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RESUMO
Metabolizacdo de xenobioticos e producéo de bioinseticidas por bactérias associadas a

insetos

Os insetos sdo o grupo de organismos multicelulares mais abundantes e diversos, habitando os
mais variados ambientes. Muitas de suas adaptagdes a condi¢Oes adversas podem estar relacionadas a
sua associacao a bactérias. O conhecimento da diversidade dessa associacao pode elucidar a importancia
desses microrganismos nas respostas de insetos a fatores bidticos e abidticos. Bactérias também sdo o
principal alvo de exploracdo para o desenvolvimento de produtos de interesse biotecnolégico. Dada a
sua diversidade e interagdes com 0 ambiente, insetos representam um novo nicho para a exploracéo de
microrganismos com potencial biotecnoldgico. A longa histdria de associacdo dos insetos com bactérias
e os dados recentes da participagdo da microbiota a eles associada na degradagcdo de moléculas
organicas, naturais e/ou sintéticas, indicam o potencial desses microrganismos de interferir na resposta
do inseto a inseticidas. Adicionalmente, simbiontes bacterianos associados aos insetos também podem
ser uma fonte promissora de compostos bioativos. A descoberta de novos compostos naturais vem
decaindo, surgindo a necessidade de exploracdo de novos nichos de microrganismos e 0 uso de novas
tecnologias para superar o numero reduzido de novas moléculas identificadas. Assim, este trabalho
buscou explorar simbiontes de insetos para o estudo da sua participacdo na metabolizacdo de
xenobioticos pelo hospedeiro e a identificagcdo de novos compostos inseticidas, tendo como objetivos
investigar i) os mecanismos envolvidos na degradagéo de inseticidas e sua contribui¢cdo na capacidade
de sobrevivéncia do hospedeiro, e ii) a diversidade biol6gica na busca de novas moléculas inseticidas.
Bactérias com potencial de degradacdo de xenobidticos isoladas da microbiota intestinal de insetos
resistentes a inseticidas foram utilizadas para a colonizacao do trato intestinal de Spodoptera frugiperda
(J.E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae) suscetivel a inseticidas e investigacdo da sua participacado
na sobrevivéncia do hospedeiro quando exposto a inseticidas, assim como a existéncia de custo
adaptativo da associacdo a bactérias com capacidade de metabolizagdo de inseticidas. O isolado IIL-
Cl29 Leclercia adecarboxylata foi capaz de contribuir para a sobrevivéncia de lagartas expostas a
chlorpyrifos ethyl, passando a exigir uma CLso cerca de 2 vezes superior aquela de lagartas
apossimbiontes. Estudo de biologia comparada entre a linhagem apossimbionte e aquela associadas ao
isolado 1IL-CI29 demonstrou a existéncia de custo adaptativo para essa associacdo, quando na auséncia
da pressdo de selecdo do inseticida. A investigacdo dos mecanismos envolvidos na metabolizagédo de
inseticidas por bactérias simbiontes de S. frugiperda resistente ao organofosforado chlorpirifos ethyl,
aos piretroides lambda-cyhalothrin e deltamethrin, a espinosina spinosad e a benzoilureia lufenuron
revelou, por meio de analises quimicas, que essas bactérias sdo capazes de metabolizar e bioacumular
inseticidas interferindo ativamente na atividade de xenobidticos no hospedeiro. O isolado 11L-Luf14
Microbacterium arborescens foi selecionado para a realizacdo de estudos mais aprofundados para a
identificacdo de produtos de degradagéo e comprovacao do mecanismo de bioacumulacéo de lufenuron.
O potencial de simbiontes de insetos para o isolamento de bioinseticidas foi avaliado em estudos da
diversidade de bactérias cultivaveis associadas a Acromyrmex coronatus (Fabricius, 1804)
(Hymenoptera: Formicidae). Foram identificados 46 isolados pertencentes a Actinobacteria, Firmicutes
e Proteobacteria associados a essa formiga e estudos da atividade inseticida in vivo e in vitro de extratos
organicos de metabolitos mostraram grande variacdo nos resultados de atividade. Ensaios in vivo com
lagartas de 1° instar de S. frugiperda mostraram-se mais adequados, e o isolado Asp77 Streptomyces
drozdowiczii foi selecionado para a identificacdo de moléculas ativas com efeito inseticida. Dois
compostos bioativos com atividade inseticida foram identificados e a atividade inseticida atribuida para
duas classes quimicas diferentes: um composto pirrolobenzodiazepino e um alcaloide. Nossos resultados
comprovam a hipotese de que simbiontes participam da metabolizacdo de xenobidticos em insetos, ao
mesmo tempo que possuem potencial para exploracao de novos compostos inseticidas.

