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RESUMO

Caracterizacao e avaliacao do potencial de aplicacao bioindustrial da
bacteriofauna intestinal de Armitermes euamignathus Silvestri, 1901 (Isoptera:
Termitidae) e Coptotermes gestroi (Wasmann, 1896) (Isoptera:
Rhinotermitidae)

Microrganismos simbiontes sdo essenciais para a exploracdo de dietas de
baixo valor nutricional, o desenvolvimento, crescimento e a reproducdo de seus
hospedeiros. Insetos que se alimentam de dieta rica em materiais celulésicos, como
€ 0 caso de cupins, apresentam protozoarios e/ou bactérias associadas ao trato
digestivo que auxiliam na quebra do polimero de celulose e na fixacdo de nitrogénio.
A celulose e a hemicelulose sdo polimeros estruturais formados por unidades de
glicose, sendo a hidrélise desses polimeros de grande interesse industrial para a
producdo de etanol. O modo mais eficiente de hidrolisar a celulose € pelo uso de
enzimas, as celulases. Os cupins apresentam grande eficiéncia na digestdao de
celulose e hemicelulose, sendo que a compreensdo do processo de digestdo de
celulose por esses insetos pode facilitar o desenvolvimento de tecnologia mais
eficiente para a quebra desse polimero. Assim, este trabalho buscou i) isolar,
identificar e caracterizar microrganismos associados ao trato digestivo dos cupins
Armitermes euamignathus (Isoptera: Termitidae) e Coptotermes gestroi (Isoptera:
Rhinotermitidae); ii) verificar o potencial da microbiota na degradac&o dos principais
componentes da lignocelulose (celulose, xilana e pectina); iii) caracterizar o
potencial hidrolitico e determinar as condi¢des 6timas de hidrélise (pH e temperatura
das diferentes enzimas produzidas). A analise da microbiota cultivavel levou a
identificacdo de 14 filotipos para A. euamignathus e de 11 para C. gestroi,
distribuidos nos quatro principais filos, Proteobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes e
Actinobacteria. A caracteriza¢do da microbiota ndo-cultivavel levou a identificacdo de
17 filotipos em operérios e trés em soldados de A. euamignathus, enquanto que em
C. gestroi foi possivel identificar seis filotipos em operarios e oito em soldados. O filo
Firmicutes foi o mais abundante em A. euamignathus, enquanto Proteobacteria
predominou em C. gestroi. O isolamento de bactérias em meio seletivo para
degradacdo de celulose, xilana ou pectina levou a selecao de oito filotipos para A.
euamignathus e cinco para C. gestroi. Extratos brutos obtidos do cultivo dessas
bactérias apresentaram atividade de hidrélise de pectina e xilana, mas nao celulose.
Ensaios para otimizacdo das reacdes de degradacao indicaram a presenca de
enzimas que atuam em diferentes faixas de pH 6timo. Assim, a microbiota associada
aos cupins estudados foi bastante diversa, apresentando ainda diferencas entre as
diferentes castas desses insetos. Essa microbiota também atua em parte do
processo de degradacdo da celulose, demonstrando o potencial que bactérias
associadas ao intestino de cupins podem apresentar para a identificacdo de enzimas
digestivas que possam ser utilizadas no processamento da celulose.

Palavras-chave: Biocombustiveis; Biotecnologia; Energia renovavel; Simbiose
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ABSTRACT

Characterization and potential for bioindustrial application of the gut
bacteriofauna of Armitermes euamignathus Silvestri, 1901 (Isoptera:
Termitidae) and Coptotermes gestroi (Wasmann, 1896) (Isoptera:
Rhinotermitidae)

Symbionts are essential for insect hosts as they enhance the nutritional value of
their host diets and support host development, growth and reproduction. Insects that
feed on diets rich in cellulose, such as termites, exhibit protozoa and/or bacteria
within their digestive tract that aid in breaking the cellulose and in nitrogen fixation.
Cellulose and hemicellulose are polymers formed by units of glucose, and the
hydrolysis of these polymers is of great industrial interest for the production of
ethanol. Cellulases are the most efficient enzymes to break cellulose. Termites have
a huge capacity to digest cellulose and hemicellulose; thefore, understanding the
process by which they digest cellulose may allow the development of more suitable
technologies devoted to the industrial utilization of cellulose. This work aimed to i)
isolate, identify and characterize microorganisms associated with the digestive tract
of Armitermes euamignathus (Isoptera: Termitidae) and Coptotermes gestroi
(Isoptera: Rhinotermitidae), ii) investigate the potential of symbionts in the
degradation of the main components of lignocellulose (cellulose, xylan and pectin); iii)
characterize the hydrolytic potential and determine the optimum hydrolysis conditions
(pH and temperature) for the different enzymes produced. The analysis of culturable
microorganisms led to the identification of 14 phylotypes for A. euamignathus and 11
for C. gestroi, which were distributed in four Phyla, Proteobacteria, Firmicutes,
Bacteroidetes and Actinobacteria. The characterization of the non-culturable
microbiota led to the identification of 17 phylotypes in workers and three in soldiers of
A. euamignathus, while six phylotypes were identified in workers and eight in soldiers
of C. gestroi. Firmicutes was the most abundant in A. euamignathus, while
Proteobacteria predominated in C. gestroi. The isolation of bacteria in selective
medium to degrade cellulose, xylan or pectin led to the selection of eight phylotypes
from A. euamignathus and five from C. gestroi. Crude extracts obtained from the
cultivation of these bacteria showed hydrolytic activity towards to xylan and pectin,
but not cellulose. Assays for optimization of enzymatic reaction indicated the
presence of enzymes that act at different pH ranges great. As a conclusion, symbiont
diversity was quite different between the termites species and in between the castes
of these species. But the microbiota isolated also acts in the degradation of cellulose,
demonstrating the potential for the gut-associated bacteria of termites may present
for the identification of digestive enzymes which can be used in the processing of
cellulose.

Keywords: Biofuels; Biotechnology; Renewable energy; Symbionts
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1 INTRODUCAO

O sucesso adaptativo de insetos a vida terrestre tem a sua associacdo a
microrganismos simbiontes como um dos principais fatores. Esses microrganismos
sdo essenciais para a exploracdo de dietas de baixo valor nutricional, o
desenvolvimento, crescimento e a reproducdo de seus insetos hospedeiros
(MORAN; BAUMANN, 2000; MORAN, 2006). Dentre os simbiontes intracelulares
associados a insetos, Buchnera (simbionte priméario) e Wolbachia (simbionte
secundario) sdo os mais bem estudados (ZCHORI-FEIN et al., 2004; BAUMANN,
2006; SERBUS et al.,, 2008). Os insetos também podem alojar simbiontes
extracelulares, sendo a grande maioria associada ao lumen do trato digestivo, onde
participam de processos ligados a digestdo do alimento, ciclagem de nitrogénio,
detoxificagdo de compostos secundarios de defesa da planta, entre outros (DILLON;
DILLON, 2004).

Insetos que se alimentam de dieta rica em materiais celulésicos, como é o
caso de cupins, apresentam protozoarios e/ou bactérias associadas ao trato
digestivo que auxiliam na quebra do polimero de celulose e na fixacdo de nitrogénio
(TOKUDA et al., 1997; FONTES; ARAUJO, 1999; DOUGLAS, 2009). Os cupins sao
insetos sociais dominantes em ambientes terrestres e tropicais e se organizam em
castas especializadas no desempenho de atividades préprias, como a coleta e
distribuicdo do alimento e manutencédo da assepsia da colbnia (operarios), defesa
(soldados) e reproducéo (reprodutores) (CONSTANTINO, 1999; FONTES; ARAUJO,
1999; COSTA- LEONARDO, 2002).

Os cupins sao agrupados em superiores e inferiores dependendo da
microbiota associada ao trato digestivo (TOKUDA et al., 2001). Cupins inferiores,
como Coptotermes gestroi, estdo associados a protozoarios flagelados e bactérias,
enguanto cupins superiores, como Armitermes euamignathus, estdo associados
exclusivamente a bactérias. Os simbiontes de cupins inferiores e superiores
participam do processo de digestdo da celulose, mesmo naquelas espécies de
cupins capazes de produzir suas proprias celulases (INOUE et al., 1997; TOKUDA,
YAMAOKA; NODA, 2000).

A celulose e a hemicelulose sédo polimeros estruturais formados por unidades
de glicose unidas por ligacbes glicosidicas -1,4. Assim como a xilana e a pectina,

sao encontradas compondo a parede celular de células vegetais. A hidrélise desses
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polimeros tem grande interesse industrial, uma vez que a sua quebra resulta em
mondmeros de acucar que servem de substrato para a producéo de etanol. O modo
mais eficiente de hidrolisar a celulose é pelo uso de enzimas, as celulases, um
complexo de enzimas capaz de converter celulose em [-glicose. O desafio
enfrentado pela industria da bioconverséo de etanol é fazer com que essa conversao
aconteca de forma eficiente, econdmica e sustentavel (SCHARF; BOUCIAS, 2010;
WATANABE; TOKUDA, 2010).

Sabe-se que 0s cupins apresentam grande eficiéncia na digestdo de celulose
(77-99%) e hemicelulose (65-87%), sugerindo que a compreensao dos mecanismos
fisiologicos envolvidos no processo de digestdo de celulose possa facilitar o
desenvolvimento de tecnologia mais eficiente para a quebra do polimero de celulose
ou hemicelulose, processo necessario a producdo de bioetanol (OHKUMA, 2003;
SCHARF; BOUCIAS, 2010; WATANABE; TOKUDA, 2010).

Além do potencial biotecnoldgico de simbiontes associados a insetos, assim
como aguele apresentado pela microbiota intestinal de cupins, simbiontes de insetos
representam, atualmente, uma ferramenta moderna a ser utlizada no
desenvolvimento de técnicas alternativas para o controle de pragas, seja via
transgenia ou paratransgenia, com potencial de sucesso demonstrado para
inUmeros insetos-pragas agricolas ou vetores de doencas ao homem (MILLER;
LAMPE; LANZON, 2007; FAVIA et al., 2008; COUTINHO-ABREU; ZHU; RAMALHO-
ORTIGAO, 2010). Além da possibilidade de exploracdo dos mesmos via
manipulacdo génica para o controle de insetos-pragas e vetores de doencas, a
determinacdo das associacdes inseto-simbionte e das funcbes desempenhadas
pelos simbiontes na bioecologia do inseto hospedeiro também representam fonte
adicional de informacfGes para que novas vias de regulacdo de populacbes de
insetos nocivos sejam desenvolvidas (DOUGLAS, 2007).

Dessa forma, o conhecimento da microbiota, cultivavel ou ndo, associada a
cupins, 0s quais sdo pragas importantes em ambientes agricola e urbano, podera
fornecer informagfes essenciais ao desenvolvimento de métodos alternativos de
controle desses insetos e a identificacdo de microrganismos/enzimas que facilitem a
conversdo da celulose em glicose na producdo de biocombustiveis. Este trabalho
teve como obijetivos: i) isolar, identificar e caracterizar microrganismos associados ao
trato digestivo dos cupins Armitermes euamignathus (Isoptera: Termitidae) e

Coptotermes gestroi (Isoptera: Rhinotermitidae); ii) verificar o potencial da microbiota
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na degradacdo dos principais componentes da lignocelulose (celulose, xilana e
pectina); iii) caracterizar o potencial hidrolitico e determinar as condi¢cbes 6timas de

hidrolise (pH e temperatura das diferentes enzimas produzidas).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Simbiontes em Insetos

Os insetos representam o grupo de animais mais bem sucedidos da natureza.
Seu sucesso é devido a fatores como a adaptacédo a vida no ambiente terrestre, ao
vOo e a coevolucdo com plantas e microrganismos. Relacbes de simbiose entre
insetos e microrganismos sdo0 comuns e, muitas vezes, as bactérias podem
desempenhar papel crucial na biologia e no ciclo de vida de insetos, afetando sua
nutricdo, desenvolvimento, reproducdo e capacidade de defesa a inimigos naturais,
além de interferir no processo de especiacdo e selecdo hospedeira (MORAN;
BAUMANN, 2000; MORAN, 2001; MORAN, 2006; FELDHAAR, 2011;
KALTENPOTH; ENGL, 2013).

