade pertencerem a mesma espécie. Varia de 0 a 1 e quanto
mais alto for, maior a probabilidade de os individuos serem da mesma espécie, ou sgja, maior
a dominancia e menor a diversidade (URAMOTO et al., 2005). O indice de Shannon mede o
grau de diversidade em prever a que espécie pertencera um individuo escolhido, ao acaso, de
uma amostra com “S’ espécies e “N” individuos. Esse indice assume valores gue podem
variar de 0 a5, sendo que o seu declinio é o resultado de uma maior dominancia de grupos em
detrimento de outros (BEGON et al., 1996). Quanto menor o valor do indice de Shannon,
menor o grau de incerteza e, portanto, a diversidade da amostra é baixa. Neste caso, a
diversidade tende a ser mais alta quanto maior o valor do indice (URAMOTO et al., 2005).
Porém, o indice de Shannon é considerado um indice para célculo de diversidade ideal quando
se tém amostras tomadas a0 acaso, em uma grande comunidade, pois considera a incerteza
dos dados (MATOS et al., 1999). Por outro lado, ele considera o nUmero de espécies, levando
em conta a propor¢cdo de cada espécie em relacdo ao todo, normalizando os dados e
diminuindo a probabilidade de erro dos célculos. Outra vantagem deste indice é que ele leva
em consideracdo 0 numero total das espécies, tanto das espécies raras quanto das mais

abundantes, ou sgja, a equitabilidade das espécies (MAGURRAN, 2003).

2.8. Microrganismos produtores de celulase
A celulose é o principal componete da biomassa das plantas e € o biopolimero
mais abundante na natureza, por isso, tornou-se uma atrativa fonte geradora de combustivel
sustentdvel (MANSFIELD & MEDER, 2003). A quantidade de residuos resultante dos varios
processos agricolas e agro-industriais, como daqueles derivados da industria de papel e
celulose, usinas de acool e aglcar e da producdo agricola é muito elevada e esta biomassa
apresenta um enorme potencial para a geragdo de energia. Em 1994, a industria brasileira do

acucar e do acool produziu aproximadamente 9 milhdes de toneladas de aglicar e 13 bilhdes
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de litros de etanol a partir de 260 milhdes de toneladas de cana-de-aglicar, gerando entre 47 a
73 milhdes de toneladas de bagaco de cana-de-agUcar (ASSIS, 1994).

A celulose é formada por monémeros de glicose formando um
homopolissacarideo. A estrutura da celulose se forma pela unido de moléculas de 3-glicose

através de ligacOes [3-1,4-glicosidicas gerando cadeias longas e lineares (Figura 3).

§CH, OH sCH, OH SCH, OH
g 'S - o) o OH
sOH 1y © soH gy © $OH 1
= 2 1.4 Bi1-4 = 2
oH ! B(1-4) 2 L 1-4)
OH OH OH
Glicose Glicose Glicose

Figura 3: Esguema representativo da celulose. Este polimero é formado pelaunido “n” moléculas de glicose
através de ligagoes 3-1,4-glicosidicas.

A celulose é um polimero biodegradavel decomposto naturalmente no solo pela
acdo de bactérias e fungos através de processos complexos. Esses microrganismos sao
importantes no ciclo do carbono e séo fontes potenciais enzimétivas tanto para a industria
quanto para a biotecnologia (LYND et al., 2002).

As enzimas que hidrolisam celulose, as celulases, sdo divididas em 3 grupos
principais. endoglucanases, celobiohidrolases (exoglucanases) e B-glucosidases. Estas trés
enzimas sdo necessarias para a hidrolise completa da celulose. As endoglucanases e as
exoglucanases sdo conhecidas por atuarem sinergicamente na hidrdlise da celulose
(COUGHLAN, 1985; WOOD & MCCRAE, 1978) enquanto que as B-glicosidases s&o
necessaria para a hidrélise da celobiose a glicose. A celobiose é resultante da hidrolise parcial
da celulose e esta que inibe fortemente as endo e as exoglucanases (NADALINI, 1997,

WOODWARD & WISEMAN, 1982).
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A celulose ndo pode ser utilizada como fonte de energia pela maioria dos
animais vertebrados visto que estes ndo possuem enzimas capazes de hidroliz&la. Os
herbivoros alimentam-se de vegetais e conseguem hidrolizar a celulose porque possuem em
seu trato digestivo microrganismos simbiontes como protistas, bactérias e fungos (SALVIO &
D’AGOSTO, 2001) que produzem celulases que sdo capazes de hidrolisar as ligagOes
glicosidicas 3-1,4 da celulose (COFFEY et al., 1995). Com isso ha um maior aproveitamento
dos carboidratos proveniente da dieta. A microbiologia do rimen é complexa devido ao
grande nimero de organismos presentes, suas diferentes naturezas e mudancas de popul agéo,
gue resultam da mudanca da dieta do ruminante (TEIXEIRA, 1992).

Na natureza, existe uma grande variedade de microrganismos gque produzem
celulases; apenas alguns sdo conhecidos como verdadeiros celuloliticos, isto €, sdo capazes de
degradar a celulose natural. Em condic¢Oes laboratoriais, algodao e papel de filtro, dentre
outros, sdo usados como substratos indutores para a producdo de exo-glicosidases e para
medir a atividade do complexo celulolitico total (ROBSON & CHAMBLISS, 1989). A
capacidade de degradar celulose € amplamente distribuida entre vérios géneros no dominio
das Eubacteria e fungos, dentro do dominio Eucaria. Membros com capacidade celulolitica
pertencentes ao dominio Archae ainda ndo foram identificados. Enzimas celuloliticas séo
produzidas por fungos filamentosos, leveduriformes e bactérias. Esses microrganismos que
apresentam a capacidade de hidrolisar celulose séo bastante procurados visto que podem ser
utilizados em diversos procesos industriais assim como para o tratamento de efluentes de
indUstrias téxteis, de papel e celulose entre outras.

Fungos sdo agentes bioldgicos conhecidos pela sua capacidade em decompor
matéria organica em geral, em particular substratos celulésicos (MONTEGUT, 1991,
CARLILE & WATKINSON, 1997). Os fungos s80 responsaveis por secretarem uma

variedade de enzimas, dentre elas as celulases, as quais dominam, atualmente, as aplicagoes
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industriais para a quebra da celulose. Trichoderma reesei € um dos fungos melhores
caracterizados e 0 mais utilizado industrialmente para a producéo de celulases (BEGUIN &
AUBERT, 1994; SRISODSUK, 1994).

Hoje em dia, o grande desafio € desenvolver processos capazes de quebrar a
biomassa lignocelulésica (celulose, hemicelulose e ligning), principalmente do bagaco de
cana-de-acUcar, para produzir etanol de segunda geracdo, rompendo a fragdo celuldsica
liberando glicose para o processo fermentativo. Considerando o aproveitamento da palha
juntamente com o bagaco para a producdo de etanol 2/3 restantes da energia da biomassa
poderia ser aproveitada (MARQUES, 2008) visto que o caldo de cana-de-aglcar € rico em
sacarose é responsavel por 1/3 do potencial energético da planta.

As celulases devem ser necessérias 0 desenvolvimento das larvas do S levis
durante seu atague a planta. Por isso pretendemos através desse trabalho estudar a microbiota
intestinal buscando isolar microganismos capazes de degradar celulose, que esta presente na
alimentac@o dessas larvas, tanto nas do campo quanto nas do laboratério. O isolamento e a
caracterizagdo dessas enzimas serdo de fundamental importancia na tentativa de encontrar
enzimas com potencial biotecnoldgico aplicado a quebra da celulose oriunda do bagaco da
cana-de-acUcar excedente.

O dominio datecnologia, por rotas termoquimicas ou hidrélise enzimética, que
visa quebra da celulose do bagaco para producdo de bioetanol, contribuird para que o pais
aumente ainda mais a sua produgdo de etanol em larga escala visando atender a demanda
mundial (1ZIQUE, 2008). Além disso, com a implantacdo de novas politicas visando a
reducdo do consumo de combustiveis fossels e assim, a diminuic¢éo de liberacdo didxido de
carbono (CO,), a utilizacdo desse bagaco para obtencéo de energia limpa e renovavel é de

fundamental importancia.
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3. Justificativa do presentetrabalho

Tendo em vista os impactos agricolas e econdmicos causados pelas larvas
desses besouros e visto que existem poucas informagdes disponiveis sobre o Sphenophorus
levis, dém da falta de mecanismos eficazes para 0 controle esse inseto no campo, é de
fundamental importancia o estudo dessa espécie, nos mais diferentes aspectos. Por este ser
uma praga de grande impacto e relevancia para a economia sucroal cooleira brasileira o estudo
da microbiota do trato digestivo da larva de S levis pode proporcionar o entendimento das
relagcdes que ocorrem entre a floraintestinal microbiana e seu hospedeiro.

Por apresenta a capacidade de se aimentar do rizoma e colmo da cana-de-
acucar, partes de composicéo bastante fibrosa e ricas em celulose, as larvas de S levis
possivelmente devem apresentar enzimas intestinais que sdo capazes de quebrar substancias
de estrutura complexa. Porém, essas enzimas podem estar sendo produzidas tanto pelas
células intestinais da larva quanto pela microbiota presente no intestino do hospedeiro,
sugerindo que a microbiota intestinal pode estar auxiliando nos processos de digestéo e
absorc¢do do que esta sendo ingerido pelalarva (DILLON & DILLON, 2004).

Por ser o primeiro estudo em busca do conhecimento da microbiota intestinal
do S levis, que além de tudo pertence a uma familia onde estdo inseridas vérias pragas de
importancia agricola e responsaveis por grandes perdas na agricultura em todo 0 mundo, essa
caracterizagdo podera contribuir para o estabelecimento de novos métodos para o controle
para esta praga, ja que, até o momento os métodos de controle que sdo utilizados apresentam-
se de ato custo para os produtores e parcialmente ineficazes contra o inseto. Além disso, o
isolamento e caracterizagdo de microrganismos capazes de degradar celulose poderdo ser
utilizados em diversos processos agricolas e industriais voltados para uma aplicabilidade

biotecnol 6gica.
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4. Objetivos

Geral: Estudar a diversidade microbiana intestinal do S. levis visando uma
primeira caracterizacdo da microbiota intestinal de larvas tanto em individuos encontrados no

campo quanto naquel es cultivados em laboratorio.