Palavras-chave: Simbionte; Microbiota; Inseticida; Bioatividade; Biotecnologia
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ABSTRACT

Metabolization of xenobiotics and bioinsecticide production by insect-associated bacteria

The insects are the most diverse and abundant group of multicellular organisms, inhabiting a
range of environments. Many of their adaptations to restricting conditions are related to their association
with bacteria. The knowledge of the diversity of insect associations with bacteria can elucidate their role
in insect response to biotic and abiotic factors. Bacteria are also the main target of exploitation for the
development of biotechnological products. Insect’s diversity and interactions with the environment turn
insects a new niche for the exploration of microorganisms with biotechnological potential. The long
history of association of insects with bacteria and the participation of insect-associated bacteria in the
degradation of natural and/or synthetic organic molecules indicate the potential of these microorganisms
to interfere with insect response to insecticides. Additionally, bacterial symbionts associated with insects
may also be a promising source of bioactive compounds. The discovery of new natural compounds has
been declining, requiring the exploration of new niches of microorganisms and the use of new
technologies to overcome the reduced number of molecules discovered. This work aimed to investigate
the role of insect-associated bacteria in the metabolism of xenobiotics in the host and their potential to
synthesize insecticidal compounds. Our objectives were to demonstrate i) the mechanisms involved in
insecticide degradation by selected microbial symbionts, and to determine their contribution to host
survival when exposed to insecticides, and ii) the biological and metabolic diversity of the microbiota
associated with a leaf cutting ant. Bacteria that are able to degrade xenobiotics isolated from the gut
microbiota of insecticide-resistant insects were used for the colonization of the gut of a susceptible strain
of Spodoptera frugiperda (JE Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae). Comparisons of larval survival
after insecticide exposure and the existence of adaptive costs of the association were done by using a
aposymbiotic and infected susceptible lines. Suceptible larvae infected with 1IL-CI29 Leclercia
adecarboxylata require twice the dose of chlorpyrifos ethyl to kill 50% of the larave (LCso) when
compared to the aposymbiotic larvae. But the association with 1IL-CI29 was shown costly to S.
frugiperda, particularly affecting female fecundity. However, no fitness costs were detected to infected
larvae in the presence of the selection pressure (insecticide). GC-MS and LC-MS-MS analyses of the
bacteria isolated from resistant larvae of S. frugiperda to organophosphate (chlorpirifos ethyl),
pyrethroid (lambda-cyhalothrin and deltamethrin), spinosyn (spinosad) and benzoylurea (lufenuron)
revealed they are able to hydrolyze, metabolyze and bioaccumulate insecticides, showing they can
actively interfere with the efficacy of insecticides against the host. These processes were better
characterized for the isolate IIL-Lufl4 Microbacterium arborescens. The species and metabolic
diversity of culturable bacteria associated with Acromyrmex coronatus (Fabricius, 1804) (Hymenoptera:
Formicidae) were investigated to demonstrated their potential to produce bioinsecticides. A total of 46
isolates belonging to Actinobacteria, Firmicutes and Proteobacteria were identified. In vivo and in vitro
assays to detect insecticide activity in organic extracts of fermentates indicated a great number of active
extracts. In vivo assays with 1st instars of S. frugiperda were more adequate in detecting toxic molecules
to insects, and the isolate Asp77 Streptomyces drozdowiczii was selected for the identification of active
molecules with insecticidal effect. Two bioactive compounds with insecticidal activity were identified
and the insecticidal activity attributed to two different chemical classes: pyrrolobenzodiazepine and
alkaloid. Our results support the hypothesis that symbionts participate in the metabolization of
xenobiotics in insects, at the same time that they have potential for exploration of hew insecticides.