Simbiose pode ser definida como uma relacdo intima entre inseto e
microrganismo, onde a aquisicdo e manutencdo desses microrganismos podem
resultar em novas estruturas e em novas vias metabodlicas (ZOOK, 1998). Os
endossimbiontes podem ser obrigatorios ou facultativos, e essa classificacdo esta
relacionada ao grau de dependéncia do inseto em relacdo ao microrganismo
simbionte. Simbiontes obrigatérios estdo normalmente associados a estruturas
especiais do hospedeiro, 0s bacteriocitos ou micetécitos, sdo transmitidos
verticalmente, e sua associacdo € necessaria a sobrevivéncia e/ou reproducédo de
seu hospedeiro. O exemplo mais estudado desta relagéo € a simbiose de pulgdes e
0 simbionte bacteriano, Buchnera aphidicola (BAUMANN, 2005). Como ¢€ tipico em
relacdes de simbiose obrigatéria, B. aphidicola tem genoma muito reduzido, mas
mantém genes que lhe permitem fornecer ao seu hospedeiro os aminoacidos
essenciais e as vitaminas, que ndo podem ser obtidos da dieta do pulgdo (HANSEN;
MORAN, 2011; ENGEL; MORAN, 2013).

Simbiontes facultativos podem ser encontrados alojados em varios tecidos do
hospedeiro, sendo transmitidos de forma vertical ou horizontal, mantendo relagbes
de simbiose com o inseto que podem variar do mutualismo ao parasitismo (MORAN;
BAUMANN, 2000; BAUMANN, 2006; SIOZIOS et al., 2008). Wolbachia é o exemplo
mais conhecido desta relacdo, induzindo diversas alteracbes reprodutivas, tais
como: (1) incompatibilidade citoplasmatica direcional ou bidirecional, quando n&o ha

producdo de progénie; (2) inducdo de telitoquia, em que ovos haploides originam
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individuos dipléides do sexo feminino; (3) feminizacdo, quando machos genéticos
sao convertidos em fémeas funcionais (ZCHORI-FEIN et al., 2004; SERBUS et al.,
2008).

Insetos ainda podem abrigar simbiontes extracelulares que sdo encontrados
em varias partes do corpo do hospedeiro, principalmente no trato digestivo. Muitos
fatores influenciam diretamente a colonizac&o do trato intestinal de insetos, uma vez
que a diversidade da microbiota esta relacionada com estruturas especializadas
presentes no intestino, o tipo de alimento ingerido pelo inseto e enzimas digestivas
presentes, além do efeito do pH e do potencial redox. Em relacdo a estrutura e
compartimentalizacdo do trato digestivo, foi observado que insetos que tem
estruturas mais complexas também apresentam microbiota intestinal mais diversa
gquando comparados aqueles que apresentam estruturas mais simples (DILLON;
DILLON, 2004).

2.2 Biologiade cupins

Os cupins séo insetos eussociais pertencentes a Ordem Isoptera e estdo
entre os invertebrados mais abundantes que compb&em a fauna edafica de
ecossistemas tropicais e subtropicais, ocorrendo ainda em regides éaridas (LEE;
WOOD, 1971; COSTA-LEONARDO, 2002). As 3000 espécies de cupins descritas no
mundo estdo agrupadas em sete familias: Mastotermitidae, Termopsidae,
Hodotermitidae, Kalotermitidae, Serritermitidae, Rhinotermitidae e Termitidae, das
quais apenas as quatro ultimas ocorrem no Brasil (ENGEL; KRISHNA, 2004,
HONGOH, 2011).

Uma coldnia tipica de cupim é composta por individuos morfofisiologicamente
diferentes. A casta dos individuos estéreis é representada por operarios e soldados,
sendo 0s primeiros responsaveis pela obtencdo e repasse do alimento as demais
castas, pelo cuidado a prole e pela constru¢cdo e limpeza do ninho (COSTA-
LEONARDO, 2002). A casta dos operarios, por meio do processo de trofalaxia, é
responsavel pelo complexo fenbmeno de regulacéo social da comunidade. Quando
requisitados, 0s operarios podem regurgitar o alimento (alimento estomodeal),
oferecendo secrecédo salivar ou fornecendo uma gota de fluido fecal (alimento
proctodeal). Essas substancias, além do valor nutritivo, transportam horménios

reguladores do desenvolvimento social da colbnia, bactérias e/ou protozoarios
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simbiontes que auxiliam no processo de digestdo da celulose (FONTES; ARAUJO,
1999). Os soldados atuam na defesa da colonia e participam do forrageamento
juntamente com os operarios. Rei e rainha representam a casta fértil, tendo a rainha
a funcdo exclusiva de produzir ovos e o0 rei a de insemina-la periodicamente
(CONSTANTINO, 1999; COSTA-LEONARDO, 2002).

O alimento coletado pelos operarios representa 0 recurso energeético basico
da colbénia. Uma grande variedade de materiais celuldsicos e lignocelulésicos podem
servir de alimento aos cupins, incluindo madeira (viva ou morta), gramineas, plantas
herbaceas, excremento de herbivoros, fungos e himus (LIMA; COSTA-
LEONARDO, 2007). Por ocuparem a posi¢cado de consumidores primarios (herbivoros
e detritivoros) em ecossistemas naturais e participarem ativamente da
decomposicéo e reciclagem de nutrientes, 0s cupins sao considerados pecas-chaves
em varios processos ecologicos. Além disso, estdo associados a processos de
aeracao e descompactacéo do solo, consequentes das construgcdes de galerias para
forrageamento. Quando comparado ao alimento consumido por outros animais, 0
alimento explorado pelos cupins apresenta baixo valor nutricional (WALLER; LA
FAGE,1986).

O sistema digestivo de cupins é composto por um tubo que comeca na parte
superior da cavidade bucal, seguido pela faringe e, posteriormente, diferenciado em
trés partes: intestino anterior (estomodeu), intestino médio (meséntero) e intestino
posterior (proctodeu) (Figura 1). Na regido do proctodeu sdo encontrados
microrganismos simbiontes (protozoarios e/ou bactérias) que auxiliam 0s cupins na
digestdo de celulose e na fixagcdo de nitrogénio (N2), o que faz com que esses
insetos interfiram nos processos atmosféricos por meio da liberagdo de metano
(CHy) e de dioxido de carbono (CO;) (FONTES; ARAUJO, 1999). Dependendo do
simbionte associado, cupins sao divididos em inferiores, aqueles associados a
protozoarios flagelados e bactérias, e superiores, associados somente a bactérias.
Em ambos os casos, os simbiontes desses insetos participam ativamente da
digestdo da celulose. Cupins superiores apresentam representantes apenas em
Termitidae, sendo todos os demais distribuidos pelas seis familias restantes
(TOKUDA et al., 2000; COSTA-LEONARDO, 2002).
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Figura 1 — Estrutura do trato digestivo de cupim inferior (A) e superior (B). O
esquema mostra as regides: Cr — intestino anterior; Pr — proventriculo;
Me — intestino médio; Ms — segmento misto; P1 a P3 — segmentos
proctodeais; P3d — diverticulo; R — reto (EGGLETON, 2011)

Inicialmente, toda digestdo de celulose era creditada aos simbiontes
associados ao trato digestivo desses insetos; porém, muitos estudos mostram que
alguns grupos de cupins apresentam a capacidade de sintetizar enzimas celuloliticas
capazes de digerir, pelo menos parcialmente, a celulose, como no caso do cupim
superior Nasutitermes takasagoensis (Shiraki) (Termitidae) (TOKUDA et al., 2001).
Também foi encontrada atividade celulolitica em glandulas salivares e no proctodeu
do cupim inferior Reticulitermes speratus (Kolbe) (Rhinotermitidae), mas pouco se
sabe sobre a eficiéncia das bactérias associadas no processo de digestdo da
celulose (INOUE et al., 1997).

A degradacdo da lignocelulose em aclUcares € um processo complexo e
envolve uma diversidade de enzimas hidrolisadoras. A alta eficiéncia de digestao e
aproveitamento da celulose por cupins tem fascinado muitos investigadores por
guase um século, mas o processo de digestdo da celulose por esses insetos ainda
nao esta completamente elucidado. Acredita-se que a chave para entender todo o
processo esta na caracterizacdo das enzimas que atuam no processo de digestao
da lignocelulose (TOKUDA et al., 1997).
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2.3 Degradacéao dalignocelulose por cupins

A lignocelulose é composta por celulose, hemicelulose e lignina. Celulose e
hemicelulose sdo polissacarideos estruturais compostos por unidades de acucar
unidas por ligagdes glicosidicas B-1,4 (WATANABE; TOKUDA, 2010). A celulose é
composta por polimeros rigidos de glicose com alto peso molecular, enquanto a
hemicelulose é um polimero heterogéneo de pentoses (xilose, arabinose), hexoses
(manose, galactose, glicose) e acidos de acucar (acidos glicurénico ou
galacturénico) (BACIC; HARRIS; STONE, 1988). Também é comum encontrar
hemiceluloses formadas por xilana, laminarina e liguenana (BEG et al.,, 2001). A
lignina € um polimero tridimensional de compostos fendlicos ligados entre si e a
hemicelulose por ésteres. A lignina é sintetizada principalmente a partir de trés
alcoois hidroxicinamil (p-cumaril, coniferil e sinapil), cujas propor¢ées variam
dependendo da espécie de planta (RALPH et al., 2004; ANDERSON; AKIN, 2008).

A degradacao da lignocelulose envolve um complexo enzimatico e tem inicio
durante o processo de mastigacdo dos cupins. Os materiais lignocelulésicos sdo
quebrados em particulas menores e, em seguida, ocorre a despolimerizacdo da
lignina com participacdo das enzimas lacases e peroxidades (BREZNACK; BRUNE,
1994). A etapa seguinte € a degradacdo da hemicelulose, que envolve a atividade
combinada de diversas enzimas, como endo e exo -1,4-xilanases, B-xilosidases, a-
arabinofuranosidases, a-uronidases e esterases (SCHARF; TARTAR, 2008). A etapa
final € a hidrolise da celulose em suas unidades de glicose pela atividade combinada
de endo-B-1,4-glicanases, celobiohidrolases e [3-1,4-glicosidases. As endo-B-1,4-
glicanases hidrolisam aleatoriamente ligacbes [3-1,4-glicosidicas dos polimeros de
celulose, liberando oligbmeros de quatro ou mais unidades de glicose (TOKUDA et
al., 1997; WATANABE et al., 1997). As celobiohidrolases atacam as extremidades
nao-redutoras das cadeias de celulose, liberando uma unidade de celobiose apds
hidrélise. Por atacar somente as extremidades ndo-redutoras das cadeias, a sua
atividade é reduzida, a menos que as endoglicanases fornecam substrato suficiente.
A terceira enzima envolvida para que ocorra a hidrolise completa da celulose a
glicose € a [B-1,4-glicosidase, hidrolisando a celobiose a glicose (BREZNACK;
BRUNE, 1994; WATANABE; TOKUDA, 2001).