Especificos:
e Analisar e comparar abiodiversidade bacteriana em intestino de S. levis

oriundo do campo e também cultivado em laboratério por meio da

abordagem do 16SrDNA,;
e Isolar microrganismos cultivaveis por meios tradicionais de cultivo;

e |solar microrganismos produtores de celulases e caracterizé-los.
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5. Materiaise métodos

5.1. Coleta das amostr as

Larvas de Sphenophorus levis foram coletadas na Fazenda Santo Antbnio
campo de experimentacdo do Centro de Tecnologia Canavieira em Piracicaba, Sao Paulo,
Brasil a predominancia é de "Ambiente C", LVal.l(LVE-3) - Latossol Vermeho
AlicoTextura Argilosa. As larvas foram gentilmente coletadas (sdo originarias dos
levantamentos populacionais que sdo realizados nos talhdes) e cedidas pelo Laboratério de
Entomologia do Centro de Tecnologia Canavieira (CTC) também localizado na cidade de
Piracicaba. As coletas das larvas do campo foram realizadas em Setembro de 2007. As larvas
cultivadas em laboratério foram mantidas no CTC (Figura 4) sob as seguintes condi¢des de
manutencdo laboratoriais: temperatura variando de 27 a 30 °C, com doze horas de luz
(DEGASPARI et al. 1987). A dieta alimentar artificial utilizada foi modificada a partir de

DEGASPARI et al. 1987 contendo os seguintes ingredientes (Anexo A).

Figura 4: Frascos onde as larvas cultivadas em laboratério no Centro de Tecnologia Canavieira s mantidas
com adietaalimentar artificial.
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5.2. Dissecacdo intestinal

Foram utilizadas 10 larvas de cada origem amostral — laboratério e campo.
Para dar inicio a0 processo de dissecagdo do intestino das larvas, essas foram mantidas em
gelo por 10 minutos. Posteriormente as larvas foram submersas em etanol 70 % (v/v) por 3
minutos para desinfeccdo externa e em seguida foram imersas em solugdo de Tampéo Fosfato
Salino (PBS) 1x (PBS 1x: 137 mM NaCl, 10 mM Fosfato, 2,7 mM KCI, pH 7.4) (Figura5).
As larvas tiveram suas cabegas cortadas em uma placa de Petri contendo PBS 1x. O contetdo
interno (intestino, anexos e corpo gorduroso) foi separado da carcaga com o auxilio de pingas
e agulhas. O intestino total de cadalarvafoi removido e armazenado individualmente em tubo
de 1,5 ml contendo 600 puL de tampéo TrissEDTA 1x (TE 1x: 10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH
8,0) e levado ao vortex por 5 minutos a fim de auxiliar na remocgdo da microbiota da parede
intestinal. As larvas utilizadas tinham idade de 15 a 18 dias, com tamanhos semelhantes e
apresentam-se no mesmo estégio de desenvolvimento para a realizagéo do experimento tanto

paraas larvas cultivadas em laboratério quanto para as coletadas no campo.

Figura 5: Etapas durante a dissecacdo intestinal de S. levis. Desinfecgdo externa dalarva em etanol 70 % (A);
preparacdo parainiciar a dissecacdo intestinal (B) e (C).
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5.3. Extracdo de DNA

Foi feito um pool com o contelido intestinal total (10 larvas) de cada origem
amostral com a finalidade de aumentar a quantidade de microrganismos, aumentando também
a eficiéncia da extracdo de DNA. A extragdo de DNA foi feita a partir do pool dos extratos
intestinais das larvas utilizando o protocolo CTAB modificado de AUSUBEL et al., 2004;
BRODERICK et al., 2004 (Anexo B); seguido de tratamento com fenol cloroférmio e
precipitagdo com isopropanol (DELALIBERA et al., 2007). O DNA extraido foi quantificado
em gel de agarose 1 %, comparando com marcador molecular High Mass (Invitrogen), e

também em espectrofotdmetro NanoDrop® ND-1000.

5.4. Amplificacéo do gene 16SrRNA

Para 0 estudo da diversidade bacteriana utilizou-se a técnica de Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR) seguida do sequenciamento. A amplificagdo foi realizada
baseada na regido 16S rDNA utilizando os oligonucleotideos universais degenerados com o
intuito de identificar taxonomicamente as espécies. Os oligonucleotideos iniciadores
utilizados foram: 27F - 5 AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 3' (GIOVANNONI, 1991) e
1500R - 5" GGTTACCTTGTTACGACTT 3 (WEISBURG et al., 1991), amplificando uma
regido de aproximadamente 1,5 kb.

Para a realizagdo da PCR foram utilizadas as seguintes quantidades de
reagente: aproximadamente 25 ng de DNA molde (pool); 0,2 mM de cada dNTP (Promega),

1,25 unidade de Taq DNA polimerase (Invitrogen); 1,5 mM de MgCl, (Invitrogen); tampédo
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para PCR 1x (Invitrogen); 10 picomoles de cada oligonucleotideos; e agua mili-Q filtrada e
estéril parao volume final de 25 ulL.

A amplificacéo foi feita no termociclador MJ Research PTC 100 Thermal
Cycler seguindo o seguinte programa: 1 ciclo a 94 °C por 5 minutos; 35 ciclos (94 °C, 1
minuto; 50 °C, 1 minuto; 72 °C, 2 minutos) seguidos de um ciclo de extencdo final de 72 °C
por 20 minutos. As amostras permaneceram a 4 °C no termociclador até serem retiradas e

armazenadas no freezer a-20 °C.

5.5. Quantificagéo e purificagdo dos produtos de PCR

O produto de PCR amplificado foi visualizado em gel de agarose 1 % corado
com brometo de etideo (0,02 pg/ul). A corrida eletroforética foi conduzida em tampéo Tris-
Acetato-EDTA 1x (TAE 1x: 0,04 M Tris-acetato e 1 mM de EDTA) a 90 V por 30 minutos
aproximadamente. O gel foi posteriormente visualizado em luz UV para comprovar a
amplificacdo dos fragmentos no tamanho esperado (Figura 6). As bandas do produto
amplificado com o tamanho esperado (1,5 kb) foram cortadas do gel com o auxilio de um
bisturi e colocadas em tubos de 1,5 ml. Os produtos de PCR foram purificados utilizando o kit
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega, Madison, WI) de acordo com as

instrucdes do fabricante e posteriormente quantificado em gel de agarose 1 %.

MC12345¢67 89 10

<«—— 1500 pb

Figura 6: Produto de PCR amplificado utilizando os oligonucleotideos iniciadores 27F e 1500R. Gel de Agarose
1% corado com brometo de etideo. M: Marcador de massa molecular. C: controle negativo. Coluna
1,4,5,6,7,8,9,103: amostras que apresentaram a amplificacéo positiva.
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5.6. Clonagem do gene 16SrDNA

Os produtos de PCR do gene 16S rDNA do contetido intestinal das larvas do
campo e do laboratério purificados foram clonados em vetor pTZ57 R/T (Fermentas) de
acordo com as instrugdes do fabricante. Esse vetor apresenta em ambas as extremidades 3
DDTimina que impede a circularizacdo do vetor e facilita a ligagdo do inserto que apresenta
DDAdenina nas suas extremidades 3'. A reacdo de ligacdo foi feita em uma proporcdo de

extremidades livres de 3:1 (inserto: vetor) e mantida a4 °C overnight.
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Figura 7: Mapado vetor pTZ57 R/T utilizando para as clonagens.

5.7. Transformagdo em E. cali

Utilizou-se metade do volume da ligac8o para realizar a transformacéo por
eletroporacdo em 40 pl de células eletrocompetentes de E. coli DH10B (Invitrogen). Apés o
choque (1,8 kv; 25 capacitance, low range: 200, high range: 600), adicionou-se 800 ul de LB
Broth (10 g/l detriptona, 5 g/l de extrato de levedura, 10 g/l NaCl) e o tubo foi incubado por 1
hora a 37 °C. Posteriormente, 10 pl, 50 pl e 100 pl do conteddo incubado contendo as células

transformadas foram transferidos e espalhados com o0 auxilio da al¢ca de Drigalski em placas

32



de Petri contendo LB Agar (10 g/l de triptona, 5 g/l de extrato de levedura, 5 g/l NaCl, 15 g/l
agar) suplementado com 100 pg/ml de ampicilina. Previamente, sob o0 meio de cultura
espalhou-se IPTG e X-gal para que ficassem a uma concentragdo final de 2 mM e a 0,004 %,

respectivamente. As placas foram incubadas overnight a 37 °C.

5.8. Selecdo dos clones recombinantes

As colbnias bacterianas recombinantes foram selecionadas com a adicdo de
ampicilina visto que, o plasmideo (pTZ57 R/T) possui 0 gene de resisténcia a este antibidtico.
Deste modo, apenas bactérias recombinantes (aquelas que contém o plasmideo) foram
capazes de crescer. A partir dessa primeira selecdo, necessitamos saber se essas colbnias
possuem o plasmideo recombinante com o inserto de interesse. A segunda selecdo € reaizada
baseada no fenétipo das col6nias, azuis ou brancas.

As col6nias brancas sdo as possivei s recombinantes visto que, quando a ligagcdo
do inserto de interesse, neste caso 0 gene 16S rRNA, no plasmideo é eficiente, 0 gene que
codifica a B-galactosidase no plasmideo estara interrompido e a bactéria ndo tem capacidade
de quebrar o composto X-ga (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-galactopyranoside) em
galactose e um produto azul insoltvel (4-chloro-3-brom-indigo), tornando a colbnia de
coloracdo banca. Se 0 gene de interesse ndo estiver ligado ao plasmideo, o gene que codificaa
B-galactosidase estara funcional sendo a bactéria capaz de degradar a X-gal, tornando o
fendtipo da coldnia azul (clone ndo recombinante).

As coldnias brancas foram transferidas com o auxilio de palitos estéreis para
placas de 96 pocos contendo 200 pl de meio LB Broth com 100 pg/ml de ampicilina e
glicerol a uma concentracéo final de 30 %. As placas foram mantidas em estufa a 37 °C por
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18 horas para uma posterior estocagem desses clones em ultra freezer a - 80 °C. Desta forma,

duas bibliotecas de DNA gendmico foram construidas e nomeadas | aborat6rio e campo.