Keywords: Symbiont; Microbiota; Insecticide; Bioactivity; Biotechnology
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos dois bilhdes de anos, a simbiose com microrganismos foi um processo
chave que moldou a evolucgéo de diversos organismos. As associacdes de mutualismo estiveram
envolvidas em significativas fases de transi¢cBes evolutivas, incluindo as origens das
mitocOndrias e o0 estabelecimento da fotossintese em eucariotos. Além disso, os simbiontes séo
cada vez mais reconhecidos por terem um papel importante em muitos aspectos da biologia de
eucariontes, como, por exemplo, no desenvolvimento, reproducéo, imunidade e nutricdo [1].

Com relacdo aos insetos, varios tracos de sua aptidao sao fortemente influenciados por
sua microbiota associada. Essa associacdo € muito importante para a evolugdo das
caracteristicas ecoldgicas e os habitos alimentares dos insetos [2-4]. As bactérias simbiontes de
insetos podem apresentar associagdes facultativas ou obrigatdrias, habitando o espaco
endocelular, a cavidade hemocélica, o lumen intestinal ou a superficie do tegumento de insetos
[5]. Apesar dos insetos estarem associados a uma variedade de microrganismos, as associagoes
com bactérias sao mais comuns, e quanto mais investiga-se o papel de associacdes de bactérias
com insetos, mais se aprende sobre a diversidade de sua contribuicéo aos insetos [6].

Embora a contribuicdo de bactérias primarias e obrigatorias associadas aos insetos
esteja basicamente relacionada ao fornecimento de nutrientes ao hospedeiro, bactérias
secundarias, facultativamente associadas a insetos, colaboram para um sistema com elevada
diversidade microbiana e para a existéncia de mecanismos de interacdo fundamentais ao
entendimento de processos bioecoldgicos de insetos [7]. O papel de simbiontes secundarios é
bastante estudado, incluindo sua contribuicdo na melhora da resposta imunolédgica do
hospedeiro contra entomdéfagos [8-10] e entomopatdgenos [11-13], nas interacGes inseto-planta
[14], na protecdo contra estresse térmico [15] e no processo de desintoxicacdo de metabolitos
produzidos na defesa de plantas contra herbivoria [16-18] ou de moléculas organicas
empregadas no controle de pragas [19-21].

O papel diverso e a influéncia dos simbiontes na aptidé@o bioldgica dos insetos ganham
novas perspectivas para a exploragdo biotecnoldgica. Desta forma, os simbiontes de insetos
estdo sendo investigados i) para o desenvolvimento de novas estratégias de controle de pragas
e de doencas disseminadas por insetos vetores [22-24] e ii) como fonte de moléculas para
aplicacdes biotecnologicas [25-27], enzimas para conversdo de biomassa [28,29] e moléculas
antimicrobianas, inseticidas [30-32] e para manipulacdo do comportamento de insetos [33,34].