Embora a expressao de genes que codificam enzimas que auxiliam na quebra

da lignocelulose ja tenha sido verificada por meio de RT-PCR na glandula salivar
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e/ou no intestino médio de varias espécies de cupins (TOKUDA et al., 1999;
TOKUDA et al., 2009), e também por andlise do transcritoma da glandula salivar do
cupim inferior Hodotermopsis sjoestedti (Termopsidae) (YUKI et al., 2008), a
digestdo completa desse substrato depende em grande parte da atividade de sua
microbiota intestinal. Apesar de todos estes estudos sobre a relagdo de simbiose
entre insetos e microrganismos, ainda faltam informagdes sobre o papel funcional
desta microbiota intestinal, o que explica a grande dificuldade em enumerar os
beneficios dessa relacdo (HONGOH, 2011)

Outro desafio € o fato de grande parte dos microrganismos associados nao
serem prontamente cultivaveis, fazendo necessaria a utilizacdo de métodos
independentes de meios de cultivo, como os métodos moleculares, principalmente
0s baseados no estudo da sequiéncia do 16S rDNA. Estas técnicas se baseiam na
amplificacdo do 16S rDNA por PCR e posterior caracterizagdo por clonagem e
seqienciamento. Com o conhecimento da microbiota ndo-cultivavel presente no
trato digestivo dos insetos € possivel a obtencao de informacdes necessarias para o
seu cultivo em condi¢des especificas, como presenca ou auséncia de oxigénio no
momento do cultivo e/ou a suplementacdo do meio com nutrientes especificos.
Outros métodos para estudo da comunidade bacteriana podem ser utilizados, tais
como a andlise de restricdo do rDNA amplificado (ARDRA), polimorfismo do
tamanho do fragmento de restricdo terminal (TRFLP), andlise do espaco ribossomal
intergénico (RISA), eletroforese em gel com gradiente desnaturante (DGGE),
eletroforese em gel de gradiente de temperatura (TGGE) e polimorfismo
conformacional de fita simples (SSCP). Existem ainda métodos que se baseiam no
perfil dos acidos graxos fosfolipidicos (PLFA) e dos metil ésteres de acido graxos
(FAME) para obter perfil da comunidade bacteriana (SAMBROOK; RUSSELL, 2001,
DILLON; DILLON, 2004).

2.4 Degradacéao de xilana e pectina por cupins

Xilana & o principal constituinte do complexo hemicelulésico presente na
parede celular de plantas. Para a completa hidrdlise de xilana é necessaria a acao
de muitas enzimas que reduzem este polimero de acgucar a pequenas unidades
metabolizaveis. A principal enzima envolvida na hidrélise de xilana € a endo-1,3-
xilanase (CORTEZ; PESSOA, 1999).
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A hidrdlise de xilana facilita a liberacdo de lignina da polpa, e € aplicada em
escala industrial para a reducdo da quantidade de cloro utilizada nos processos
industriais tradicionais. Na industria de alimentos, xilanas encontram aplicacdo como
substrato para a producéao de xilitol, um adocgante de baixo poder calérico (ARRUDA,;
FELIPE, 2009). Outro produto resultante da hidrélise da xilana é a D-xilose, que
pode ser convertida em diversos produtos de interesse industrial, como combustiveis
e solventes (etanol, butanol, 2,3-butanodiol, acetona e 2-propanol), alditéis (xilitol e
glicerol) e acidos organicos (acido latico, acético e butirico), além de poder ser
utilizada como substrato nos processos de producdo de glicose isomerase
(KULKARNI; SHENDYE; RAO, 1999; BEG et al., 2001).

Estudos realizados com o0s cupins inferiores Zootermopsis angusticollis
(Termopsidae) e Reticulitermes speratus (Rhinotermitidae) demonstraram que
protozoarios presentes no trato digestivo desses insetos participam ativamente na
guebra da xilana (ODELSON; BREZNAK, 1985; INOUE et al., 1997). O estudo de
metagendmica realizado com o cupim superior Nasutitermes ephratae (Termitidae)
relatou a presenca de diversas xilanases no segmento P3 do trato digestivo desse
cupim (WARNECKE et al., 2007). Pouco se sabe sobre a participacdo de bactérias
simbiontes na degradacdo de xilana; porém, trabalhos realizados com o cupim
inferior Reticulitermes santonensis (Rhinotermitidae) identificaram diversas
glicosidases bacterianas e, entre elas, uma nova xilanase bacteriana que atua na
despolimerizacdo das cadeias de polissacarideos de hemiceluloses, produzida por
uma bactéria do género Streptomyces. Recentemente, uma nhova Xxilanase
termoestavel foi isolada de Paenibacillus macerans, associada ao intestino de
Nasutitermes sp. (DHEERAN et al., 2012).

A pectina € um dos principais componentes da lamela média da parede
celular de plantas e age como cimento, agregando as células vegetais. As enzimas
pectinoliticas, ou pectinase, sdo divididas em trés grupos: protopectinases,
despolimerases e esterases. As pectinases sdo aplicadas em varios processos
industriais: para reduzir a viscosidade, aumentar e melhorar a eficiéncia de filtragéo
e clarificacao; para melhorar a extracdo de 6leos vegetais; e no tratamento de fibras
naturais (UENOJO; PASTORE, 2007).
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2.5 Producdo de biocombustiveis a partir da hidrélise de celulose e

hemicelulose

Fatores como o aquecimento global e 0 aumento do custo do petréleo nos
ultimos anos criou a necessidade de pesquisas para a producdo de combustiveis
ecologicamente sustentaveis como o bioetanol (SUN; SCHARF, 2010). A biomassa
lignocelulésica é uma das fontes renovaveis mais abundantes que podemos
encontrar na natureza, sendo composta, principalmente, de celulose (44%),
hemicelulose (30%) e lignina (26%). Essa biomassa inclui residuos agricolas e
florestais que tem potencial para se tornar uma importante fonte de acUcares
fermentaveis, o que permitiria a expressiva producdo de bioetanol (WATANABE;
TOKUDA, 2010).

A hidrélise de celulose e hemicelulose em monémeros de agucares, como
glicose, xilose ou manose, € etapa crucial no processo de producao de bioetanol. O
método mais eficiente para a hidrolise da celulose em glicose é pelo uso de
celulases (um complexo enzimético capaz de quebrar celulose em [-glicose).
Entretanto, um dos desafios a ser enfrentado na bioconversao de lignocelulose € a
obtencdo do bioetanol de forma eficiente, econdmica e sustentavel (SCHARF;
BOUCIAS, 2010).

Os cupins estdo entre 0os mais importantes e eficazes insetos capazes de
digerir lignocelulose. Pesquisas demonstram que 0s cupins apresentam eficiéncia de
digestéo de 77-99% de celulose e de 65-87% de hemicelulose (OHKUMA, 2003).
Isso sugere gque os cupins podem ser a chave para converter, de forma eficiente,
lignocelulose em bioetanol. Sendo assim, o estudo da fisiologia do seu trato
digestivo, bem como a compreensdao dos mecanismos envolvidos no processo de
digestédo de celulose, seja de forma enddgena ou com o auxilio de simbiontes, pode
auxiliar no desenvolvimento de tecnologia eficiente de pré-tratamento da biomassa
lignocelulésica (quebra do polimero com auxilio de enzimas), processo necessario
na producéo de bioetanol (SCHARF; BOUCIAS, 2010).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Coletade colbnias e individuos de A. euamignathus e C. gestroi

Operarios e soldados de A. euamignathus e C. gestroi foram coletados em
ninhos localizados no campus da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” —
Piracicaba, Sdo Paulo, e em ninhos localizados na area urbana da cidade Rio Claro.
A coleta de A. euamignathus foi realizada diretamente de ninhos epigeos,
caracteristicos de cupins deste género, enquanto para a coleta de C. gestroi foram
utilizadas iscas Termitrap®, confeccionadas com tiras de papeldo corrugado de 15
cm de altura por 135 cm de comprimento. Essas iscas foram enterradas no solo e
mantidas nos pontos de coletas por aproximadamente 10 dias. ApGs a retirada, foi
realizada a triagem do material e a separagao das castas de interesse.

3.2 Isolamento, cultivo e caracterizacdo molecular de bactérias simbiontes

cultivaveis associadas ao trato digestivo de A. euamignathus e C. gestroi
3.2.1 Isolamento e cultivo

Para isolamento da bacteriofauna cultivavel, operarios e soldados de A.
euamignathus e C. gestroi foram esterilizados superficialmente via imersdo em
solucdo de 0,5% de hipoclorito de s6dio em 70% etanol por 5 min. Na sequéncia, 0s
espécimes foram submetidos a dois banhos sucessivos em agua destilada estéril (5
min/cada). Os espécimes foram dissecados para a coleta do intestino. Os intestinos
obtidos de dez individuos de cada casta (operario e soldado), para cada espécie
estudada, foram transferidos para tubo contendo 100 pL de solucéo salina estéril a
0,8% e, em seguida, macerados com auxilio de pistilo. Os macerados obtidos foram
utilizados para o isolamento de col6nias ap0s a realizacéo de diluicdes seriadas.

Cada diluicdo foi agitada em vortex e aliquotas de 50 pL foram plagueadas
em diversos meios de cultura, sendo: 1) meio Luria Bertani (LB) (ATLAS, 2005); 2)
10% TSB (Acumedia®); 3) TSB (Acumedia®); 4) meio agar nutriente (ATLAS, 2005);
5) meio ISP2 (SCHIRLING; GOTTLIEB, 1966); 6) meio ISP4 (SCHIRLING;
GOTTLIEB, 1966); 7) meio de extrato de solo (ATLAS, 2005); 8) meio SM3 sem e
com antibioticos antibioticos [foi adicionado ao meio SM3 os antibioticos novabiocina
(10 pg/mL), acido nalidixico (10 pg/mL), ciclohexamida (50 pg/mL) e o fungistatico
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nistatina (50 pg/mL)] (TAN; WARD; GOODFELLOW, 2006) 9) meio &gar-vitamina
(HAYAKAWA; NONOMURA, 1987); 10) meio Czapek (Fluka Analytical®); e 11) meio
de amido-caseina (KUSTER; WILLIAMS, 1964), e cultivadas a 28°C por 16 h ou até
o surgimento de colbnias. As colbnias foram inicialmente categorizadas por aspectos
morfolégicos (cor, tamanho, formato da coldénia) e pelo menos trés (3)
representantes de cada tipo morfolégico obtido em cada meio de cultivo, foram
selecionados para posterior caracterizacdo molecular. Cada clone isolado foi
cultivado em meio liquido e uma aliquota das células em cultivo preservada em 30%
glicerol e depositada na Colecdo de Simbiontes de Insetos do Laboratério de
Interages em Insetos, mantida a -80°C.

3.2.2 Caracterizacdo molecular e filogenia

Os morfotipos selecionados foram cultivados em meio liquido a 28°C, sob
agitacdo constante, por 24h. Apés o crescimento, aliguotas de 1 mL das células
bacterianas foram coletadas e sedimentadas via centrifugagédo (3.500g x 5 min x
10°C), sendo o sedimento obtido utilizado para extracdo de DNA gendmico.