5.9. Extracgéo e quantificacdo do DNA plasmidial

Os clones da biblioteca foram cultivados em 1 ml de meio Circle Grow (BIO
101) acrescido de 100 pg/ml de ampicilina. Os clones foram mantidos em shaker a 37 °C a
200 rpm por 18 horas em placas Megatiter. Apds o cultivo o DNA plasmidial dos clones foi
isolado por mini preparacéo seguindo o protocolo descrito por VETTORE et al., 2001.

O DNA plasmidial foi quantificado em gel de agarose 1 % corado com
brometo de etideo. A eletroforese foi conduzida em tampdo TAE 1X a 90 V por

aproximadamente 30 minutos. O gel foi visualizado sob luz UV.

5.10. PCR para sequenciamento

As reacOes de sequénciamento foram realizadas em microplacas no
sequenciador MegaBACE 500 Flex, de 48 capilares (GE Healthcare).

As reagoes de PCR para sequenciamento foram realizadas utilizando o
oligonucleotideo iniciador 338F 5 ACTCCTACGGGAGGCAGCAG 3’ (LANE, 1991), que
corresponde a regido hipervaridvel V3. Para tanto, foi utilizado o kit DYEnamic ET Dye

Terminator (GE Healthcare) segundo as instrugdes do fabricante.
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5.11. Analise das sequéncias obtidas

Foram sequenciadas 96 sequéncias de cada biblioteca gendmica, que
geralmente é suficiente para as andlises de biodiversidade. A andlise das seqiiéncias foi feita
pelo software Sequence Analyser, Base Caller Cimarron 3.12. As regides flanqueadoras das
seqiiéncias que apresentaram baixo indice de qualidade em suas extremidades foram retiradas
e elas foram comparados contra o banco de dados do GenBank acessado do site do NCBI
(National Center for Biotecnology Information), através da ferramenta nucleotide Basic Local
Alignment Search Tool (BLASTN) (ALTSCHUL et al., 1990) e contra o banco de dados do
Ribossomal Database Project |1 (RDP-11) (COLE et al., 2007). Assim, foi possivel verificar a
homologia das seguiéncias da microbiota intestinal das duas populagdes com as sequiéncias ja
depositadas nestes bancos de dados comparando a diversidade microbiana entre as duas
origens amostrais larvais.

Alguns clones tiveram seu gene 16S rDNA completo sequienciado, pois s com
0 seguienciamento da regido hipervariavel V3 ndo foi possivel indentificar o género com um
grau de confiabilidade (= 95 %), e suas sequéncias montadas e gjustadas manua mente
utilizando o programa Clustal W (THOMPSON, et al., 1994) do software BioEdit Sequence
Alignment Editor (HALL, 1999). Posteriormente essas foram comparadas com o banco de
dados do GenBank utilizando o BLASTN e RDP-II.

Para definir as Unidades Taxondmicas Operacionais (OTU’s) construiu-se uma
matriz de distancia através do método Kimura 2-par@metros no programa DNADIST dentro
do programa PHYLIP (FELSENSTEIN, 1993) que foi utilizada para definir o niUmero de
OTUs e estimar a diversidade e a riqueza de espécies através do software DOTUR
(SCHLOSS & HANDELSMAN, 2005). As andlises de rarefacdo foi realizada com os dados

gerados no progama DOTUR e calculada com similaridade Unica, 97%, 95% e 90% entre as
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sequéncias de 16S rDNA de cada biblioteca para verificar se a quantidade de clones
sequenciados era suficiente para dar continuidade as andlises. A curva de rarefacdo foi
construida plotando o niumero de OTU’s observadas versus o nimero total de sequéncias
sequenciadas (Figura 10).

As seguéncias dos clones da biblioteca foram depositadas no GenBank sob 0s

acessos numeros FJ593042 — FJ593133 e FJ626247 — FJ626351.

5.12. Medidasdediversidade

Os célculos de diversidade foram realizados baseados no indice de Shannon.
Quanto maior for o valor de H', maior sera a diversidade da populagdo em estudo.

Aplicamos a seguinte equacdo em nossas andlises:

H'= —i[p! ln(pj )], com p, = ;}
i=1

Onde:

N = nimero total de individuos amostrados;

n; = numero de individuos amostrados da i-ésima espécie;
S = nimero de espécies amostradas,

In=logaritmo de base neperiana (€).
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5.13. Cultivos Bacterianos

Para os cultivos bacterianos foram utilizados o intestino total de 3 larvas
coletadas no campo e 1 larva cultivada em laboratério (coletadas em Janeiro de 2008) para o
isolamento de microrganismos utilizando a metodologia tradicional de cultivo para estudar
um pouco mais 0S microrganismos presentes no trato intestinal das larvas de S levis. As
larvas foram dissecadas, conforme descrito, anteriormente, no item 5.2 de Materiais e
M étodos do presente trabal ho.

Apbs a dissecacdo das larvas, os intestinos foram colocados separadamente em
tubos de 1,5 ml contendo 1,0 ml de PBS 1x e as amostras foram vortexadas durante 5
minutos, fazendo com que as células bacterianas se desprendessem da parede intestinal. A
partir dai realizou-se diluicBes seriadas de 10° a 10° de cada amostra com o seu contetido
intestinal e essas foram plagueadas em dois tipos de meios. agar tripticaseina de soja (TSA,
Difco Laboratories. 15 g/l caseina pancredtica digestiva, 5 g/l papaina digestiva de soja, 5 g/l
cloreto de sodio, 15 g/l &gar, pH 7,0) (DELALIBERA et al., 2005) e agar extrato de levedura
dextrose peptona (YPD: 20 g/l peptona, 20 g/l dextrose, 10 g/l extrato de levedura e 20 g/l
adgar, pH 5,0 (KUMURA et al.,, 2004) ambos em condi¢cbes aerdbicas. Um maior
detalhamento dos meios estd no Anexo C. As placas foram incubadas na estufa a 30 °C
durante 10 dias.

As placas foram observadas diariamente (Figura 8). Ap6s os 10 dias de cultivo,
as coldnias, tanto de bactérias quanto de fungos leveduriformes, foram repicadas para placas
novas visando a separagcdo em culturas puras que foram utilizadas em andlises posteriores. Os
fungos que cresciam no decorer do tempo de incubac&o eram transferidos imediatamente para
placas contendo o meio Potato Agar Dextrose (PDA - Difco: 4 g/l extrato de batata, 20g/I

dextrose, 15 g/l agar) e passaram a ser mantidos em estufa a 28 °C.
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Figura 8: Foto mostrando a diversidade de col6nias encontradas nas placas contendo o contelido intestinal das
larvas com o passar dos dias.

As colbnias (n =320) apos repique individual foram classificadas utilizando o
teste de Gram. Assim, foi possivel separar 0s microrganismos em dois grupos. fungos
leveduriformes e bactérias (Gram positivas e Gram negativas). Além disso, foi possivel
classificar as colénias em grupos de acordo com caracteristicas morfologicas (forma,

coloracdo, tamanho da col6nia) levando em consideracéo o teste de Gram.

5.14. Sequenciamento do gene 16S rDNA das bactérias isoladas pelo método
tradicional de cultivo

Visto que a caracterizacdo microbiol 6gica através dos métodos cléssicos para a

identificacdo bacteriana baseada em caracteristicas morfolégicas ndo apresenta uma alta

eficacia e na maioria das vezes néo € suficiente informativa e distintiva, optamos também por

seqienciar a regido hipervariavel V3 do gene 16S rDNA de algumas bactérias que foram

isoladas pelos métodos tradicionais de cultivo. De acordo com a separacdo dos grupos,
colGnias bacterianas foram escol hidas al eatoriamente dentro de cada grupo.

A partir do pré-inoculo, 30°C, overnight, de cada cepa realizado no meio de

isolamento inicial da mesma: caldo tripticaseina de soja (TSB: Difco Laboratories: 15 g/l

caseina pancreética digestiva, 5 g/l papaina digestiva de soja, 5 g/l cloreto de sodio, pH 7,0)
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ou caldo extrato de levedura dextrose peptona (Y PD Broth: 20 g/l peptona, 20 g/l dextrose, 10
o/l extrato de levedura, pH 5,0). A partir do pellet bacteriano obtido apos centrifugacéo de 1,5
ml de cultura realizou-se a extragdo de DNA utilizando o protocolo CTAB modificado de
AUSUBEL et al., 2004; BRODERICK et al., 2004 (Anexo B); a amplificagdo do gene 16S
rRNA conforme descrito no item 5.4 do presente trabaho; a quantificagdo e purificagdo dos
produtos de PCR conforme descrito no item 5.5 do presente trabal ho; a preparacéo da amostra
para ser seqiienciada segundo o item 5.10; e a andlise das sequiéncias obtidas descrita no item

5.11.

5.15. Ensaio de atividade celulolitica

Os microrganismos isolados nas culturas puras (bactérias, fungos
leveduriformes e filamentosos) foram testados com o objetivo de verificar a habilidade desses
degradarem carboximetilcelulose, um polimero derivado da celulose. Para isso utilizamos o
meio agar carboximetilcelulose (CMC: 15 g/l agar, 5 g/l carboximetilcelulose e 0,2 g/l extrato
de levedura). Os microrganismos foram repicados em placas de Petri contendo agar CMC. As
placas foram incubadas durante 4 dias a 28 °C e tratadas com o corante Vermelho de Congo
para confirmar a presenca ou auséncia de atividade endoglucandsica de acordo com
TEATHER & WOOD, 1982. A solugdo aquosa de Vermelho de Congo 0,2 % (p/v) foi
adicionada as placas até que todas as col 6nias estivessem imersas. Apos 30 minutos retirou-se
a solucéo de Vermelho de Congo e adicionou-se a solugdo de NaCl 1 M até cobrir toda a
placa. Apos 15 minutos, essa solucdo foi retirada das placas. A formagdo de halos amarelos ao
redor das col6nias indica que houve a degradacdo da carboximetilcelulose. As medi¢des do

didametro do halo produzido e da col6niaforam feitas com o auxilio de umarégua. A atividade
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enzimatica é calculada pela raz8o entre o didmetro da zona de degradacdo amarelada
incluindo a col6nia pelo diametro da colonia (HANKIN & ANAGNOSTAKIS, 1975). O
controle positive e o controle negative utilizado para comprar as atividades celululiticas foram

Pichia pastoris KM71H e E. coli DH5a, respectivamente.