As relagdes inseto-simbiontes e suas implicagdes ecoldgicas ja relatadas sdo
promissoras em muitas areas da pesquisa em biotecnologia [35]. Simbiontes de insetos podem
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constituir fontes promissoras e inexploradas para aplicacbes na medicina, agricultura e
processos industriais. Contudo, existem muitas associagbes inseto-simbiontes ainda
desconhecidas, completamente inexploradas e que podem ser verdadeiras fontes de
biodiversidade com potencial de aplicacdo em processos biotecnologicos [25]. A exploragéo de
simbiontes de insetos ainda pode apresentar uma grande vantagem em relacdo a exploracdo de
microrganismos de vida livre comumente isolados, uma vez que a eficiéncia dos metabdlitos e
das enzimas produzidas por simbiontes pode ter sido otimizada por mais de milhdes de anos
devido a selecdo natural, aumentando as chances de aplica¢cdes bem-sucedidas [25]. Assim, 0
isolamento de bactérias simbiontes de insetos pode ser um grande passo para o desenvolvimento
de novas tecnologias para a utilizacao eficaz na agricultura, protecdo ambiental e saide humana
e animal [35].

Em nosso laboratorio, diversas linhagens de bactérias simbiontes de insetos foram
isoladas de diferentes hospedeiros, incluindo simbiontes de lagartas de Spodoptera frugiperda
(J.E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae) resistentes a inseticidas com capacidade de
biorremediacdo, assim como simbiontes de Acromyrmex coronatus (Fabricius, 1804)
(Hymenoptera: Formicidae) com capacidade de producdo de compostos bioativos contra
insetos-praga. Esse trabalho tem por objetivos i) caracterizar a contribuicdo de bactérias na
metabolizacdo de xenobioticos, ii) avaliar sua contribuicdo na resposta do inseto ao inseticida,
verificando a existéncia de custos adaptativos associados e iii) explorar o potencial de producéo
de compostos bioativos por bactérias para o isolamento de moléculas com atividade inseticida

para utilizacdo na agricultura.
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2. PARTICIPACAO DE SIMBIONTES NA SOBREVIVENCIA E APTIDAO
BIOLOGICA DE INSETOS EXPOSTOS A INSETICIDAS

Resumo

A microbiota intestinal de insetos possui grande participacdo em diversos aspectos
bioldgicos do hospedeiro, na ecologia nutricional, capacidade de resposta do sistema
imunologico, adaptagdo ao meio ambiente, nas interagdes troficas e na dindmica populacional.
Entretanto, o seu o papel na metabolizacdo de xenobidticos raramente € relatado, existindo
poucos exemplos nos quais simbiontes associados aos insetos foram demonstrados como
responsaveis pela desintoxicacdo do hospedeiro, parcial ou total, quando 0os mesmos sao
expostos aos estressores quimicos naturais e sintéticos, como os inseticidas. Desta forma,
investigamos a participacdo de bactérias intestinais na sobrevivéncia do hospedeiro quando
exposto a inseticidas, assim como a existéncia de custo adaptativo da associacao a bactérias
com capacidade de metabolizacao de inseticidas. A colonizacgdo induzida do trato intestinal de
Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae) por bactérias simbiontes
foi eficiente para os isolados I1IL-CI29 Leclercia adecarboxylata e 1IL-Sp19 Pseudomonas
psychrotolerans, as quais possuem capacidade de degradacgéo de chlorpyrifos ethyl e spinosad,
respectivamente. Entretanto, apenas o isolado IIL-CI29 foi capaz de contribuir para a
sobrevivéncia do hospedeiro, exigindo concentracdo de chlorpyrifos ethyl duas vezes maior
para matar 50% das lagartas (CLso) quando comparada aquela de lagartas apossimbiontes. O
estudo da biologia comparada de linhagens apossimbionte de S. frugiperda ou infectada com
IIL-CI29 mostrou a existéncia de custo adaptativo na auséncia da pressao de selecdo pelo
inseticida. Demonstramos que o simbionte intestinal 11L-CI29 participa da metabolizacéo e
interfere na disponibilidade de chlorpyrifos ethyl, podendo interfrir na eficiéncia do produto no
controle de lagartas de S. frugiperda.