O DNA gendmico foi obtido ap6s adicdo de 400 pL do tampédo de extracdo
TEN (10 mM Tris-HCI, pH 8; 2 mM EDTA, pH 8; 400 mM NacCl), acrescidos de 40 uL
de 20% SDS e 8 pL de proteinase-K (20 mg/mL) ao sedimento de células obtido. O
material foi incubado a 55°C por 1 h e 300 pyL de solucdo aquosa saturada de NaCl
(5 M) foram adicionados. A amostra foi agitada em vortex por 30s, centrifugada a
14.000g (30 min) e o sobrenadante coletado. Um volume de isopropanol gelado foi
adicionado ao sobrenadante e incubado a -20°C “over-night” para a precipitacdo do
DNA. Em seguida, o material foi centrifugado (14.000g x 30 min x 4°C), o
sobrenadante descartado e o sedimento de DNA obtido lavado em banhos
sucessivos de 100% (1x) e 70% (2x) etanol e centrifugado (14.000 g x 5 min x 4°C).
Apds o término das lavagens, o sedimento de DNA foi mantido a temperatura
ambiente para completa evaporacao do etanol, sendo entédo ressuspenso em 20 pL
de agua Milli-Q autoclavada e armazenado a -20°C até sua utilizacdo (SUNNUCKS;
HALES, 1996). A qualidade do DNA extraido foi avaliada via eletroforese em gel de
agarose a 0,8%, contendo 0,5 pyg/mL de brometo de etidio, em tampao TAE (40 mM
Tris-acetato, 1 mM EDTA, pH 7,2) a 5 V/cm, e posterior visualizagdo em

transiluminador.
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As amostras de DNA obtidas foram utilizadas para a amplificacdo de
fragmento da regido 16S do rDNA em reac¢bes de PCR com volume final de 25 pL.
As reacOes foram conduzidas em solucdo contendo tampéao de reacdo 1x, 1,5 mM
MgCl,, 200 pM de cada dNTP, 0,32 pM de cada um dos iniciadores (8F:
5AGAGTTTGATCCTGGCTCAG3’; 1491R: 5GGTTACCTTGTTACGACTT3’), 0,625
U da enzima GoTaq polimerase (Promega® e 1 upl de DNA gendmico
(aproximadamente 50 ng). O programa de amplificacdo consistiu de desnaturacao
inicial a 95°C por 4 min, seguido por 35 ciclos a 95°C por 1 min, 50°C por 1 min e
72°C por 1 min, e finalizagdo com uma etapa de extensdo a 72°C por 10 min (RIVAS
et al., 2001). Os produtos de amplificacdo foram separados via eletroforese em gel
de agarose a 1,5%, nas mesmas condi¢cdes descritas anteriormente.

As reacOes que produziram fragmento Unico de tamanho esperado
(aproximadamente 1.490 pb) foram purificadas utilizando o método enzimatico
ExoSap (Fermentas®), adicionando-se 10 U da enzima exonuclease e 1 U da enzima
fosfatase alcalina a 5 uL da reacédo de PCR. As amostras foram mantidas a 37°C por
30 min e posteriormente submetidas a 80°C por 15 min para inativacdo das enzimas.
Os amplicons purificados foram submetidos a andlise de RFLP (“Restriction
Fragment Length Polimorphysm” — polimorfismo de tamanho de fragmentos de
restricdo) utilizando as enzimas de restricdo Rsal, Hinfl e Ddel (Fermentas®). Uma
aliquota de 4 uL de cada produto de PCR foi digerida em uma mistura de reacdo de
10 pL (0,2 yL da enzima, 1 yL de tampéo e 4,8 yL de agua), seguindo as instrucées
do fabricante (Fermentas®). As reacdes foram colocadas em banho-maria a 37°C por
24 h e o padréo de restricdo obtido visualizado em transiluminador apés eletroforese
em gel de agarose a 1,5% e coloracédo do gel com brometo de etidio (0,5 ug/mL).

Morfotipos que produziram padrées de restricdo diferentes foram
selecionados e enviados para sequenciamento junto ao CBMEG/UNICAMP ou junto
ao Centro de Estudos do Genoma Humano - USP. Para a obtencdo dos 1400pb do
gene 16S rDNA, as reacbes de sequenciamento foram conduzidas utilizando-se os
iniciadores empregados nas reacdes originais de amplificacdo (8F e 1492R), além
de iniciadores universais internos (357f: 5° CTCCTACGGGAGGCAGAGG 3’; 515f:
5'- GTGCCAGCAGCCGCGGTAA - 3") (TURNER et al., 1999).

As sequéncias obtidas foram comparadas as sequéncias-tipo depositadas nos
bancos de dados do “National Center for Biotechnology Information” (NCBI)
(http://www.ncbi.nlm.nhi.gov/) e do e-EzTaxon (http://eztaxon-e.ezbiocloud.net/; KIM
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et al., 2012) para sua identificagdo putativa. As sequéncias de 16S rDNA foram
visualizadas no programa FinchTV (disponivel em www.geospiza.com/finchtv) e
montadas com auxilio da ferramenta BLAST. As sequéncias completas foram
alinhadas com a ferramenta ClustalW disponivel no programa Mega 5.05, utilizando-
se de parametros padréo (penalidade de “gap” = 15, extensdo de “gap” = 6.6)
(TAMURA et al., 2011). Ferramentas disponiveis no programa Mega 5.05 foram
utilizadas para selecionar o modelo evolutivo mais adequado ao conjunto de dados
presente no alinhamento. As relacdes filogenéticas entres os filotipos foram inferidas
pelo modelo neighbor-joining (SAITOU; NEI, 1987) utilizando o modelo de Kimura-2-
parametros (KIMURA, 1980). Para a formacao de clados bem definidos, sequéncias
do gene 16S rDNA de bactérias mais proximas aos morfotipos encontrados foram
obtidas junto aos bancos de dados NCBI e e-EzTaxon e utilizadas para a confeccao
da éarvore.

Os filotipos identificados receberam coédigo de identificacdo correspondente
as iniciais do nome do laboratério (Laboratério de Interagdes em Insetos — LII),
acrescidas das iniciais da espécie do cupim (AE - Armitermes euamignathus; CG -

Coptotermes gestroi) e de numeracgao sequencial.

3.3 Caracterizacdo molecular de bactérias simbiontes nao-cultivaveis

associadas ao trato digestivo de A. euamignathus e C. gestroi
3.3.1 Preparo de células quimicamente competentes

Para o preparo de células competentes, a cepa DH5a de Escherichia coli foi
inoculada em 15 mL de meio LB (Luria-Bertani) liquido e incubada a 37°C, sob
agitacao de 200 rpm, “over-night”. Em seguida, foram inoculados 13,3 mL deste pré-
in6culo em 226,7 mL de meio LB e mantidos a 37°C sob agitacdo até atingir
densidade ética (D.O) de 0,3-0,4 a 600 nm. A cultura foi transferida para tubos de 50
mL, incubada em gelo por 10 min e centrifugada a 900g por 12 min a 4°C. As células
foram ressuspensas em 10 mL de 100 mM MgCl, gelado e novamente centrifugadas
(900g x 12 min x 4°C). O pellet foi ressuspenso em 20 mL de 100 mM CacCl, gelado
e incubado em gelo por 20 min, seguindo-se a nova centrifugacédo. O sedimento foi
ressuspenso em 800 pL de 85 mM CaCl, preparado em 15% glicerol gelado. Em

seguida, foram feitas aliquotas de 50 pL em tubos plasticos previamente resfriados e
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as células foram mantidas a -80°C até sua utilizacdo (SAMBROOK; RUSSELL,
2001).

3.3.2 Amplificacéo, transformacéo e clonagem

O intestino de cinco operarios e cinco soldados dos cupins A. euamignathus e
C. gestroi foram extraidos sob condigBes assépticas e macerados com auxilio de
pistilo em solucéo de homogeneizacdo TEN (10 mM Tris-HCI, pH 8; 2 mM EDTA, pH
8; 40 mM NaCl) para extracdo de DNA gendbmico da bacteriofauna associada
(SUNNUCKS; HALES, 1996). Por meio de reacfes de PCR, foi realizada a
amplificagdo de fragmento da regido 16S do rDNA utlizando o conjunto de
iniciadores universais 8F e 1491R, em reacdo programada a 95°C por 4 min (1
ciclo), seguida por 35 ciclos 95°C por 1 min, 50°C por 1 min, 72°C por 1 min e
extensdo final a 72°C por 10 min. Os amplicons gerados foram purificados e
inseridos em vetor TOPO TA 2.1, utilizando o kit TOPO TA Cloning for Sequencing
(Invitrogen®), seguindo as orientacdes do fabricante. Os plasmideos contendo os
insertos das bactérias de interesse foram utilizados na transformacéo de células
guimicamente competentes de E. coli, preparadas conforme descrito no item 3.3.1.
As células foram cultivadas em meio SOC (2% triptona, 0,5% de extrato de levedura,
10 mM NaCl, 2,5 mM KCI, 10 mM MgCl,, 10 mM MgSO4, 20 mM glicose) sob
agitacao constante (225 rpm x 1h x 37°C) e aliquotas foram plaqueadas em meio LB
(1g de triptona, 0,5g de extrato de levedura, 1g de NaCl e 1,6g de agar, em 100 mL
de agua), contendo 100 mg/L ampicilina e 50 puL de X-gal (5-bromo-4-cloro-indolil-3-
D-galactopiranoside) a 20 mg/mL, preparado em dimetilformamida (Amresco®), para

selecéo dos transformantes, ap6és cultivo a 37°C por 16h.

3.3.3 Caracterizagdo molecular e filogenia

Para a extragdo do DNA plasmidial, os transformantes positivos foram
selecionados e transferidos com o auxilio de palito de dente estéril para tubos
plasticos de 1,5 mL contendo 50 pL de agua Milli-Q estéril. As amostras foram entao
sujeitas a tratamento em bloco térmico a 100°C por 10 min. Em seguida, um volume
equivalente de agua Milli-Q estéril foi adicionado e as amostras foram agitadas em

vortex.
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Os insertos foram amplificados em reacdes de PCR com volume final de 25
pL. As reacdes foram conduzidas em solucdo contendo tampao de reacdo 1x, 1,5
mM MgCl,, 200 uM de cada dNTP, 0,32 uM de cada um dos iniciadores universais
M13F (5’GTAAAACGAACGGCCAG3’) e M13R (5CAGGAAACAGCTATGACS)),
0,625 U da enzima GoTaq polimerase (Promega®) e 2 pL de DNA plasmidial. As
amplificagbes foram conduzidas em reacdo programada a 95°C por 4 min (1 ciclo);
95°C por 1 min, 60°C por 1 min e 72°C por 2 min (35 ciclos); e 72°C por 10 min. Os
produtos de amplificacdo foram separados via eletroforese em gel de agarose a
1,5% contendo 0,5 ug/mL de brometo de etidio, em tampédo TAE (40 mM Tris-
acetato, 1 mM EDTA, pH 7,2) a 5 V/cm, e posterior visualizagdo em transiluminador.

Os amplicons produzidos foram submetidos a andlise de RFLP utilizando-se
trés enzimas de restricdo informativas, Rsal, Hinfl e Ddel (Fermentas®), no tamp&o
especifico de cada enzima. As reacdes foram mantidas em banho-maria a
temperatura de 37°C por 24 h e o padrdo de restricdo obtido visualizado em
transiluminador apds eletroforese em gel de agarose a 1,5% e coloracao do gel com
brometo de etidio (0,5 ug/mL). Os padrées de RFLP produzidos foram analisados e
pelo menos trés plasmideos contendo insertos correspondentes a cada padrdo de
RFLP produzido foram selecionados e encaminhados ao Centro de Estudos do
Genoma Humano, da Universidade de S&o Paulo (CEGH/USP), para
sequenciamento bidirecional utilizando os iniciadores universais M13F e M13R. Das
quatro bibliotecas de 16S produzidas, duas para cada espécie de cupins, uma para
cada casta, foram selecionados 150 clones transformantes para anélise por RFLP e
sequenciamento.