5.16. Microscopia confocal

Utilizamos a microscopia confocal para tentar diferenciar melhor os fungos
filamentosos isolados da microbiota intestinal de larvas de S. levis do campo e do laboratério.
As fotos por microscopia confocal das hifas foram visualizadas em microscopio confocal a
laser (Zeiss LM510) (Figura 15, Figura 16, Figura 17, Figura 18). Esse servico foi realizado

no Laboratério de Biologia Molecular no Hemocentro na UNICAMP.

5.17. Ensaio de Resisténcia a Antibioticos

Todas as bactérias isoladas foram testadas quanto a sensibilidade a diferentes
classes de antibidticos disponiveis comercialmente, cada um com um mecanismo € espectro
de acdo diferente. Para esses testes foram utilizados os meios TSA pH 7,0 e YPD pH 5,0
(dependendo de onde os microrganismos foram isolados previamente) contendo diferentes
antibidticos. ampicilina (50 pg/ml), tetraciclina (10 pg/ml), cloranfenicol (25 pg/ml) e
kanamicina (25 pg/ml). As placas foram incubadas aerobicamente durante 36 h a 30 °C.

Os antibioticos utilizados apresentam diferentes mecanismos de agdo e por isso

elesforam escolhidos (Tabela 1).
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Tabela 1: Antibidticos utilizados durante o teste de resisténcia a antibi 6ticos e seus mecanismos de agao sobre
0S microrganismos.

Antibiético Forma de Agdo M ecanismo de acdo

Atuaimpedindo o crescimento de
bactérias Gram positivas inibindoa guns

Ampicilina Familia dos B-lactémicos Bactericida passos na sintese de peptideoglicanos da
parece celular bacteriana.
Bacteriostatica de Atuainibindo a sintese protéica
Tetraciclina acdo de amplo bloqueando a ligac&o do aminoacil
espectro tRNA ao sitio A do ribossomo.

Atuainibindo a sintese protéicainibindo
aenzima peptidil transferase impedindo
0 crescimento da cadeia de
polipeptideos durante a sintese protéica

Bacteriostética de
Cloranfenicol acdo de amplo
espectro

Bactericidae/ou . . .
As moléculas se ligam ao ribossomo

. Familiados Bacteriostéatica de ; ) ! .
Kanamicina . L ~ bacteriano interferindo na sintese
aminoglicosideos acdo de amplo =
protéica.
espectro

5.18. Efeito da dieta alimentar artificial na biodiver sidade intestinal

Todas as bactérias e fungos leveduriformes isolados do intestino de larvas do
campo foram plagueados em placa de Petri contendo 0 meio da dieta alimentar artificial
utilizado para a manutencdo das larvas no laboratério no CTC. O objetivo desse estudo foi de
verificar a interferéncia desse meio de cultura na diversidade microbiana encontrada no
intestino das larvas do campo. O meio da dieta alimentar artificial foi preparado no CTC

(Anexo A). As placas foram incubadas aerobicamente durante 36 h a 30 °C.
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5.19. Sequenciamento do gene 16S rDNA de bactérias que apresentaram atividade

celulolitica

As cepas bacterianas que apresentaram atividade celulolitica em meio CMC
foram crecidas em meio LB Broth por 30 °C, overnight. No outro dia, a cultura foi
centrifugada e o DNA genémico do pellet bacteriano foi extraido utilizando o protocolo
CTAB e amplificado utilizando os oligonucleotideos iniciadores 27F e 1500R seguindo as
mesmas condi¢Bes conforme descrito no item 5.4 em Materiais e Métodos do presente
trabalho. A amplificacdo foi visualizada em gel de agarose 1 % para conferir o tamanho do
fragmento esperado. A banda naaturade 1,5 kb foi recortada do gel e purificadada utilizando
o kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega, Madison, WI) de acordo com as
instrucdes do fabricante e depois quantificado em gel de agarose 1 %. O produto de PCR de
cepas com atividades celuloliticas foi seqlenciado conforme descrito no item 5.10 em
Materiais e Métodos do presente trabalho. As seqiiéncias foram analisadas conforme o item

5.11 em Materiais e Métodos do presente trabal ho.
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6. Resultados

6.1. Andlise das sequiéncias do gene 16SrRNA

Dos 96 clones de cada biblioteca, 94 do laboratério e 84 do campo
apresentaram sequéncias de boa qualidade e que permitirar dar continuidade as analises.
Todas as sequéncias de 16S rDNA foram classificadas em OTU’s utilizando o programa
DOTUR. As OTUs quando definidas como um grupo de sequéncias que apresentaram uma
similaridade Unica, 97%, 95% e 90% entre elas a classificagdo € composta por 80, 48, 37 e 19
OTU’ s na populagdo do campo e 84, 44, 33 e 19 OTU’ s na populagéo do laboratorio.

Utilizando o estimativo de riqueza ndo-paramétrico Chaol (Chao, 1984),
utilizando os dados gerados no programa DOTUR, verificamos que a biblioteca da popul agéo
do campo prevé 52 OTUs contra 46 OTUs previstas para o laborat6rio quando se define OTU
como um grupo de sequiéncia com uma diferenca = 5% entre si.

Buscas utilizando o programa BLASTN no NCBI (ALTSCHUL et al., 1990),
mostrou que as seqiéncias sao pertencentes a 5 classes taxondmicas. Gamma-Proteobacteria,
Beta-Proteobacteria, Alfa-Proteobacteria, Firmicutes e Bacteroidetes (Tabela 2). Foi possivel
classificar a microbiota total em 14 géneros, 1 grupo da categoria Candidatus e 2 grupos néo-
cultivaveis. Destes 8 géneros, 1 grupo da categoria Candidatus e 2 grupos ndo-cultivaveis
pertencem a populagdo microbiana intestinal das larvas do laboratério enquanto que 8
géneros, 1 grupo da categoria Candidatus e nenhum grupo ndo-cultivavel a populagdo
microbianaintestinal das larvas do campo (Tabela 2).

Os géneros Burkholderia, Caulobacter, Citrobacter, Diaphorobacter,
Methylophilus e Streptococcus foram somente encontrados nos clones da biblioteca genbmica

construida a partir da microbiota intestinal das larvas do laboratério e Buchnera, Raoultella,
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Enterobacter, Lactococcus, Leuconostoc e Sphingobacterium foram somente encontrados nas
do campo; enquanto que, Klebsiella e Acinetobacter foram géneros encontrados em ambas as
bibliotecas (Tabela 2).

Dentre os clones de cada biblioteca, observamos que os grupos uncultivable
Enterobacter e uncultivable Flavobacteriaceae foram somente encontrados na biblioteca do
laboratrio. Nenhum grupo de ndo-cultivaveis foi encontrado na biblioteca do campo;
enquanto que, o grupo Gamma-Proteobacteria — Candidatus Nardonella — foi encontrado em

ambas as bibliotecas (Tabela 2).



Tabela 2: Composicdo da mirabiotaintestinal bacteriana Sphenophorus levis das comunidades de
larvas coletadas em campo e no laboratério.

Aplicacdo Filogenética das segiiéncias de 16S rRNA

NUmero de seqliéncias encontradas

em cada grupo

Laboratério Campo
(n=94) (n=84)
Gamma-Proteobacteria
Candidatus Nardonella 77 20
Buchnera sp. 0 1
Klebsiella sp. 1 14
Enterobacteriaceae Citrobacter sp. 1 0
Raoultella sp. 0 17
Enterobacter sp. 0 26
Unculture Enterobacter 1 0
Moraxellaceae Acinetobacter sp. 2 1
Beta-Proteobacteria
Burkholderiaceae Burkholderia sp. 1 0
Comamonadacese Diaphorobacter sp. 2 0
Methylophilaceae Methylophilus sp. 1 0
Alfa-Proteobacteria
Caulobacteraceae Caulaobacter sp. 1 0
Firmicutes
Streptococcaceae Streptococcus sp. 1 0
Lactococcus sp. 0 3
L euconostocaceae Leuconostoc sp. 0 1
Bacteroidetes
Flavobacteriaceae Uncultivable Flavobacteriaceae 4 0
Sphingobacteriaceae Sohingobacterium sp. 0 1
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Como podemos observar na Figura 9, o gréfico das freqiiéncias relativa dos géneros
encontrados mostra com mais clareza a comparagdo entre a microbiota intestinal das
populaces do S. levis do campo e do laboratdrio. E possivel detectar que a composicio
microbiana intestinal entre essas duas populacbes se apresenta bem distintas. Para verificar
qual era a populagdo de larvas que apresentava uma maior diversidade microbiana foi
utilizado o indice de Shannon o qual demonstrou que a populagdo do campo (H'= 3,36)
apresenta-se levemente mais diversa com relagdo a do laboratorio (H'= 3,26) (similarity index
of sequences = 95 %). A curva de rarefacdo esta disponivel na Figura 10. Ela indica que
OTUopes a populacdo intestinal das larvas do laboratorio e do campo foram amostradas

adegquadamente (considerando uma similaridade = 97 %).

90 1
80 -
70

u | aboratory
60 -

u Feld

Number of clones

Phylogenetic affiliation of 16Sr DNA sequences

Figura 9: Histograma de frequéncias relativas baseado na distribuicdo de nimero de clones de cada
biblioteca baseado nos dados da Tabela 3.
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Figura 10: Andlise de rarefacdo das hibliotecas de 16S rRNA construidas com intestinos de larvas do
laboratério e do campo de Sphenophorus levis. As curvas de rarefacdo foram cosntruidas baseadas no
programa DOTUR e est@o baseadas em seguéncias Unicas, com 97 %, 95 % e 90 % de similaridade
entreas OTUs.
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Para estimar a abundancia de diferentes fil otipos bacterianos nas popul acbes do
campo e do laboratério, restringimos nossas consideracfes aos géneros (indice de
similaridade das sequéncias = 95 %), aos grupos ndo-cultivaveis e a categoria Candidatus
(Figura 11). Clones da categoria Candidatus Nardonella s&o predominates na populacéo das
larvas cultivadas em laboratério (84 %) enquanto que na populacdo de larvas do campo essa
categoria esta representada por apenas 24 % dos clones (Figura 11). Em seguida temos os
géneros Enterobacter (31%), Raoultella (20%) e Klebsiella (17%) como os mais abundantes
nos clones da populagdo das larvas do campo (Figura 11). Clones pertencentes a familia
Enterobacteriaceae sdo predominantes na biblioteca do campo (70 %), enquanto que na
biblioteca do laboratério eles estéo presentes, porém em uma propor¢do bem menor (5,5 %).
Clones pertencentes a classe taxondmica Beta-Proteobacteria foram somente encontrados na

biblioteca do |aboratorio (Tabela 2).
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Figura 11: Abundanciarelativa de diferentes filotipos bacterianos da microbiotaintestinal de larvas de S. levis cutivadas no campo (A) e coletadas no
laboratério (B) baseada nas seqiiéncias encontradas nas bibliotecas de 16S rDNA.