Palavras-chave: Bactérias; Colonizacdo; Hospedeiro; Suscetibilidade; Custo adaptativo

Abstract

The gut microbiota of insects interfere with several host traits, affecting the host
nutritional ecology, immune response, adaptation to the environment, trophic interactions, and
population dynamics. However, the role of bacterial symbionts in the metabolization of
xenobiotics is rarely reported. There are few examples in which insect-associated symbionts
were shown to participate in the process of detoxification of hosts exposed to natural and
synthetic chemical stressors, such as insecticides. Thus, we investigated the participation of the
gut bacteria in host survival after host exposure to insecticides. We also assessed the existence
of fitness costs to hosts associated with such bacteria. We successfully colonized the gut of
Spodoptera frugiperda (JE Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae) larvae with the isolates 11L-
Cl29 Leclercia adecarboxylata and IIL-Sp19 Pseudomonas psychrotolerans, which can
degrade chlorpyrifos ethyl and spinosad, respectively. Nevertheless, only the isolate 11L-CI29
improved the survival of hosts exposed to chlropyrifos ehtyl. 11L-CI29 infected larvae required
a two-fold higher concentration of chlorpyrifos ethyl to kill 50% of the larvae (LCso) when
compared to the aposymbiotic larvae. Comparative analysis of biological traits of symbiont-
associated and aposymbiotic lines of S. frugiperda demonstrated the existence of fitness costs
in the absence of the selection pressure (insecticide). We demonstrated that the gut symbiont
I1L-CI29 interferes with the availability of chlorpyrifos ethyl, indicating insecticide efficacy to
control S. frugiperda larvae may be compromised in larvae carrying such symbiont.
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2.1. Introducéo

Com mais de 500 mil espécies conhecidas, insetos herbivoros correspondem a quase
um quarto de toda a biodiversidade macroscépica terrestre. Essa extraordinaria diversificacao
de insetos pode ser atribuida a sua intima associacdo com plantas terrestres, consideradas
grandes responsaveis por sua especiacdo. As complexas relacBes troficas entre plantas
hospedeiras e herbivoros e seus inimigos naturais tém despertado grande interesse desde o
desenvolvimento da agricultura [1,2].

Ao longo de sua evolucdo, as plantas desenvolveram inimeros mecanismos de defesa
ao ataque de herbivoros. Estes mecanismos de defesa envolvem a utilizacdo dos mais variados
tipos de metabdlitos secundarios, os quais podem desempenhar funcdes variadas da repeléncia
a toxicidade ao herbivoro. Nesta corrida evolucionaria, insetos herbivoros também
desenvolveram mecanismos de adaptacdo a presenca de compostos nocivos ao Sseu
desenvolvimento em seu substrato alimentar [3]. Apesar de muitos dos processos de
desintoxicacdo pela ingestdo de toxinas associadas a planta hospedeira ter sua origem em
processos metabdlicos de insetos [4], em varios casos a sua microbiota intestinal apresenta
papel fundamental nesse processo [4-9].

Simbiontes de insetos compartilham uma longa associacéo que envolveu processos de
selecdo e adaptacdo, principalmente no que se refere ao processo de selecdo e utilizacdo do
substrato alimentar [7]. A microbiota associada a insetos também responde as pressdes de
selecdo do ambiente, como, por exemplo, as moléculas inseticidas, visto as mudancas
qualitativas e quantitativas na composicdo da microbiota de populacdes resistentes, quando
comparadas a de populacGes suscetiveis [10,11]. Tais diferencas também sugerem que
populacdes de insetos expostas a diferentes pressoes de selecdo em condigdes naturais podem
apresentar microbiota diversificada. Além disso, a ocorréncia das mesmas espécies microbianas
na maioria das linhagens resistentes e suscetiveis de insetos, mas com potencial diferente para
explorar os inseticidas testados como recursos nutricionais, demonstra que a microbiota
intestinal também é submetida a selecdo pela exposicao continua a inseticidas [11].