As sequéncias obtidas foram comparadas as sequéncias-tipo depositadas nos
bancos de dados NCBI e do e-EzTaxon para sua identificacdo putativa. As
sequéncias de 16S rDNA foram visualizadas no programa FinchTV e montadas com
auxilio da ferramenta BLAST. Para o alinhamento das sequéncias foi utilizada a
ferramenta ClustalW disponivel no programa Mega 5.05, utilizando-se de parametros
padréo (penalidade de “gap” = 15, extensao de “gap” = 6.6) (TAMURA et al., 2011).
Ferramentas disponiveis no programa Mega 5.05 foram utilizadas para selecionar o
modelo evolutivo mais adequado ao conjunto de dados presente no alinhamento. As
relacdes filogenéticas foram inferidas por analise neighbor-joining (SAITOU; NEI,
1987), utilizando o modelo de Kimura-2-parametros (KIMURA, 1980).
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3.4 Selecdo e caracterizagdo molecular de bactérias simbiontes cultivaveis
associadas ao trato digestivo de A. euamignathus e C. gestroi em meios

seletivos com celulose, xilana ou pectina

Para verificar a presenca de simbiontes capazes de degradar celulose, xilana
ou pectina, operarios e soldados de A. euamignathus e C. gestroi tiveram o trato
digestivo extraido sob condi¢cdes assépticas e inoculado em frasco de erlenmeyer de
125 mL, contendo 50 mL de meio minimo de sais (M9) (SAMBROOK; RUSSELL,
2001), adicionado de carboximetilcelulose (CMC) (1 g/L), xilana (1 g/L) ou pectina (1
g/L), como fontes Unicas de carbono. Em cada frasco, foi inoculado um intestino
equivalente previamente macerado, sendo realizadas cinco repeticdes. Os frascos
foram mantidos sob agitacao constante (225 rpm) por até 10 dias a 28°C. Aliquotas
do meio de cultivo foram retiradas no quinto, sétimo e décimo dias e plaqueadas (50
pL/placa) em meio minimo M9 com as diferentes fontes de carbono avaliadas (CMC,
xilana ou pectina), adicionado de 16 g de agar.L™.

As coloénias morfotipadas, assim como descrito anteriormente, foram
selecionadas para crescimento (16 h a 28°C) em meio M9 liquido contendo um dos
trés substratos originalmente utilizados no processo de selecdo (CMC, xilana ou
pectina). As células foram sedimentadas via centrifugacdo (3.500g x 5 min x 10°C) e
utilizadas para extracdo de DNA gendmico para a amplificacdo de fragmento da
regido 16S do rDNA, assim como descrito no item 3.2.2. Os produtos da
amplificacdo foram visualizados em gel de agarose contendo brometo de etidio,
purificados e submetidos & andlise de RFLP utilizando as enzimas de restricdo Rsal,
Ddel e Hinfl (Fermentas®), nas mesmas condi¢bes citadas anteriormente no subitem
3.2.2. Morfotipos que apresentaram padrdes de restricdo diferentes foram
encaminhados para sequenciamento junto ao CEGH/USP.

As sequéncias obtidas foram comparadas as sequéncias-tipo depositadas nos
bancos de dados NCBI e do e-EzTaxon para sua identificagdo putativa. Os
programas FinchTV e BLAST foram utilizados para edicdo e montagem completa
das sequéncias. O alinhamento das sequéncias foi feito com o auxilio da ferramenta
ClustalW disponivel no programa Mega 5.05, utilizando-se de parametros padréo
(penalidade de “gap” = 15, extensao de “gap” = 6.6) (TAMURA et al., 2011). Para a
selecdo do modelo evolutivo mais adequado ao conjunto de dados presente no

alinhamento, foram utilizadas ferramentas disponiveis no programa Mega 5.05. A
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arvore filogenética foi construida pelo método de neighbor-joining (SAITOU; NEI,
1987), utilizando o modelo evolutivo Kimura-2-parametros (KIMURA, 1980).

Todos os isolados receberam identificacdo correspondente as iniciais do
nome do laboratorio (Laboratério de Interacdes em Insetos — LII) acrescidas das
iniciais da espécie do cupim [Armitermes euamignathus (AE) ou Coptotermes gestroi
(CG)] e uma letra correspondente a fonte de carbono (C - celulose, X — xilana, P -
pectina) adicionada ao meio minimo (M9) em que foram isoladas, além de

numeracao sequencial.

3.5 Verificacdo do potencial de hidrélise dos produtos de secrecdo de

simbiontes selecionados

A capacidade dos isolados obtidos em secretar enzimas com potencial de
hidrolise de celulose, xilana e pectina foi verificada via seu cultivo em meio M9
enriquecido com carboximetilcelulose (1g/L) ou xilana (1g/L) ou pectina (1g/L).

As enzimas secretadas no meio foram coletadas em intervalos definidos. As
aliquotas coletadas foram submetidas a centrifugacéo (10.000g x 10 min x 4°C) para
a sedimentacdo de células bacterianas e o sobrenadante (extrato enzimatico) foi
coletado e utilizado para ensaios especificos de atividade enzimatica.

Para determinar a atividade de celulase, o extrato enzimatico foi incubado a
30°C com o substrato carboximetilcelulose (CMC) em concentracao final de 1%. Em
intervalos de 30 min, 200 uL do reagente DNS foram adicionados as amostras para
a gquantificacdo dos grupos redutores formados (NOELTING; BERNFELD, 1948)
apos fervura (5 min) e adicdo de 1.600 pL de agua e centrifugacao (10.000g x 25°C
x 10 min). As amostras foram entéo lidas em espectofotdometro em comprimento de
onda de 550 nm.

A atividade de exo-B-1,4 glicanase foi investigada por meio da deteccao de p-
nitrofenol a partir da hidréolise dos substratos p-nitrofenil-B-D-celobiosideo e p-
nitrofenil-B-D-glicopiranosideo, utilizando-se 2 mL de 2M Na,CO3 para interromper a
reacao. A reacao de hidrolise foi obtida incubando-se 100 pL do extrato enzimatico
com 50 pL do substrato (10 mM) em tampao 200 mM citrato-fostato de sodio (pH 5).
A reacdo foi interrompida em intervalos de 10 min e, ap0s a interrupcéo, a formacéo
de p-nitrofenol foi monitorada via espectrofotbmetro em comprimento de onda de
410 nm (INOUE et al., 2005).
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As atividades de xilanase e pectinase também foram determinadas utilizando-
se o reagente DNS, assim como descrito anteriormente, mas utilizando-se xilana e
pectina como substratos no meio de cultivo, respectivamente. Xilose foi utilizada
como referéncia para determinacao da atividade de xilanase do extrato obtido.

A concentracdo de proteinas totais do extrato enzimatico foi detectada
segundo o método de BRADFORD (1976), utilizando a formulacdo comercial do
reagente Coomassie Blue G-250 (Pierce®), seguindo as recomendacdes do
fabricante. A curva padrdo foi determinada utilizando-se a albumina de soro bovino
como referéncia.

Para a definicdo dos pHs 6timos, os extratos enzimaticos foram incubados
com seus respectivos substratos em uma ampla faixa de pH definida pelos tampdes
acido citrico-Na;HPO,4 (4,0 — 7,0), NazHPO4-Na,HPO, (7,0 — 8,0), Tris (hidroximetil)
aminometana-HCI (8,0 — 9,0), glicina-NaOH (9,0 — 10,5) e fosfato-NaOH (10,5 —
12,0), em concentragao final de 50 mM (DAWSON et al.,, 1989). Este mesmo
processo foi utilizado para a determinacdo das temperaturas 6timas para os extratos
enzimaticos; porém, em uma faixa de 30°C a 60°C, nas condi¢cdes de pH 6timo

previamente determinado.
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4 RESULTADOS

4.1 Isolamento e caracterizacdo molecular de bactérias simbiontes cultivaveis
associadas ao trato digestivo de A. euamignathus e C. gestroi

O cultivo da microbiota associado ao intestino de operarios e soldados de A.
euamignathus e C. gestroi, nos diversos meios de cultura testados, permitiu a

deteccdo de microbiota morfologicamente diversificada (Figura 2).

A. euamignathus C. gestroi =Meio ISP2
= Meio Czapek

= Meio Amido-Caseina

u Meio TSB 10%

u Meio SM3 (com antibidtico)

® Meio SM3 (sem antibidtico)
Meio LB

= Meio Agar Nutriente
Meio ISP4

= Meio Agar-Vitamina

u Meio Extrato de solo
u Meio TSB

Figura 2 — Diversidade de morfortipos de bactérias isoladas do trato digestivo de
Armitermes euamignathus e Coptotermes gestroi nos diferentes meios
de cultura testados

A andlise morfoldgica das bactérias isoladas levou a selecdo de morfotipos
para o cupim A. euamignathus (206) e para C. gestroi (121). O meio de cultura LB foi
0 que apresentou 0 maior nimero de morfotipos para ambas as espécies. Porém,
apos andlise molecular por PCR-RFLP e sequenciamento de fragmento do 16S
rDNA, foi possivel verificar que essa diversidade morfotipica representava
diversidade filotipica muito menor.

Os filotipos identificados em A. euamignathus e C. gestroi agruparam-se em
quatro diferentes filos, sendo cada um representado por até trés familias:
Proteobacteria (Moraxellaceae, Enterobacteriaceae e Pseudomonadaceae),
Firmicutes (Streptococcaceae, Bacillaceae e Staphylococcaceae), Bacteroidetes
(Flavobacteriaceae e Porphyromonadaceae) e Actinobacteria (Micrococcaceae e

Intrasporangiaceae), sendo Proteobacteria o filo predominante (Figura 3).


http://www.uniprot.org/taxonomy/468
http://www.uniprot.org/taxonomy/543
http://www.uniprot.org/taxonomy/135621
http://www.uniprot.org/taxonomy/1300
http://www.uniprot.org/taxonomy/186817
http://www.uniprot.org/taxonomy/49546
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Figura 3 — Abundéancia relativa dos filotipos isolados do trato digestivo Armitermes
euamignathus e Coptotermes gestroi ao nivel de Filo, apos analise de
sequéncia do 16S do rDNA

Foi encontrada maior diversidade de bactérias cultivaveis no trato digestivo de
operarios (15 filotipos) do que em soldados (10 filotipos) para ambas as espécies em
estudo. Os filotipos Serratia nematodiphila, Serratia marcescens subsp. sakuensis e
Chryseobacterium viscerum ocorreram tanto na casta dos operarios quanto na casta
dos soldados do cupim superior A. euamignathus. No cupim inferior, C. gestroi,
Lactococcus lactis subsp. lactis e Citrobacter farmeri foram os Unicos filotipos a

ocorrer em ambas as castas (Tabela 1).
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Tabela 1 - Identificacdo putativa de bactérias endossimbiontes associados ao

intestino de operarios e soldados de Armitermes euamignathus e
Coptotermes gestroi apds analise de 1400 pb de sequéncias do gene
do 16S do rDNA. Identidade dada por comparagdo com sequéncias
depositadas no banco de dados e-EzTaxon

Filotipo Casta Correspondente mais préximo N° de acesso Iden(t(:/?)ade

LII_AE 01 Operério 99.57
Serratia nematodiphila EU036987

LI_AE 20  Soldado 99.59

LII_AE 09 Operério 99.17
Serratia marcescens subsp. sakuensis AE061685

LIl_AE 11 Soldado 99.57

LIl_AE 10 Operéario Pseudomonas plecoglossicida AB009457 99.65

LII_AE 13 Operério Staphylococcus haemolyticus L37600 100.00

LII_AE 16 Soldado 99.10
Chryseobacterium viscerum FR871426

LII_AE 34 Operario 99.02

LII_AE 19 Operério Pseudomonas aeruginosa 276651 98.70

LII_AE 22 Soldado Acinetobacter junii AM410704 98.71

LI AE23  Soldado  StaPhylococcus succinus subsp. AF004220 99.93
succinus

LIl_AE 33 Operéario  Arthrobacter mysorens AJ639831 98.87

LIl_AE 57 Operéario Bacillus simplex AB363738 99.93

LII_AE 66 Operario Lactococcus garvieae AP009332 100.00

LILCG 01  Operério Staphylococcus gallinarum D83366 99.86

LI CG 02 Operério 99,86
Lactococcus lactis subsp. lactis AB100803

LI_CG 26  Soldado 99,93

LI_CG 16  Operéario Cronobacter condimenti CAKW01000111 95.53

LI CG 18 Soldado Dysgonomonas gadei GL891979 98.21

LI CG 19 Operério Citrobacter youngae AJ564736 97.88

LI_CG 21  Operério 99.71
Citrobacter farmeri AF025371

LI_CG 30 Soldado 99.58

LI CG 22 Soldado Knoellia flava HQ401007 98.85

. hyl homini )

LICG 28 Operario  >:2phylococcus hominis subsp AB233326 99.93
novobiosepticus

LI CG 32 Soldado Trabulsiela odontotermitis DQ453129 99,34

A analise filogenética para os filotipos isolados do trato digestivo de operarios

e soldados de A. eumignathus resultou no posicionamento dos mesmos em clados

bem definidos. Filotipos com identificacdo putativa semelhantes (LII_AEOl1 e
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LIIl_AE20 - Serratia nematodiphila; LII_AE09 e LIl_AEll - Serratia marcescens
subsp. sakuensis; LII_AE16 e LIl_AE34 - Chryseobacterium viscerum), isolados de
operarios e soldados, resolveram conjuntamente em seus clados. No entanto,
pequena diferenca foi observada entre os filotipos LII_AE-09 e LIl_AE-11, ambos
putativamente identificados como Serratia marcescens subsp. sakuensis. Nesse
caso, esses filotipos ficaram mais proximos a Serratia marcescens subsp.
marcescens do que a linhagem tipo mais proxima, mas com baixo valor de boostrap
para o ramo (Figura 4).