6.2. Bactériasintestinais cultivaveis

Foi observado durante os procedimentos de coleta do intestino do S levis, uma
diferenca bastante evidente com relaco a coloragcdo do intestino nas espécie cultivadas em
laboratério daguelas que sdo encontrada no campo. Todas as larvas que sdo cultivadas em
laboratério apresentaram a coloracdo do contetido intestinal mais escura do que as larvas

coletadas no campo (Figura 12).

A ¥

Figura 12: Figura mostrando a coloragdo diferencial entre o conteldo intestinal de larvas de S. levis do campo
(esquerda) das do laboratério (direita).

Os microrganismos que tiveram a capacidade de crescer em meio YPD pH 5,0
foram somente isolados do intestino das larvas de S. levis do campo. JA em meio TSA pH 7,0
foi observado o crescimento de microrganismos tanto do intestino de larvas do campo quanto
das do laboratorio.

A caracterizacdo morfolégica dos microrganismos isolados pelos métodos
tradicionais foi primeiramente baseada no teste de Gram realizado no laboratério do Professor
Doutor Clovis Wedley Oliveira de Souza do Departamento de Morfologia e Patologia da
Universidade Federal de Sdo Carlos. A partir desse teste foi possivel diferenciar bactérias de
fungos leveduriformes. Além disso, foi possivel diferenciar bactérias Gram positivas das
Gram negativas. Tanto bactérias quanto fungos leveduriformes foram caracterizados com base

em paréametros morfol 6gicos como: coloragdo, forma, caracteristica, tamanho e elevacdo da
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coldnia. Com isso foi possivel agrupé-las em 9 grupos bacterianos (A, B, C, D, E, F, G, H el)
e 6 grupos de fungos leveduriformes (J, K, L, M, N e O) (Tabela 3).

Com base nesses parametros morfol dgicos observamaos na microbiota intestinal
das larvas coletadas no campo a presenca de 8 grupos bacterianos (A, B, C,E,F,G,Hel) e5
grupos de fungos leveduriformes (J, K, L, N e O) enquanto que na microbiota intestina das
larvas do laboratério a presenca de 6 grupos bacterianos (B, C, D, E, F e H) e 5 grupos de
fungos leveduriformes (J, K, M, N e O) (Tabela 4). Essas duas populacbes compartilham 5

grupos bacterianos (B, C, E, F e H) e 4 grupos de fungos leveduriformes (J, K, N e O) (Tabela

4).
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Tabela 3: Classificagdo mais detalhada dos grupos de microrganismos (bactérias e leveduras) encontrados na microbiotaintestinal de S. levis nas popul ages do campo e do
|aboratdrio. Também sdo mostrados dados morfol 6gicos os quais foram utilizados como parémetro de classificagdo aos grupos.

Grupos Gram Coloragdo da colonia Forma da célula e/ou caracteristica da col6nia Elevagdo dacol6nia
A Bactéria | Gram Positiva Branca, brilhosa, Coco Pulvinada
viscosa

B Bactéria | Gram Positiva Branca, opaca Coco Achatada
C Bactéria | Gram Positiva Amarela Cocobacilo Elevada
D Bactéria | Gram Negativa Trasparente, viscosa Bacilo Umbiculada
E Bactéria | Gram Positiva Branca Coco Convexa
F Bactéria | Gram Positiva Alaranjadas Bacilo Convexa
G Bactéria | Gram Negativa Marron Cocobacilo Convexa
H Bactéria | Gram Positiva Transparente Bacilo Achatada

I Bactéria | Gram Positiva Transparente Coco Achatada
J Levedura - Branca, tranddcida Colénias pequenas Convexa
K Levedura - Amarelaclara, opaca Colbnias pequenas Convexa

L Levedura - Branca, brilhosa Célulasem forma de garrafa Elevada
M Levedura - Branca Célulasarredondadas Convexa
N Levedura - Amarela alaranjada Colbnias pequenas Elevada
o Levedura - Branca, opaca Colbnias com car éter fermentativo Pulvinada
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Tabela 4: Grupos de bactérias e leveduras encontrados nas populagdes intestinais das larvas do campo e do

laboratorio de S. levis. Em vermelho, os grupos de microrganismos compartilhados entre as duas poupul agOes.

Grupos

Campo

Laboratério

>

Bactéria

X

Bactéria

Bactéria

x

Bactéria

Bactéria

Bactéria

X | X | X | X [X

Bactéria

Bactéria

Bactéria

Levedura

Levedura

Levedura

X | X | X [ X [ X | X |X|X

Levedura

Levedura

x

O|Z|ISE|IMA|a|—|IZOMMO|O|T

Levedura
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Todas as bactérias isoladas do intestino das larvas tanto do campo quanto do
laboratério foram testadas com relagdo a sua resisténcia a antibioticos. Em meio YPD pH 5,0
foi observado o crescimento de 6 grupos bacterianos (A, C, E, F, H e l) e um grupo de fungo
leveduriforme (L) (Tabela 5). Das larvas isoladas do campo com resisténcia a pelo menos um
antibidtico, apresentando uma maior resisténcia a kanamicina (25 pg/ml) apesar de 3 grupos
bacterianos isolados do campo (A, F e E) apresentarem representantes que possuem
resisténcia a mais de um antibiético ao mesmo tempo (Figura 20). Em meio TSA pH 7,0 foi
observado o crescimento de 5 grupos bacterianos (A, B, C, E e H) isolados do campo e 4
grupos bacterianos isolados do laboratério (B, C, D e H) adém de 3 grupos de fungos
leveduriformes do laboratério (J, K e O) (Tabela 5); a maioria deles apresentou resisténcia a
pelo menos um antibidtico, apresentando uma maior resisténcia a tetraciclina (25 pg/ml)
(Figura 20). Além disso, foi observado que 5 grupos bacterianos do campo (A, B, C,EeH) e
4 grupos bacterianos do laboratério (B, C, D e H) aém de 2 fungos leveduriformes do
laboratério (J e O) apresentaram resisténcia a mais de um antibiético a0 mesmo tempo
(Tabelab).

Para testar o efeito da dieta alimentar artificial os testes foram realizados
utilizando tanto bactérias quanto fungos leveduriformes do campo j& previamente isolados em
culturas puras. No total, observou-se que 3 grupos bacterianos (A, E e F) e 3 grupos de
fungos leveduriformes (J, L e O) tiveram a capacidade de crescer no meio da dieta alimentar
artificial (Tabela 6).

Todos os isolados de bactérias e fungos leveduriformes (n=320) foram testados
guanto a capacidade de degradarem carboximetilcelulose (Figura 13). Foi observado que 6
grupos bacterianos (A, B, C, D, E e H) apresentaram atividade celulolitica enquanto que
apenas um grupo de fungo leveduriforme (J) apresentou tal atividade (Tabela 7). Dentre as

cepas celulaliticas: 5 grupos bacterianos (A, B, C, E e H) foram isolados do campo engquanto
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Tabela 5: Grupos de bactérias e leveduras que apresentaram resisténcia a antibiéticos nos meios que foram
previamente isolados. Em vermelho, aqueles grupos que apresentaram resisténcia a mais de um antibiético ao

mesmo tempo.

Grupos Resisténcia a Antibidticos
YPD (pH 5) TSA (pH 7)
Campo Campo | Lab

A X X
B X X
C X X X
D X
E X
F X
G
H X X X
I X
J
K X
L X
M
N
O X
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Tabela 6: Efeito da dieta alimentar artificial sob o crescimento de microrganismos isolados da populagéo de S.

levis do campo. Mostrado 0s grupos gque conseguiram crescer no meio.

Grupos D?e.t"’.‘
Artificial
Campo
A X
B
C
D
E X
F X
G
H
I
J X
K
L X
M
N
O X
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Tabela 7: Grupos de bactérias e leveduras que foram capazes de degradar Carboximetilcelulose.

Grupos | Atividade Celulalitica
Campo | Laboratério

A X

B X X

C X X

D X

E X

F

G

H X X

I

J X

K

L

M

N

]
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que 4 grupos bacterianos (B, C, D e H) do laboratério (Tabela 7). O Unico grupo de fungos

leveduriformes (J) com atividade celulolitica foi isolado da microbiota intestina de larvas do

laboratério (Tabela 7).

030 029 004 003
227 204 183 181

Pichia E. coli 233 228
KM71H DH5a

076 069 068 064

307 172 170 091

Pichia E. coli 310

KM71H DH5a

CAMPO
Ne Género
64 | Enterobacter sp.

68

Enterobacter sp.

69

Enterobacter sp.

76 | Enterobacter sp.
91 Pantoea sp.
170 | Klebsiella sp.
172 | Klebsiella sp.
307 Pantoea sp.
310 Pantoea sp.

LABORATORIO

N° Género

3 | Paenibacillus sp.
4 Bacillus sp.

29 | Micrococcus sp.
30 Bacillus sp.
181 Bacillus sp.
183 | Micrococcus sp.
204 | Micrococcus sp.
227 | Paenibacillus sp.
228 Bacillus sp.
233 | Paenibacillus sp.

Figura 13: Ensaio paratestar a atividade CM Césica. Hal os representam capacidade de degradar CMC. Figura A:
bactérias do Laboratério. Figura B: bactérias do campo. Halos ao redor das col6nias representam atividade
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celulolitica em agar CMC corado com Vermelho de Congo. Pichia KM71H: controle positivo. E. coli DH5a:
controle negativo.

Durante o cultivo dos microrganismos em dgar CMC e ap0s a coloragdo com o
corante Vermelho de Congo, foi observada a formagdo de halos azuis ao redor de algumas
col6nias (dado ndo mostrado).