As bactérias que estdo expostas a pressdo de selecdo direcionada sdo de grande
interesse devido a sua maquinaria genética ser selecionada para responder a fonte de estresse
[12]. No caso de insetos resistentes, as bactérias devem ser capazes de metabolizar os inseticidas

para sobreviver, uma vez que varios desses compostos também podem ter atividade
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antimicrobiana [13,14]. Porém, a microbiota intestinal pode ser bastante resiliente aos fatores
de estresse que podem alterar sua composic¢éo. Por isso, os fatores nutricionais tém sido objeto
de intensa investigacao, produzindo evidéncias claras sobre o papel que a fonte de alimentos, a
genética do hospedeiro e outros fatores desempenham na formacdo da microbiota intestinal
[15,16], incluindo a dos insetos [7,10,17].

O papel dos simbiontes de insetos na metabolizacdo de xenobidticos raramente é
relatado [18-20]. As investigacdes sdo concentradas na contribuicdo do simbionte a ecologia
nutricional [21], ao sistema imunologico [22,23] e a adaptacdo do hospedeiro ao meio ambiente
[24], as interacOes tréficas [25] e a dindmica da populagdo do hospedeiro [26]. Assim, existem
poucos exemplos nos quais os simbiontes de insetos foram demonstrados como responsaveis
pela resisténcia ou tolerancia do hospedeiro aos xenobidticos naturais e sintéticos, incluindo
inseticidas. O potencial dessa capacidade de contribuicdo levanta hipoteses sobre o papel dos
simbiontes em processos de evolucao da resisténcia de insetos a inseticidas [27-29].

Desta forma, verificamos a participagdo de bactérias intestinais com comprovada
capacidade de metabolizacdo de inseticidas, na sobrevivéncia de lagartas de Spodoptera
frugiperda (J.E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae) expostas a inseticidas, e determinamos
a existéncia de custo adaptativo da associacdo a essas bactérias ao hospedeiro. Pretendemos
com esses experimentos demonstrar a participacdo da microbiota intestinal na metabolizacéo
de inseticidas em insetos e a importancia de se considerar a associacdo de insetos a bactérias

intestinais no desenvolvimento e uso de estratégias de manejo de pragas.

2.2. Material e métodos
2.2.1. Criagdo e manutencéo de Spodoptera frugiperda

Foram utilizadas lagartas de S. frugiperda da linhagem suscetivel a inseticidas
mantidas e disponibilizadas pelo Laboratorio de Manejo de Resisténcia de Artrépodes a Taticas
de Controle, Departamento de Entomologia ¢ Acarologia, Escola Superior de Agricultura “Luiz
de Queiroz” (ESALQ/USP). A linhagem foi mantida em dieta artificial & base de feijdo [30],

seguindo protocolo de criagdo descrito por Parra (1986) [31].
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2.2.2. Participacdo de bactérias simbiontes na resposta de Spodoptera frugiperda a

inseticidas

O papel de bactérias simbiontes na resposta de S. frugiperda a inseticidas foi avaliado
para os isolados da microbiota intestinal de lagartas de S. frugiperda resistente ao chlorpyrifos
ethyl (IIL-CI29 Leclercia adecarboxylata; Genbank: KX272966), deltamethrin (1IL-DmO05
Arthrobacter nicotinovorans; Genbank: KX280775) e spinosad (I1L-Sp19 Pseudomonas
psychrotolerans; Genbank: KX280777) [11]. Os isolados foram inoculados na linhagem
suscetivel de referéncia de S. frugiperda, seguindo os procedimentos descritos por Almeida
(2013) [32].