O filotipo LII_AE-22, associado a soldados de A. euamignathus, se agrupou
com Acinetobacter parvus em um ramo bem definido dentro do clado representado
por diferentes espécies de Acinetobacter, ao invés de se posicionar ao lado da
espécie tipo com maior similaridade, Acinetobacter junii. Nesse caso, fica evidente
que o posicionamento filogenético desse filotipo, associado ao valor de similaridade
obtido (98,7%), muito préximo ao limite de 98,5% estabelecido para a identificacdo
putativa, indica que o mesmo deva se tratar de unidade taxonémica que necessita
de abordagem analitica adicional para o seu correto posicionamento (Figura 4,
Tabela 1). LII_AE10 foi outro filotipo que ndo se agrupou com a espécie-tipo de
maior similaridade. Esse filotipo apresentou 99.6% de similaridade a Pseudomonas
plecoglossicida, mas acabou resolvendo em um ramo Unico, mais externo ao clado
formado por Pseudomonas monteilli, P. taiwanensis e P. plecoglossicida e, a
semelhanca dp LII_AE-22, necessita de analise taxondmica mais especifica para

sua correta identificagcéo (Figura 4).
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Figura 4 — Relac¢des filogenéticas de bactérias associadas ao trato digestivo de soldados (circundados
em azul) e operérios (circundados em verde) de Armitermes euamignathus, inferida sobre
o critério de neighbor-joining a partir de informacgfes da sequéncia do gene 16S rDNA. O
alinhamento das sequéncias foi realizado no programa Clustal W e a arvore construida por
meio do programa MEGA 5.0.5 Os valores associados aos diferentes ramos se refere aos

valores de bootstrap. A barra de escala indica 0,05 substituicdo por posicdo de
nucleotideo
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No trato digestivo de soldados e operarios de C. gestroi foi encontrada
microbiota cultivavel menos diversa daquela apresentada por A. euamignathus.
Comparacdes das sequéncias do 16S do rDNA obtidas com aquelas depositadas no
banco de dados e-EzTaxon mostram que a maioria dos filotipos apresentaram
similaridade superior a 98.2% a sequéncias-tipos mais proximas, com excecao dos
morfotipos LII_CG16 e LII_CG19, que apresentaram 95,53% e 97,88% de
identidade, respectivamente. A baixa identidade desses filotipos em relacdo as
sequéncias-tipos mais proximas (Cronobacter condimenti e Citrobacter youngae)
indica que esses dois filotipos (LII_CG16 e LII_CG19) sejam entidades taxondmicas
desconhecidas. Essa indicacdo é facilmente visualizada na analise filogenética
realizada, visto que ambos filotipos formaram ramos proprios, com alta sustentacao,
dado os valores de bootstrap obtidos (Figura 5). A semelhanca do que foi observado
para os filotipos comuns a operarios e soldados de A. euamignathus, filotipos de C.
gestroi com identificacdo putativa semelhante (LII_CG2 e LII_CG26 — Lactococcus
lactis subsp. lactis; LII_CG21 e LII_CG30 — Citrobacter farmeri) agruparam juntos em

ramos bem definidos (Figura 5, Tabela 1).
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Figura 5 — Relac0es filogenéticas de bactérias associadas ao trato digestivo de soldados (circundados
em azul) e operérios (circundados em verde) de Coptotermes gestroi, inferida sobre o
critério de neighbor-joining a partir de informacfes da sequéncia do gene 16S rDNA. O
alinhamento das sequéncias foi realizado no programa Clustal W e a arvore construida por
meio do programa MEGA 5.0.5 Os valores associados aos diferentes ramos se refere aos

valores de bootstrap. A barra de escala indica 0,05 substituicAo por posicdo de
nucleotideo
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4.2 lIsolamento e caracterizagdo molecular de bactérias simbiontes néo-

cultivaveis associadas ao trato digestivo de A. euamignathus e C. gestroi

A caracterizacdo da microbiota ndo-cultivavel associada as diferentes castas
(soldados e operérios) das espécies de cupins aqui analisadas levou a identificagdo
de 17 filotipos em operérios e 3 em soldados de A. euamignathus, enquanto em C.
gestroi foi possivel identificar 6 filotipos em operarios e 8 em soldados (Tabela 2).

O filo Firmicutes foi o mais abundante em A. euamignathus com
representantes distribuidos em sete familias (Ruminococcaceae, Peptococcaceae,
Clostridiaceae,  Caldicoprobacteraceae,  Lachnospiraceae, Paenibacilaceae,
Christensenellaceae). O Filo Proteobacteria se encontra representado por duas
familias Desulfovibrionaceae e Enterobacteriaceae e por uma bactéria do género
Thiobacter cuja classificacdo da familia ainda € incerta. No Filo Bacterioidetes
encontramos representantes das familias Porphyromonadaceae e
Porphyromonadaceae (Figura 6).

Em C. gestroi, Proteobacteria foi o filo com maior nimero de filotipos
representados e distribuidos em duas familias Enterobacteiaceae e
Pseudomonadaceae. Em Firmicutes, os filotipos estédo distribuidos em trés familias,
Ruminococcaceae, Veillonellaceae e Streptococcaceae, enquanto Bacterioidetes foi
representado apenas por Porphyromonadaceae. Nesta espécie de cupim, foi
encontrado ainda um filotipo pertencente a Spirochaetes, familia Spirochaetaceae
(Figura 6).
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Figura 6 — Abundancia relativa dos filotipos isolados do trato digestivo Armitermes
euamignathus e Coptotermes gestroi ao nivel de Familia, apds analise
de sequéncia do 16S do rDNA

Foi encontrada maior diversidade de bactérias nao-cultivaveis no trato
digestivo de operarios (17) do que em soldados (3) de A. euamignathus. No caso de
C. gestroi a casta dos soldados foi a que apresentou maior diversidade. Os filotipos
Clostridium neopropionicum e Sporobacter termitidis ocorreram tanto na casta dos
operarios quanto na dos soldados de A. euamignathus. No cupim inferior C. gestroi,
Candidatus Azobacteroides pseudotrichonymphae genomovar e Citrobacter farmeri

foram os Unicos filotipos a ocorrer em ambas as castas (Tabela 2).
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Tabela 2 — Identificacdo putativa de bactérias endossimbiontes né&o-cultivaveis
associadas ao intestino de operarios e soldados de Armitermes
euamignathus e Coptotermes gestroi, apos andlise de fragmento de
1.400 pb do gene do 16S do rDNA. Identidade dada por comparagéo
com sequéncias depositadas no banco de dados e-EzTaxon

(continua)
Filotipo Casta Correspondente mais préximo N° de acesso Iden(ggade
LII_AE_OP1 Operario Papillibacter cinnamivorans AF167711 89.34
LII_AE_OP2 Operéario Clostridium aldrichii X71846 85.48
LII_AE_OP3 Operéario Desulfosporosinus acidiphilus AGJG01000012 87.79
LII_AE_OP4 Operario Sporobacter termitidis 749863 89.25
LIl_AE_OP5 Operéario Clostridium neopropionicum X76746 86.04
LII_AE_OP9 Operario  Acetomicrobium faecale FR749980 84.98
LII_AE_OP10 Operario  Thiobacter subterraneus AB180657 92.89
LII_AE_OP12 Operario Candidatus Symbiothrix dinenymphae = AB088917 89.00
LIl_AE_OP13 Operéario Paludibacter propionicigenes CP002345 89.20
LIl_AE_OP14 Operéario Clostridium colinum X76748 88.46
LII_AE_OP15 Operario Natranaerovirga pectinivora GQ922846 85.45
LIl_AE_OP16 Operéario Oscillibacter valericigenes AP012044 87.01
LII_AE_OP17 Operario  Anaerotruncus colihominis ABGD02000032 89.74
LII_AE_OP18 Operario Clostridium cellobioparum X71856 88.51
LII_AE_OP20 Operario Desulfovibrio oxamicus DQ122124 80.00
LIl_AE_OP21 Operéario Paenibacillus sonchi DQ358736 84.57
LII_AE_OP24 Operario Christensenella minuta AB490809 84.12
LII_AE_S6 Soldado Sporobacter termitidis 749863 91.73
LIl_AE_S7 Soldado Cedecea neteri AB086230 99.50
LIl_AE_S14 Soldado Clostridium neopropionicum X76746 94.51
LI CG_OP4  Operério g:e”l?é‘;";‘rtl‘éi ?nzfrggﬁféoégﬁzmovar AP010656 95.87
LII_CG_OP7 Operario Lactococcus piscium DQ343754 94.89
LII_CG_OP13 Operario Dysgonomonas mossii ADLWO01000023 85.52
LIl_CG_0OP23 Operario  Trabulsiella odontotermitis DQ453129 98.93
LIl_CG_OP27 Operario Dendrosporobacter quercicolus AJ010962 88.08
LII_CG_OP35 Operario Citrobacter farmeri AF025371 99.39
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Tabela 3 — Identificacdo putativa de bactérias endossimbiontes n&o-cultivaveis
associadas ao intestino de operarios e soldados de Armitermes
euamignathus e Coptotermes gestroi, apos andlise de fragmento de
1.400 pb do gene do 16S do rDNA. Identidade dada por comparacao
com sequéncias depositadas no banco de dados e-EzTaxon.