Também foram isolados da microbiota intestinal de larvas coletadas no campo
e no laboratério 4 fungos filamentosos nomeados Sphenophorus levis Filamentous Fungi 1
(SLFF1), Sphenophorus levis Filamentous Fungi 2 (SLFF2), Sphenophorus levis Filamentous
Fungi 3 (SLFF3) e Sphenophorus levis Filamentous Fungi 4 (SLFF4) (Figura 14). Trés
fungos filamentosos foram isolados da microbiota intestinal de larvas de S. levis do campo
(SLFF2, SLFF3 e SLFF4) enquanto apenas um foi isolado do intestino das larvas do
laboratorio (SLFF1). Os fungos SLFF1 e SLFF2 sdo macroscopicamente muito semel hantes
entre si. Na tentativa de diferencia-los utilizamos a microscopia confocal (Figura 15, Figura
16). Os fungos SLFF 3 e SLFF 4 também foram observados utilizando essa técnica. (Figura
17, Figura 18). A atividade CMCésica, capacidade de degradar CMC, também foi testada
nestes quatro fungos filamentosos, porém, apenas dois apresentaram tal atividade: SFLL1 e

SFLL2 (Figura19).
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Figura 14: Fungos filamentosos isolados da microbiota intestinal de S. levis. SLFF1 (A), SLFF2 (B),
SLFF3 (C) e SLFF4 (D).
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Figura 15: Microscopia confocal Sphenophorus levis Filamentous Fungi 1. Em verde
autofluorescéncia.

Figura 16: Microscopia confocal Sphenophorus levis Filamentous Fungi 2. Em verde
autofluorescéncia
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Figura 17: Microscopia confoca Sphenophorus levis Filamentous Fungi 3. Em verde
autofluorescéncia.

Figura 18: Microscopia confocal Sphenophorus levis Filamentous Fungi 4.
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Figura 19: Ensaio de atividade celulolitica em agar CMC corado com Vermelho de Congo aplicado nos fungos
filamentosos SLFF1 (A) SFLL2 (B), SFLL3 (C), SFLL4 (D). A formagdo do halo de degradacdo de CMC
encontra-se em amarel o: indicado pela seta.
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cloranfenicol
17%

cloranfenicol
16%

kanamicina
18%

kanamicina
43%

tetraciclina

tetraciclina 24%

3% ampicillina

29%
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16%

Figura 20: Teste readlizado para verificar resisténcia bacteriana a antibiéticos com diferentes mecanismos de agdo. Foram testados individualmente nos meios onde os
microrganismos foram isolados previamente: TSA pH 7,0 (A) e meio YPD pH 5,0 (B).



Devido a dificuldade de interpretacdo dos dados provenientes somente das
andlises dos parametros morfolégicos bacterianas também utilizamos dados do
segienciamento da regido hipervariavel V3 do gene 16 rDNA para dar continuidade as
analises e tornar os resultados mais claros e concretos. As bactérias isoladas pelos métodos
tradicionais de cultivo foram classificadas em OTU’s de acordo com os resultados
encontrados nos bancos de dados BLASTN (ALTSCHUL et al., 1990) e RDP-II (COLE et
al., 2007). Assim, foi possivel classifichklas nas seguintes classes taxonémicas: Alfa
Proteobacteria, Gamma-Proteobacteria, Firmicutes e Acidobacteria totalizando 12 génerose 1
grupo ndo-cultivavel. Desses, foram encontrados no laboratério 6 géneros [Bacillus (57.16
%), Micrococcus (7.14 %), Microbacterium (7.14 %), Asaia (7.14 %), Acinetobacter (7.14
%), Leuconostoc (7.14 %) e Paenibacillus (14.28 %)] e 8 géneros no campo [Bacillus (4 %),
Lactococcus (16 %), Klebsiella (12 %), Weissella (32 %), Microbacterium (4 %), Asaia (16
%), Pantoea (4 %), Leuconostoc (4 %) e Curtobacterium (4 %)] e um grupo ndo-cultivavel (4
%). Os géneros Micrococcus, Acinetobacter e Paenibacillus apresentaram-se exclusivos nos
microrganismos isolados do laboratério enquanto que os géneros Lactococcus, Klebsiella,
Weissella, Asaia, Pantoea e Curtobacterium foram encontramos somente no campo. Em
comum temos os géneros Bacillus, Microbacterium e Leuconostoc (Tabela 8). Para verificar
qual populacdo de larvas que apresenta uma maior diversidade microbiana baseada na
caracterizagdo daquelas bactérias que foram isolados pelos métodos tradicionais de cultivo e
posteriormente tiveram o gene 16S rDNA sequenciado também utilizamos o indice de
Shannon o qual demonstrou que a populagéo do campo (H'= 2,97) apresenta-se mais diversa
com relagdo ado laboratério (H'= 2,57) (considerando uma similaridade = 97 %)).

Comparando os dados do sequienciamento dos clones das bibliotecas do campo
e do laboratdrio com os das bactérias cultivaveis observa-se que 3 filogrupos sdo coincidentes

Firmicutes, Alfa-Proteobacteria, Gamma-Proteobacteria enquanto que o filogrupo
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Acidobacteria foi encontrado somente dentro dos cultivavels e os Beta-Proteobacteria e
Bacteroidetes somente nas bibliotecas (Tabela 8).

Os géneros coincidentes entre os clones e os cultivavies foram Lactococcus,
Klebsiella, Acinetobacter e Leuconostoc. Onde Lactococcus encontra-se presente somente no
campo em ambas as andlises, Klebsiella foi encontrado nos clones tanto no campo quanto no
laboratério, porém nos cultivaveis somente no campo; Acinetobacter encontrado nos clones
tanto no campo quanto no laboratério, porém nos cultivaveis somente no laboratdrio;
Leuconostoc encontrado nos clones somente no campo, porém nos cultivavels somente no
laboratorio.

Com relacBo a resisténcia a antibidticos observou-se que as bactérias
cultivaveis seqlienciadas no campo apresentaram maior resisténcia a kanamicina (25 pg/ml) e
as do laboratério atetraciclina (10 pg/ml) o que estéd de acordo com o que foi encontrado com
relacdo aos morfotipos. Durante as buscas nos bancos de dados, algumas seqiéncias 16s
rDNA das bactérias cultivaveis também apresentavam similaridade (= 95%) com sequéncias
referentes aos clones das bibliotecas do campo e do laboratério (Endosymbiont of
Sohenophorus levis) depositadas pelo nosso grupo de pesquisa. Porém, isso so foi encontrado

em 7 cepas (Lactococcus e Klebsiella spp.) das 41 sequenciadas.
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Tabela 8: OTU' s referentes as bactérias i soladas pel os métodos tradicionais de cultivo.

Género (similaridade = 95%) Laboratdrio  Campo

n=15 n=25

Gamma-Proteobacteria

Klebsiella sp. 0 3

Pantoea sp. 0 1

Acinetobacter sp. 1 0
Alfa-Proteobacteria

Asaia sp. 0 4
Firmicutes

Bacillus sp. 9 1

Lactococcus sp. 0 4

Weissella sp. 0 8

Leuconostoc sp. 1 1

Paenibacillus sp. 2 0
Acidobacteria

Micrococcus sp.

Microbacterium sp. 1 1

Curtobacterium sp. 0 1
Uncultured bacterium partial 16S rRNA gene 0 1

Dentre as bactérias cultivaveis sequenciadas 24,4 % apresentaram atividade
celulolitica e dentro dessas 70 % foram isoladas do laboratorio e 30 % do campo. As bactérias
que apresentaram atividade celulolitica foram seqlenciadas e pertencem aos géneros
Paenibacillus, Enterobacter, Bacillus, Enterobacter, Klebsiella e Pantoea foram encontradas
tanto na microbiota intestinal de larvas do campo quanto do laboratorio. Desses géneros
celulaliticos foram encontrados no campo Enterobacter, Klebsiella e Pantoea e no laboratério
foram encontrados os géneros Paenibacillus e Bacillus. ComparagOes feitas com as cepas

celuloliticas isoladas da microbiota intestinal de S levis com as cepas controle: Pichia
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pastoris KM71H (controle positivo) e E. coli (controle negativo) mostraram que as cepas com
maior atividade celulolitica na populagdo do laboratorio foram n © 4 (Bacillus sp.) ean © 228
(Bacillus sp.) enquanto que no campo a de n © 170 (Klebsiela sp.), de acordo com teste t de

Student (p <0,05) (Figura 21).
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Figura 21: Atividade celulolitica calculada pela razéo entre o didmetro do halo e o didmetro da
coldnia. A comparacdo utiliza o teste estatistico t de Student (p <0,05) comparando o controle positivo
(Pichia pastoris KM71H) e o controle negativo (Escherichia coli DH5 a) contra cada cepa celulolitica
isolada de laboratério e de campo intestinal populacdo. As cepas nUmeros estdo representadas na
Figural13.
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7. Discussao

A interacdo entre a microbiota intestina e seu inseto hospedeiro parece
desempenhar um papel importante ja que, alguns microrganismos colonizadores to trato
intestinal parecem ter habilidade e capacidade em decompor e/ou modificar compostos
guimicos presentes na dieta alimentar. Como exemplo, podemos citar a quebra da celulose
proveniente da dieta em agUcares mais simples permitindo que esses sgjam convertidos em
energia, assm como, a diminuicdo do efeito de substéncias toxicas ao hospedeiro
(CAMPBELL, 1990; DILLON, & DILLON, 2004; DOUGLAS, 1992; GENTA, et al., 2006;
TERRA & FERREIRA, 2005). Alguns endosimbiontes tém a capacidade de disponibilizar
nitrogénio, carbono e outras fontes de energia para seu hospedeiro (BREZNAK, 2000). As
associagOes simbidticas na maioria dos insetos apresentam-se pouco exploradas, incluindo
nagueles insetos que apresentam grande importancia econbmica, como € o0 caso do
Sohenophorus levis.

Neste trabalho, verificou-se que a coloragdo do intestino das larvas cultivadas
no laboratdrio € mais escura do gue as larvas coletadas no campo, isso possivelmente pode
estar ocorrendo devido ao tipo de dieta alimentar artificial que esta sendo oferecido as larvas
no cultivo no laboratdrio, ou entdo pela dieta diferente dos individuos do campo. Segundo
dados informados pela Southern Association of Agricultural Experiment Station Directors,
em 2001, foi observado que a coloragdo e a textura do contelido intestinal no bicudo do
algodoeiro (Anthonomus grandis) variam de acordo com o tipo de dieta ingerida por esses
insetos.