(concluséo)

Filotipos Casta Correspondente mais préximo N° de acesso Iderlgkd)ade
LI_CG_S1 Soldado gj‘:lfé‘g?rtl‘éf] ngnﬁgﬁféoégﬁi e AP010656 95.67
LI CG_S2 Soldado Azomonas insignis AB175658 89.64
LII_CG_S11 Soldado Clostridium straminisolvens AB125279 82.18
LII_CG_S42 Soldado Pseudomonas jessenii AF068259 89.51
LII_CG_S44 Soldado Spirochaeta caldaria CP002868 85.80
LIl_CG_S60 Soldado Citrobacter farmeri AF025371 99.33
LIl CG_S62 Soldado Eubacterium siraeum ABCA03000019 89.89
LII_CG_S63 Soldado Dysgonomonas gadei GL891979 95.76

A maioria dos filotipos identificados apresenta similaridade muito baixa com
as linhagens-tipo depositadas no banco de dados, demostrando que as mesmas se
referem a entidades taxondmicas desconhecidas, ao nivel de espécie, género e
familia. Esse fato fica muito claro quando da andlise das arvores filogenéticas
produzidas, visto que os filotipos obtidos dos cupins em estudo formam ramos

isolados com alto valor de bootstrap (Figuras 7 e 8).
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Figura 7 — Relacdes filogenéticas de bactérias associadas ao trato digestivo de soldados (circundados
em azul) e operérios (circundados em verde) de Armitermes euamignathus, inferida sobre
o critério de neighbor-joining a partir de informacgdes da sequéncia do gene 16S rDNA. O
alinhamento das sequéncias foi realizado no programa Clustal W e a arvore construida por
meio do programa MEGA 5.0.5 Os valores associados aos diferentes ramos se refere aos

valores de bootstrap. A barra de escala indica 0,05 substituicho por posicdo de
nucleotideo
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Figura 8 — Relacdes filogenéticas de bactérias associadas ao trato digestivo de soldados (circundados
em azul) e operérios (circundados em verde) de Coptotermes gestroi, inferida sobre o
critério de neighbor-joining a partir de informacfes da sequéncia do gene 16S rDNA. O
alinhamento das sequéncias foi realizado no programa Clustal W e a arvore construida por
meio do programa MEGA 5.0.5 Os valores associados aos diferentes ramos se refere aos
valores de bootstrap. A barra de escala indica 0,05 substituicAo por posicdo de

nucleotideo
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4.3 Selecdo e caracterizagdo molecular de bactérias associadas ao trato
digestivo de A. euamignathus e C. gestroi em meios seletivos com celulose,

xilana ou pectina

O isolamento de bactérias pelo cultivo em meio M9 enriquecido com CMC,
xilana ou pectina levou a selecdo de microbiota pouco diversificada, tanto para A.

euamignathus (oito morfotipos), quanto para C. gestroi (cinco morfotipos) (Figura 9).
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mMeio M9 + Xilana
40% 1 Meio M9 + CMC
20% -
0% . |

Armitermes euamignathus Coptotermes gestroi

Figura 9 — Frequéncia relativa dos morfortipos isolados em meio seletivo (M9)
acrescido de CMC, xilana ou pectina para Armitermes euamignathus e
Coptotermes gestroi.

A analise molecular dos diferentes morfotipos de bactérias associadas ao
intestino de A. euamignathus e C. gestroi, selecionados em meios de cultivo
seletivos, permitiu a identificacdo de bactérias pertencentes a Proteobacteria,
Firmicutes e Actinobacteria. Proteobacteria foi representado por Xanthomonadaceae
e Burkholderiaceae. Em Firmicutes foram encontrados representantes de
Bacillaceae e Paenibacillaceae e em Actinobacteria de Micrococcaceae e de

Microbacteriaceae (Figura 10).
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Figura 10 — Frequéncia relativa de sequencias do gene do gene 16S rDNA dos
morfotipos isolados do trato digestivo Armitermes euamignathus e
Coptotermes gestroi distribuidas nos diferente filos, para os diferentes

meio de cultivo

A analise comparativa das sequéncias do 16S do rDNA obtidas com as

linhagens-tipo depositadas no banco de dados e-EzTaxon permitiram a identificagcao

dos morfotipos isolados para as duas espécies de cupins estudadas, sendo a

identidade apresentada superior a 98.1% (Tabela 3).
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Tabela 4 - Identificacdo putativa de bactérias endossimbiontes associados ao
intestino de operarios e soldados de Armitermes euamignathus e
Coptotermes gestroi apds analise de 1400 pb de sequéncias do gene
do 16S do rDNA. Identidade dada por comparagdo com sequéncias
depositadas no banco de dados e-EzTaxon

I Meio de . . o o Identidade
Filotipo Cultivo Castas Linhagem mais préxima N° de acesso (%)
LI_AE C1 CMC Operério 99.79

Bacillus megaterium D16273
LI_AE C5 CMC Soldado 99.81
LII_AE C2 CMC Soldado Microbacterium azadirachtae EU912487 99.93
LII_AE C3 CMC Operério Luteimonas aestuarii EF660758 98.14
LII_AE C4 CMC Soldado Stenotrophomonas panacihumi  GQ856217 99.30
LII_CGC1 CMC Soldado 99.84
LII_AE X1 Xilana Operario 99.85

Arthrobacter nicotinovorans X80743
LII_AE X4 Xilana Soldado 99.89
LI_CGP1 Pectina  Operario 99.78
LII_AE X2 Xilana Operario Bacillus aryabhattai EF114313 99.70
LII_AE X3 Xilana Operario Cupriavidus pampae FN430567 99.21
LILCG X1 Xilana Operario Paenibacillus pabuli AB073191 99.86
LII_AE P1 Pectina  Operario Paenibacillus illinoisensis D85397 99.72

Apesar dos altos valores de similaridade das sequéncias do 16S rDNA dos
filotipos isolados aqueles das sequéncias-tipo mais proximas, muitos dos filotipos
resolveram em ramos com valores de bootstrap que sustentam a sua diferenciacéo
taxondbmica em relacdo aquelas entidades taxonémicas representadas pelas
sequéncias-tipo, como, por exemplo, LII_AEP1 e LII_AEX3, entre outros (Figura 11).
Além disso, foi possivel verficar a proximidade quanto ao posicionamento
sistematico dos filotipos LII_AEC1 e LII_AEX2 (Figura 11). Essa analise ainda
permitiu identificar que os isolados préximos ao filotipo Arthrobacter nicotinovorans,
isolado nos trés meios de cultivo seletivo utilizado, e encontrado nas duas espécies

de cupins em estudo, formou um clado separado (Figura 11).
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Figura 11 — Relacdes filogenéticas de bactérias associadas ao trato digestivo de soldados

(circundados em azul) e operéarios (circundados em verde) de Coptotermes gestroi,
inferida sobre o critério de neighbor-joining a partir de informac8es da sequéncia do
gene 16S rDNA. O alinhamento das sequéncias foi realizado no programa Clustal W e
a arvore construida por meio do programa MEGA 5.0.5 Os valores associados aos
diferentes ramos se refere aos valores de bootstrap. A barra de escala indica 0,02

substituicdo por posigdo de nucleotideo
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4.4 Determinacdo da capacidade de crescimento de bactérias associadas ao
trato digestivo de A. euamignathus e C. gestroi isoladas em meios

enriguecidos com celulose, xilana ou pectina

As bactérias associadas ao trato digestivo de operarios e soldados de A.
euamignathus e C. gestroi isoladas em meio seletivo com CMC, xilana ou pectina
foram avaliadas quanto a capacidade de crescimento em meio minimo (M9)
enriquecido com um dos trés substratos, originalmente utilizados no processo de
selecé@o, com o proposito de verificar o isolado mais ativo de cada substrato.

Entre as bactérias isoladas em M9+CMC, os filotipos Luteimonas aestuarii e
Stenotrophomonas panacihumi foram os que apresentaram maior capacidade de
crescimento, atingindo densidade celular de 10® UFC/mL ap6s seis e sete dias de
cultivo, respectivamente, enquanto Bacillus megaterium e Microbacterium
azadirachtae necessitaram de nove dias de cultivo para alcangcar a mesma
densidade celular (Figura 12A).

Arthrobacter nicotinovorans foi a bactéria que apresentou crescimento mais
rapido quando utilizando xilana como Unica fonte de carbono, atingido 10® UFC/mL
no sétimo dia de cultivo (Figura 12B). As demais bactérias isoladas em meio
enriquecido com xilana apresentaram capacidade de crescimento similar, sendo que
todas atingiram 10’ UFC/mL; porém, Paenibacillus pabuli atingiu essa densidade em
um periodo de tempo menor que as demais bactérias (Figura 12B). Das bactérias
isoladas em meio enriquecido com pectina, A. nicotinovorans foi a que apresentou o
maior crescimento no menor espaco de tempo, atingindo 10’ UFC/mL logo no
segundo dia de cultivo, enquanto Paenibacillus illinoisensis demorou cerca de seis

dias para atingir a mesma densidade (Figura 12C).
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Figura 12 — Crescimento, em meio minimo M9 + CMC, xilana ou pectina como Unica
fonte de carbono, de bactérias associadas ao trato digestivo de
operérios e soldados de Armitermes euamignathus e Coptotermes
gestroi

4.5 Verificacdo do potencial de hidrélise dos produtos de secrecdo de

simbiontes selecionados

As bactérias isoladas das duas espécies de cupins em estudo em meio
M9+CMC, apesar de apresentarem um 6timo crescimento, ndo foram capazes de
secretar enzimas com potencial de hidrolisar celulose nas condi¢cbes avaliadas.
Essas bactérias também ndo apresentarem qualquer capacidade celulolitica
detectavel sobre o0s substratos p-nitrofenil-B-D-celobiosideo e p-nitrofenil-B-D-
glicopiranosideo.

Nos ensaios enzimaticos realizados com as bactérias isoladas em meio
M9+xilana, todas as bactérias apresentaram capacidade de degradar o substrato
nas condic¢des avaliadas (Figura 13).



58

0,80000
0,70000
0,60000
0,50000
0,40000

.2 0,30000

Atividade (U/mL)

0,20000
0,10000

0,00000

30

60 90

120

Tempo (Minutos)

150

180

Cupriavidus pampae
—i— Arthrobacter
nicotinovorans

—==Paenibacillus pabuli

==Bacillus aryabhattai

Figura 13 — Atividade das xilanases secretadas pelas bactérias isoladas do trato
digestivo de ao trato digestivo de operéarios e soldados de Armitermes
euamignathus e Coptotermes gestroi, em meio seletivo com xilana

A. nicotinovorans e P. pabuli foram as bactérias que apresentaram melhor

potencial de hidrdlise de xilana e foram selecionadas para determinacdo das

condicBes 6timas de hidrolise do substrato. Para A. nicotinovorans, o pH 6timo foi

5,0 e de 5,6 para P. pabuli. A temperatura 6tima de atividade da xilanase para as
duas bactérias foi 50°C (Figura 14).

Arthrobacter nicotinovorans

Atividade Relativa (%)
o
=]

1"

Atividade Relativa (%)

Paenibacillus pabuli B

Figura 14 — Efeito do pH sobre as xilanases secretadas por Arthrobacter
nicotinovorans (A) e Paenibacillus pabuli (B)
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As duas espécies de bactérias isoladas em meio M9+pectina apresentaram
capacidade de hidrélise de pectina e tiveram suas condi¢cdes otimas de pH e
temperatura determinados. A. nicotinovorans apresentou melhor atividade de
pectinase no pH 5,0, enquanto P. illinoisensis no pH 7,0. A temperatura 6tima para

atividade das pectinases foi de 50°C para as duas espécies de bactéria (Figura 15).
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Figura 15 — Atividade das pectinas secretadas pelas bactérias isoladas do trato
digestivo de operarios e soldados de Armitermes euamignathus e
Coptotermes gestroi, em meio seletivo de pectina (A); Efeito do pH
sobre as pectinases secretadas por Arthrobacter nicotinovorans (B) e
Paenibacillus illinoisensis (C)

O extrato enzimatico de todas as bactérias isoladas em meio seletivo foi
submetido a ensaio para quantificacdo de proteinas totais (Tabela 5). Dentre as
bactérias isoladas em CMC, M. azadirachtae foi a que apresentou maior dosagem
de proteinas totais (0,83 pg/mL). Ja entre as bactérias isoladas em meio com Xxilana,
B. aryabhattai foi a que apresentou menor concentragcéo proteica total (0,62 pg/mL).
As demais bactérias isoladas nesse meio apresentarem valores de proteinas totais

superiores a 1 pg/mL. As bactérias isoladas em meio com pectina foram as que



60

apresentaram os maiores valores de proteinas totais 1,55 pg/mL e 1,76 pg/mL, para

A. nicotinovorans e P. illinoisensis respectivamente.

Tabela 5 — Dosagem de proteinas totais encontradas nas bactérias isoladas do trato
digestivo de operarios e soldados de Armitermes euamignathus e
Coptotermes gestroi, em meio seletivo com CMC, xilana e pectina

Filotipo pg/mL
Bacillus megaterium 0,62
Microbacterium azadirachtae 0,83
Luteimonas aestuarii 0,62
Stenotrophomonas panacihumi 0,52
Paenibacillus illinoisensis 1,76
Arthrobacter nicotinovorans 1,55
Cupriavidus pampae 1,34
Bacillus aryabhattai 0,62
Arthrobacter nicotinovorans 1,55

Paenibacillus pabuli 1,14
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5 DISCUSSAO

A comunidade de bactérias cultivaveis isoladas dos cupins A. euamignathus e
C. gestroi apresentaram algumas similaridades. Todos os filotipos isolados
pertencem aos filos Proteobacteria, Firmicutes, Bacterioidetes e Actinobacteria,
sendo que Proteobacteria representa a maioria dos filopitos para as duas espécies
de cupins. Porém, esse mesmo padrao ndo foi observado entre os filotipos néo-
cultivaveis isolados dessas espécies. Neste caso, A. euamignathus apresentou
maior abundancia de Firmicutes, enquanto C. gestroi de Proteobacteria. Além disso,
da diversidade apresentada entre os filotipos nao-cultivaveis ndo foi encontrada
nenhuma bactéria pertencente a Actinobacteria para as duas espécies de cupins em
estudo. No caso de C. gestroi, esse método de caracterizacdo permitiu encontrar um
representante de Spirochaetes.