Foi observado o crescimento de microrganismos isolados tanto do intestino
das larvas do campo quanto das do laboratorio em meio TSA pH 7,0 enquanto que, em meio
YPD pH 5,0 somente microrganismos isolados do intestino das larvas do campo foram

capazes de crescer. Talvez isso possa ser explicado baseado nas necessidades especiais de
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cultivo que sdo necess&rias para 0 isolamento de aguns microrganismos da microbiota
intestinal dessas larvas. Por outro lado, como a microbiota intestinal das larvas do laboratério
parece estar pré-selecionada devido a sua manutencdo em laboratério utilizando a dieta
alimentar artificial, isso pode estar aterando ou interferindo na composi¢céo da microflora
intestinal desses insetos. Além disso, insetos que apresentam diferentes estégios alimentares,
como por exemplo, agueles sob constante alimentagdo versus aqueles que ndo tém alimento
disponivel por um periodo de tempo ou até mesmo aqueles que utilizam outro tipo de dieta
COmo as que S30 ricas em compostos secundarios, por exemplo, tém a capacidade de alterar o
pH ou o potencial redutor intestinal contribuindo assim para uma modificagdo na composi ¢ao
da microbiota intestinal (DILLON, & DILLON, 2004). Finalmente, os componentes de cada
meio de cultura (TSA ou YPD) acabam sendo seletivos com relacdo aos tipos de
microrganismos que terdo capacidade de crescer (ver Anexo C). O meio TSA apresenta-se
altamente nutritivo mesmo ndo tendo carboidratos na sua composi¢ao, enquanto que o YPD
tem a peptona como fonte de carbono e a dextrose é fonte de carboidrato, sendo mais indicado
para o isolamento de levedura, porém também é utilizado para bactérias.

Andlises utilizando diferentes antibiodticos demonstraram que a quantidade de
bactérias resistentes a antibidticos no meio TSA foi ligeiramente maior nagueles
microrganismos isolados dos insetos do campo (A, B, C, E e H) do que nagueles do
laboratério (B, C, D e H) apresentando 3 grupos em comuns entre eles (B, C e H) (Tabela5 e
Figura 20).

Os ensaios realizados com a dieta alimentar artificial servindo de meio de
cultivo para os microrganismos isolados do intestino das larvas do campo mostraram que as
bactérias e fungos leveduriformes tiveram uma diminui¢do na habilidade de crescer. Apenas
trés grupos bacterianos (A, E e F) e trés grupos de fungos leveduriformes (J, L e O) foram

capazes de crescer no meio da dieta aimentar artificial, mostrando assim, uma diminui¢do no
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crescimento bacteriano. Microrganismos intestinais tém a habilidade para se adaptar a
mudancas gque sdo causadas por alteragcdes na dieta pela indugédo de enzimas e mudangas na
populacéo da comunidade microbiana (KAUFMAN & KLUG, 1991; SANTO-DOMINGO et
al., 1998). Neste caso, a dieta alimentar artificial € produzida utilizando o bagaco da cana-de-
acucar além de outros compostos como proteinas, aminoécidos.

Destaformaadieta alimentar artificial parece ter um impacto nadiversidade da
microbiota intestinal como mostrado no teste realizado para verificar o efeito dessa sob os
microrganismos isolados da microbiota das larvas do campo (Tabela 6). 1sso possivelmente
pode estar acontecendo devido a presenga do agente antimicrobiano (Nipagin) e o fungicida
(Wintomylon) na dieta alimentar artificial, que servem para conservar 0 meio por mais tempo
livre de contaminagdes por microrganismos (Hoffman et al., 1966; Bell & Joachim, 1976) e
podem estar contribuindo para uma diminuicdo na diversidade microbiana intestinal. Ja foi
mostrado em outros trabalhos que a dieta alterou significativamente a composicdo da
microbiota intestinal da Lagarta do Sobreiro (Lymantria dispar — Linnaeus, 1759)
(BRODERICK et al., 2004), baratas (Periplaneta americana — Familia Blattidae) (KANE &
BREZNAK, 1991) e o grilo doméstico Acheta domesticus (LINNAEUS, 1758) (DOMINGO
et al. 1988). Também devemos levar em conta que as larvas que sdo mantidas em condicdes
laboratoriais no CTC por muitas geragdes em um ambiente controlado e submetidas a uma
dieta alimentar especifica a qual contém compostos antimicrobianos e antifingicos, que
podem estar atuando diretamente sobre microrganismos que possam Ser importantes para o
processo de digestdo do S. levis.

A curva de rarefacdo demonstrou que o nimero de clones de cada biblioteca
era suficiente e apropriado para realizagdo das andlises comparativas entre 0S grupos, néo

sendo necessario aumentar o nimero amostral .
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As andlises moleculares mostraram gue os filotipos encontrados no |aboratério
s80 pertencentes a 8 géneros, 1 grupo da categoria Candidatus e 2 grupos ndo-cultivaveis
enquanto que na populagdo do campo foram observados 8 géneros, 1 grupo da categoria
Candidatus e nenhum grupo ndo-cultivavel. Neste estudo foi encontrada uma diversidade
levemente maior na populagdo do campo (H'= 3,36) do que a do laboratorio (H'= 3,26)
baseada nos calculos utilizando o indice de Shannon utilizando os dados encontrados a
obtidos com a metodologia independente de cultivo. J& baseado na caracterizacgo daquelas
bactérias que foram isolados pel os métodos tradicionais de cultivo e posteriormente tiveram o
gene 16S rDNA sequienciado o indice de Shannon demonstrou que a populagdo do campo
(H'=2,97) apresenta-se levemente mais diversa com relacéo a do laboratério (H'= 2,57).

A composic¢ao da comunidade bacteriana intestinal pode ser reflexo do tipo de
alimento disponivel aos insetos criados no laboratério, ou outros fatores ambientais que sao
diferentes entre as populacdes campo e de laboratorio (MEAD et al., 1988). No campo, as
larvas se aimentam de cana-de-aglicar enquanto que no laboratorio as larvas tém acesso ao
bagaco da cana-de-agUcar, porém misturado com outros compostos como proteinas, sais
minerais, vitaminas no meio desenvolvido para a dieta alimentar artificial além dos compostos
gue sdo utilizados para a conservagdo do meio (Nipagin: Methylparabeno; 35 mg/ml e
Wintomylon: &cido Nalidixico; 0.0625 mg/ml). Desta forma, a dieta do laboratério apresenta-
se mais restritiva. Outros estudos mostraram que a microbiota intestinal em larvas de terceiro
instar de Automeris zucana (Lepdoptera — Saturniidae) expostas a diferentes habitos
alimentares poderiam afetar a composi¢ado da comunidade microbianaintestinal, embora tenha
sido observada a predominancia dos microbios que sdo oriundos de transmissdo vertical
materna por meio da capsula que protege 0 ovo e que serve de alimento para as larvas recém

eclodidas (SITTENFELD et al., 2002).
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O grupo Candidatus Nardonella pertencente ao filogrupo Gamma-
Proteobacteria foi 0 grupo predominante encontrado nas larvas do laboratério; embora
também tenha sido encontrado na populacdo do campo, porém em menor proporgdo. A
categoria Candidatus Nardonella é freqlentemente encontrada como endosimbionte de
besouros como Cosmopolites sordidus, Metamasius callizona, Metamasius hemipterus,
Rhynchophorus palmarum, Scyphophorus yuccae, Sphenophorus abbreviate, Yuccaborus
frontalis (LEFEVRE et al., 2004). Todas as seqiéncias relatadas como Candidatus
Nardonella apresentaram maior indice de similaridade com sequéncias 16S rDNA do
endosimbionte Metamasi us hemi pterus como descritaem LEFEVRE et al., 2004.

Metamasius hemipterus (L.) (NARDON et al., 1984) € um Coleoptera da
familia Curculionidae que esta associado principa mente com ataque a plantacfes de banana e
banana-nanica (Musa spp.) além de culturas de cana-de-aglcar. As infestagbes causadas por
M. hemipterus (L.) sdo também observadas em algums pameiras (GIBLIN-DAVIS et al.,
1994; PENA et al., 2005; VAURIE, 1966). M. hemipterus é considerado uma praga nas
plantacdes de cana-de-aclcar no Oeste da india, América Central e do Sul (VAURIE, 1966) e
foi descrita pela primeira vez na Florida em 1984 (WOODRUFF AND BARANOWSKI
1985). O ciclo de vidadeste inseto é similar ao do S. levis, tanto em sua fase adulta quando na
larval, além de apresentar habitos alimentares muito parecidos. O controle deste inseto € feito
utilizando iscas quimicas. Alguns fungos entomopatogénicos como Beauveria bassiana e
Metarhizium anisopliae também sdo utilizados para controlar essa praga. Porém o nemat6ide
Seinernema carpocapsae apresenta grande maior eficicia contra as larvas de M. hemipterus
n&o atuando contra os insetos adultos (GIBLIN-DAVIS et al., 1996).

Geramente a microbiota intestinal de insetos é considerada como um
ecossistema complexo o qual contém centenas de espécies bacterianas incluindo

microrganismos aerdbios, anaerdbios e/ou aerdbios facultativos (BRAUMAN, 2000;
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VARMA et al., 1994). A familia das Enterobacteriaceae, que apresentam capacidade de
fermentar acUcares (EWING, 1986), parece desempenhar um papel fundamental para a
populacdo de S levis do campo ja que 67.5 % dos clones dessa biblioteca pertencem a
familia enquanto contra 3% na populagdo do campo. De acordo com DILLON et al., 1996,
essa familia também aparece como predominante na microbiota intestinal de Phlebotomus
papatas (Diptera: Psychodidae), o principa vetor de Leishmania major. O gafanhoto do
deserto, Schistocerca gregaria, também apresenta na sua microbiota intestina a
predomindncia de microrganismos da familia das Enterobacteriaceae (HUNT &
CHARNLEY, 1981). O arroz caruncho Stophilus oryzae (Coleopteras Rhynchophoridae)
apresenta uma associagdo endosimbidtica com Stophilus oryzae principal endosymbiont
(SOPE), uma bactéria gram-negativa pertencentes a familia Enterobacteriaceae (LEFEVRE et
al., 2004). Enterobacteriaceae e outros grupos como Gamma-Proteobacteria, Bacteriodetes,
L actobacillae sdo consistentemente associados e freqlentemente observados em bibliotecas de
microbiota intestinal de artrépodes em geral (BRODERICK et al., 2004; EGERT et al.,

2003).

Parece ser necesséria a presenca de microrganismos celuloliticos no trato intestinal de
S levis, os quais tém a capacidade de degradar celulose e hemicelulose. Testes de atividade
CMCasica mostraram que cinco grupos bacterianos do campo (A, B, C, E e H), quatro do
laboratério (B, C, D e H) e um grupo de fungos leveduriformes (J) da populagdo do
laboratério apresentaram capacidade de degradar carboximetilcelulose (Tabela 7). As
bactérias parecem ter uma maior capacidade em utilizar CMC como fonte de energia do que
as leveduras no intestino de S levis, entretanto, Suh e colaboradores (SUH et al., 2003)
encontraram leveduras no intestino de besouros Odontotaenius digunctus e Verres
sternbergianus (Coleoptera: Passalidae) que possivelmente estdo envolvidas com a

degradacé@o de madeira. A maior atividade celulolitica foi observada em bactérias isoladas de
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larvas do laboratério, calculado baseado no halo formado na degradacdo do Agar CMC

(Figura13; Figura 21).

O corante Vermelho de Congo é utilizado como indicador de pH: em solugdes écidas
ele apresenta coloragdo azul e em solugdes bésicas coloragdo vermelha. Assim justificamos a
formac@o de halos azuis ao redor de algumas colbnias. Neste caso, esses microrganismos
provavelmente devem ter secretado substancias, na tentativa de conseguirem crescer no meio,

tornando-o &cido.

A atividade CM Césica também foi testada nos quatro os fungos filamentosos isolados,
porém apenas dois deles apresentaram tal atividade SLFF1 e SLFF2 (Figura 19). As fotos de
Microscopia Confocal indicam que os fungos SLFF1 e SLFF2 ndo sd0 0S mesmos
morfologicamente, ou sgja, ha uma diferenca com relacéo as hifas onde no primeiro elas ndo
tém septos enquanto que o segundo tém. Porém esses fungos ainda ndo foram identificados
com relacdo a género e espécie. Estudos demonstram o potencia das linhagens de
Trichoderma na producdo de celulases (COCHET, 1991; GASHE, 1992) apesar de que
espécies dos géneros Aspergillus e Penicillium também sdo citadas como boas produtoras
destas enzimas (KURASAWA et al., 1992, KUHAD & SINGH 1993, CASTILLO et al.,

1994, KIM et al., 1997).

A andlise molecular redlizada nas cepas bacterianas degradadoras de
carboximetilcelulose (Figura 13) mostrou que as de nimeros 04, 201 e 30 sdo do género
Bacillus, nimeros 03, 227, 228, 233 sdo do género Paenibacillus;, nUmero 20 € do género
Micrococcus, nimero 70 (que foi usada como controle negativo) do género Klebsiela;
nimeros 65, 66 e 69 ao género Enterobacter. Desta forma, observamos que o género
Paenibacillus foi o mais encontrado além de ter sido isolado tanto da microbiota intestina de

larvas do campo quanto do laboratério, sendo o principal grupo que apresentou atividade
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CMCésica. Além dos microrganismos dos géneros Enterobacter, Bacillus e Klebsiella
também terem apresentado tal atividade. Surpreendentemente, o género Paenicabillus ndo foi
encontrado na biblioteca gendmica de 16S rRNA. Ja foi isolada do intestino de cupins uma
cepa do género Paenibacillus a qual é capaz de degradar celulose e hemicelulose que
possivelmente esta contribuindo para a degradagcdo de alimentos do solo (OHKUMA et al.,
2003). Também jafoi relatado que a cepa Paenibacillus sp. BP-23 (formalmente Bacillus sp.
BP-23) (BLANCO & PASTOR, 1993) apresenta um sistema de glucanases complexo,
incluindo diversas celulases (BLANCO et al., 1998; PASTOR et al., 2001), xilanases
(BLANCO et al., 1995; BLANCO et al., 1999) e pectinases (SORIANO et al., 2000).
Segundo a Delalibera et al., 2005, as culturas de microrganismos celuloliticos da microbiota
intestina de S vestita que apresentaram degradores CMC foram capazes de digerir
fracamente tiras de papel filtro. Isto indica que um conjunto de micrébios produz uma mistura
de enzimas que €, provavelmente, necesséria para a completa digestdo da celulose que ndo
poderia ser realizada por um Unico isolado.

Bibliotecas de 16S rDNA muitas vezes revelam uma maior diversidade
microbiana do que as metodologias de cultivos tradicionais em ambientes como &gua do mar,
&gua doce e solo (HANDELSMAN, 2004). A caracterizagdo da comunidade bacteriana
intestinal de larvas do campo e do laboratério de S. levis pela metodologia de 16S rDNA sem
a necessidade de cultivo revelaram um namero semelhante de OTU’s comparado com o que
foi observado pela metodologia dependente de cultura;, apesar de alguns grupos serem
compartilhados e outros exclusivos de acordo com cada metodologia aplicada. A auséncia de
microrganismos do filogrupo Acidobacteria nas bibliotecas de 16S rDNA pode estar
relacionada com as medotologias aplicadas. extracdo de DNA, PCR, clonagem. Além disso,
talvez os microrganismos desse filogrupo, por estarem menos presentes quando comparados

com os outros, ndo foram identificados. Os filogrupos Beta-Proteobacteria e Bacteroidetes
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devem apresentar microrganismos que dependem de condi¢Oes especiais para isolamento e
cultivo através das metodologias tradicionais (condic¢&o nutricional diferenciada, necessidade
de cultivo anaerdbio), fazendo que estes ndo tenham sido isolados pel os métodos tradicionais
por esse motivo. Isto é semelhante aos resultados a partir de Dendroctonus frontalis
(VASANTHAKUMAR et al., 2006) e Lymantria dispar, no qual 77% dos morfotipos foram

cultivaveis (BRODERICK et al., 2004).
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8. Conclusdes

Ha diferenca entre a composic¢éo da microbiota intestinal entre as duas populacdes. A
microbiota intestinal das larvas do campo apresentou-se mais diversa do que a do
laboratorio através das analises moleculares que foram calculadas pelo indice de

diversidade de Shannon;

Foi possivel isolar microrganismos atraves das técnicas tradicionais de cultivos e

também caracteriza-1os mol ecularmente utilizando o marcador 16SrDNA;

Foram encontrados microrganismos (bactérias, fungos leveduriformes e filamentosos)
capazes de degradar celulose tanto na microbiota intestinal das larvas do campo
guanto das do laboratorio e isto pode contribuir para estudos voltados a degradacéo da

biomassa e residuos de origem lignocel ulolitica.

O género Paenibacillus foi o grupo mais abundante que apresentou atividade

CMCésica, porém ndo foi o que se apresentou com maior atividade celulolitica

(Bacillus sp. eKlebsiella sp.).
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AnNexos

Anexo A — Composicao do meio da dieta alimentar artificial daslarvas

Caseina: 122 g

Saisde Wesson: 359

AcUcar: 76 ¢

Germe de Trigo: 108 g

Bagaco de cana-de-acucar: 30 g
Acetato ascorbico: 15 g
Wintomylon: 2,5 ml

Caragenato: 90 g

Solucdo KOH: 35 ml

Solucdo B: 53 ml

H>O (componentes solidos): 1100 ml

H>O (componente para dissolver caragenato): 2000 ml

Solucio de KOH: 11,259 KOH

200 ml de H,0O destilada

Solucdo B: 70 g de Nipagin
70 g de &cido sorbico

800 ml de dcool 70%
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Anexo B — Extracédo de DNA utilizando protocolo CTAB

As amostras que estavam em um tubo de 1,5 ml com TE 1x foram vortexadas
por 5 minutos em velocidade maxima para permitir a separacdodas células bacterianas da
parede do intestino. Foram adicionados 60 pl de SDS 10 % e 2 mg/ml de proteinase K para
promover alise celular. As amostras foram misturadas vigorosamente e incubadas durante 3
horas a 56 °C. Posteriormente as amostras foram centrifugadas durante 3 minutosa800 x g. O
sobrenadante foi coletado e transferido para um novo tubo. Adicionou-se 100 pl de NaCl 5 M
em cada tubo e misturou-se vigorosamente. Adicionou-se 80 pl de CTAB
(Cetyltrimethylammonium bromide 10% - 0.7 M NaCl). Os tubos foram misturados em
vortex e incubados de 10 a 15 minutos a 65 °C. Adicionou-se 700 ul de cloroférmio,
homogenizou-se as amostras no vortex e centrifugou-se por 5 minutos a 9.300 x g. O
sobrenadante foi transferido para um novo tubo, aproximadamente 700 pl, excluindo a
interface. Adicionou-se 700 ul de fenol:cloroférmio:acool isoamilico (25:24:1). As amostras
foram vortexadas e centrifugadas por 5 minutos a 9.300 x g. O sobrenadante foi transferido
para um novo tubo e 0,6 volumes de isopropanol foi adicionado. Os tubos foram misturados
por inversdo 4 vezes e depois centrifugados por 1 minuto a 9.300 x g. Descartou-se 0
sobrenadante e guardou-se o pellet. Adicionou-se 1 ml de etanol 70 % e os tubos foram
centrifugados por 5 minutos a 9.300 x g. O etanol foi descartado e o pellet, depois de seco,
resuspendido em 100 pl de &gua mili-Q autoclavada. O DNA foi quantificado através de

eletroforese em gel de agarose 1%.
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Anexo C — Caracteristicas dos meios utilizados para isolamento e cultivo de
micr or ganismos.

O meio TSA é utilizado para isolar e cultivar microrganismos fastidiosos e
nao-fastidiosos. Este meio suporta o crescimento de uma grande variedade de microrganismos
tanto anaerdbios quanto aerdbios. Também proporciona o crescimento de leveduras. A
combinacdo da caseina com peptona de soja torna 0 meio atamente nutritivo fornecendo
nitrogénio organico, especidmente aminoacidos e peptideos de cadeia mais longa. O
cloreto de sodio mantém equilibrio osmético. Agar € o agente responsavel pela solidificagéo.
Uma vez que carece de carboidratos (fonte de carbono) é muito Util no estudo de reacfes
hemoliticas. Se desgjado, os antibidticos podem ser facilmente incorporados, bem como
outros suplementos ou inibitoria agentes.

O meio YPD é uma mistura de peptona, extrato de levedura e dextrose em
proporgdes Gtimas para o cultivo de microrganismos, principamente o de leveduras. Esse
meio contém peptona como fonte de carbono, nitrogénio, vitaminas e minerais. Extrato de
levedura fornece vitaminas do complexo B, que estimulam o crescimento bacteriano. A

dextrose é a fonte de carboidratos. Agar € o agente responsavel pela solidificacao.
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