Essas diferengas entre as comunidades de bactérias encontradas pelo uso
das duas técnicas, cultivo e clonagem, pode ser explicada, pois 0s meios de cultivos
utilizados no isolamento, apesar de serem diversificados, nem sempre atendem a
todas as particularidades que as bactérias precisam para crescer, assemelhando-se
aos resultados obtidos em diversos estudos comparativos da diversidade da
microbiota intestinal associada de insetos (BRODERICK et al., 2004; RANI et al.,
2009). Uma gama de variaveis pode ser modificada em cada meio como, por
exemplo, o pH, tornando mais apto ou ndo ao crescimento de diferentes espécies de
bactérias. As limitacGes da técnica dependente de cultivo no estudo da diversidade
da microbiota pode ser atestada pela estimativa de que apenas 0,1% da microbiota
associada ao solo seja cultivavel (TORSVIK et al., 1990ab; HILL et al., 2000), assim
como muitos dos simbiontes associados a insetos, principalmente 0s
endocitobiontes (KIKUCHI, 2009).

O isolamento de bactérias através do uso de meios seletivos, que oferecem
como Unica fonte de carbono CMC, xilana ou pectina, permitiu identificar algumas
espécies de bactérias que ndo haviam sido identificadas pelas duas outras técnicas
utilizadas neste trabalho, indicando que questdes especificas ligadas a nutricdo
desses microrganismos (método dependente de cultura) ou da abundéncia do
organismo em sua comunidade ou relativas ao funcionamento das reacdes de
amplificagdo do marcador molecular alvo (16S rDNA) (método independente de
cultura), possam também influenciar a determinagdo da estrutura completa da

comunidade de microrganismos existentes. Abordagens recentes de metagendmica
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pelo uso de sequenciamento em larga escala tem buscado fornecer uma cobertura
mais proxima da real diversidade de microrganismos associados a ambientes de
interesse; porém, ha também o risco de se perder informacdo taxondémica dos
componentes de uma determinada comunidade devido as limitagcbes ainda
existentes quanto ao tamanho das sequéncias geradas por essas novas tecnologias,
gue restringem o tamanho da sequéncia do marcador molecular utilizado no estudo
(KAUTZ et al., 2013; LOGARES et al., 2013).

A andlise filogenética dos morfotipos isolados, sejam eles cultivaveis ou nao,
mostrou que a diversidade bacteriana no trato digestivo dos cupins em estudo é alta.
Assim como ja era esperado, A. euamignathus, por apresentar um sistema digestivo
mais complexo, também apresentou maior diversidade de bactérias em relagéo a C.
gestroi. Isso se deve também ao fato de A. euamignathus pertencer ao grupo de
cupins superiores, cuja associacdo a microrganismos simbiontes se d& estritamente
a bactérias. Estudos realizados por HONGOH et al. (2005) demonstraram uma
grande diferenca de espécies de bactérias presentes no intestino de quatro espécies
de Reticulitermes (R. speratus, R. okinawanus, R. amamianus e Reticulitermes spl)
(cupim inferior) e quatro de Microcerotermes (M. crassus, M. minutus,
Microcerotermes spl e Microcerotermes sp2) (cupim superior), em decorréncia da
presenca ou ndo de protozoarios no intestino desses insetos.

Por serem insetos eusociais, 0s cupins possuem diferentes castas com
diferentes funcbes dentro da colbnia. A casta dos operarios € responsavel pela
alimentacdo de todas as outras castas que compde a col6nia. Através do processo
de trofalaxia, realizado pelos operarios, simbiontes sao transferidos verticalmente as
demais castas, o que da a ideia de que esses individuos de castas diferentes
possam abrigar uma microbiota semelhante. Estudos realizados com o0s cupins
inferiores Reticulitermes grassei e Reticulitermes flavipes demostraram haver grande
semelhanca na microbiota intestinal de soldados e operarios (BERLANGA et al.,
2011), contrastando com nossos resultados. Dentre as espécies caracterizadas no
presente trabalho, nota-se a ocorréncia de bactérias semelhantes as duas castas;
porém, a grande maioria dos simbiontes foi exclusiva a apenas uma das castas,
sendo a casta dos operarios a mais diversa.

Bactérias dos géneros Serratia, Pseudomonas, Bacillus, Lactococcus,
Citrobacter e Staphylococcus sdo comumente relatadas em associagées com cupins

e estdo presentes na microbiota de A. eumignathus e C. gestroi. Ha inclusive relatos
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da participacdo de espécies de Bacillus na degradacdo de celulose e xilana nos
intestinos de cupins aos quais estavam associadas (KONIG, 2006). Ja Serratia e
Citrobacter, simbiontes anaerdbicos facultativos, sdo descritos como pecas chaves
para o0 sequestro do oxigénio presente no trato digestivo de cupins, criando
condicbes para que simbiontes anaerdbicos possam realizar a degradacdo da
celulose ingerida pelos mesmos (ADAMS; BOOPATHY, 2005).

Bactérias do género Dysgonomonas, também presente no trado digestivo de C.

7

gestroi, € comumente associada a este género de cupim e esta diretamente
relacionada a producdo de vitamina B12, um complemento importante para a
nutricdo de seu hospedeiro (HUSSENEDER; BERESTECKY; GRACE, 2009).
Bactérias pertencentes ao filo das Actinobacterias também ja foram isoladas do trato
digestivo de cupins. Essas bactérias apresentam grande importancia na reciclagem
ecolégica e, por muitas vezes, estdo associadas a degradacdo de xilana, amido
solavel, proteinas, lipideos, acido arico e de carboximetilcelulose (BERLANGA et al.,
2011; KHUCHAROENPHAISAN et al., 2011). No trato digestivo de A. eumignathus e
C. gestroi, foram encontradas quatro espécies de actinobactérias, pertencentes as
familias Micrococcaceae, Intrasporangiaceae, Microbacteriaceae e Micrococcaceae.
A familia Microbacteriaceae é comumente encontra no intestino de cupins e por
apresentar atividade celulolitica, estdo associadas a degradacdo material
lignocelulésico (BERLANGA et al.,, 2011; LE ROES-HILL, ROHLAND, BURTON,
2011).

Sabe-se que os cupins sao altamente eficientes na conversao de materiais
lignocelulésicos em metabdlitos utilizaveis e que essa eficiéncia se deve néo
somente a presenca de enzimas enddgenas, mas principalmente a acdo dos
simbiontes. Desta forma, a elucidacdo e compreensdao dessa complexa relacao
inseto-simbionte se torna importante do ponto de vista biotecnoldgico, uma vez que
existe a possibilidade do emprego das enzimas produzidas por estes simbiontes em
processos biotecnoldgicos que objetivam a degradagdo dos compostos celulésicos
de interesse, como, por exemplo, a palha da cana. Paises como EUA tém investido
em pesquisas sobre avaliagdes do potencial das enzimas isoladas de cupins para
essa finalidade (KINTISCH, 2006).

O isolamento de bactérias utilizando meios seletivos que fornecem
componentes da matriz lignoceluldsica (celulose, xilana ou pectina) como Unica fonte

de carbono é uma via para se identificar simbiontes com potencial de degradacao
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desses compostos. Porém, nenhuma das bactérias isoladas do intestino de A.
euamignathus e C. gestroi demostrou capacidade significativa de hidrolise, nas
condicbes avaliadas, das matrizes lignocelulésicas aqui testadas,. Estudos de
metagenOmica do trato digestivo de cupins Reticulitermes speratus e Nasutitermes
sp. identificaram diversas familias de glicosil hidrolases, celobiohidrolases,
betaglucosidases e xilanases, enzimas essenciais ao processo de conversao da
biomassa, além de genes relacionados a vida microbiana nesse microambiente
(TOKUDA et al.,, 2007; WARNECKE et al.,, 2007). No estudo com Nasutitermes
foram descritos 12 filos de bactérias presentes e mais de 200 genes desta espécie
de cupim relacionados com a degradacdo da lignocelulose, colaborando com a
hipétese de que a lignina ndo € degradada somente pelos endossimbiontes
(WARNECKE et al., 2007). Apesar de Microbacterium azadirachtae néo ter
apresentado atividade de celulase, esse género de bactéria € relatado como sendo
capaz de produzir celulases (BERLANGA, et al., 2011;KOHLER et al., 2012)

Das bactérias isoladas em meio M9+xilana e M9+pectina, Arthrobacter
nicotinovorans foi a que apresentou maior capacidade de hidrélise dos dois
substratos. MONGODIN et al. (2006) relatam que bactérias do género Arthrobacter
sdo capazes de degradar polimeros naturais como xilana e pectina. Bactérias do
género Paenibacillus também se mostram eficientes na quebra de xilana e pectina
(BUDI et al., 2000), apesar da baixa atividade dos extratos desses isolados aqui

indetificados.
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CONCLUSOES

A microbiota de operarios de A. euamiganthus € mais diversa que a de

operarios de C. gestroi;

A microbiota de sodados de C. gestroi apresentou maior namero de filotipos

gue a de soldados de A. euamignathus;

Na caracterizacdo da microbiota cultivavel, o filo Proteobacteria foi o mais

abundante, tanto para A. euamiganthus, quanto para C. gestroi;

As bactérias cultivaveis Serratia nematodiphila, Serratia marcescens subsp.
sakuensis e Chryseobacterium viscerum e os filotipos n&o-cultivaveis
Clostridium neopropionicum e Sporobacter termitidis foram encontradas nas

castas de operarios e soldados de A. euamignathus;

No cupim inferior, C. gestroi, foram comuns aos operarios e soldados as
bactérias cultivaveis Lactococcus lactis subsp. lactis e Citrobacter farmeri e os
filotipos néao-cultivaveis Candidatus Azobacteroides pseudotrichonymphae

genomovar e Citrobacter farmeri;

Firmicutes predominam na microbiota ndo-cultivavel associada ao intestino de

A. euamiganthus, enquanto Proteobacteria no de C. gestroi;

O isolamento de bactérias em meio seletivo permitiu demostrar que ambas as
espécies em estudo possuem bactérias capazes de utilizar celulose, xilana e

pectina como Unica fonte de carbono;

As bactérias isoladas em meio seletivo com celulose ndo demostraram

potencial significativo de hidrolise do substrato nas condi¢des avaliadas;

As bactérias isoladas em meio seletivo com xilana e pectina se mostraram

capazes de hidrolisar o substrato de origem;
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