A capacidade dessas bactérias em afetar a resposta do inseto a inseticidas foi avaliada
pela colonizacdo induzida do trato digestivo de lagartas suscetiveis, visto que as mesmas nao
estdo associadas as bactérias testadas [11]. Para a inoculacdo das bactérias de interesse em
lagartas da linhagem suscetivel de S. frugiperda a inseticidas, posturas foram coletadas e
tratadas como coortes. Os neonatos de cada coorte foram divididos em dois grupos, sendo um
subgrupo de neonatos alimentado com dieta (controle), enquanto o segundo subgrupo foi
alimentado com dieta acrescida de 0,2 mL de suspensio a 10 UFC/mL da bactéria de interesse
em 0,85% salina estéril (NaCl). A dieta controle recebeu apenas solucdo salina. As lagartas
foram mantidas em ambiente controlado (25+1°C; 60+10% UR; fotofase de 12h) para o seu
completo desenvolvimento e obtencdo de adultos. As posturas obtidas dos adultos oriundos de
lagartas que se desenvolveram em dieta contendo as bactérias em questdo foram separadas e
parte das lagartas neonatas coletadas foi submetida a extracdo de DNA genémico (gDNA). O
gDNA obtido foi utilizado na realizacdo de PCR diagndsticos para a detec¢do da bactéria teste
no trato digestivo dos imaturos da geracdo F1 [11]. O restante das lagartas obtidas dos adultos
oriundos das cria¢fes dos subgrupos de cada coorte (com ou sem bacteria) foi inoculado em

dieta artificial para a manutencéo dos individuos da linhagem.

2.2.3. PCR diagnéstico para deteccéo da infeccdo de Spodoptera frugiperda

Foram utilizados iniciadores espécie-especificos obtidos por meio das sequéncias de
16S do rDNA dos simbiontes isolados do trato intestinal de linhagens de S. frugiperda
resistentes a inseticidas [11]. ReacOes de PCR-diagnostico para a deteccdo desses simbiontes
foram realizadas utilizando 10-20 ng de DNA gendmico, tampdo da enzima (1x), 1,5 mM
MgCl,, 0,2 mM de cada ANTP, 0,32 uM de cada iniciador e 0,625 U de Taq polimerase
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(Promega), em reacdo com volume final de 25 pL. As reacOes de amplificacdo foram
conduzidas em termociclador programado a 95°C por 4 min (1 ciclo); 95°C por 1 min, X°C por
1 min e 72°C por 2 min (35 ciclos); e 72°C por 10 min (1 ciclo), onde X refere-se as diferentes
temperaturas de anelamento exigidas para cada conjunto de iniciador espécie-especifico [11].
O produto da reacéo foi aplicado em gel de agarose a 1% e o amplicon resolvido em voltagem
constante (100V). A visualizagéo dos produtos de amplificacéo foi feita em transluminador UV
acoplado a fotodocumentador (DNR Bioimaging Systems). Os amplicons obtidos foram
analisados quanto ao seu tamanho, tendo como referéncia o marcador 100 bp Ladder DNA
Marker (Axygen). As reacdes positivas foram submetidas ao tratamento com exonuclease e
fosfatase alcalina para a eliminacao de residuos de iniciadores e dNTPs. Em um volume de 10
pL da reacdo de PCR foram adicionadas 1 U de exonuclease (Promega) e 1 U de fosfatase
alcalina (Promega). A reacdo foi incubada a 37°C por 30 min e depois a 80°C por 15 min. Os
amplicons foram encaminhados para sequenciamento bidirecional no Centro de Estudos do
Genoma Humano (CEGH), da Universidade de S&o Paulo.

2.2.4. Determinacdo da curva dose-resposta de linhagens suscetivel apossimbionte

ou associada a bactérias com potencial de degradacao de inseticidas

Comprovada a eficiéncia da inoculagdo das diferentes bactérias em coortes
individualizadas da linhagem suscetivel pela alimentacdo de lagartas neonatas em dieta
artificial suplementada com as bactérias em estudo, as lagartas obtidas na geracdo F2 foram
submetidas ao bioensaio de curva dose-resposta ao inseticida de interesse. O método de
bioensaio adotado foi o de ingestdo mediante tratamento superficial da dieta artificial com
inseticida. Os experimentos foram conduzidos em placa para cultivo de células com 24 pocos
(Costar®, Cambridge, Massachusetts, EUA). Cada um dos 24 pogos da placa foi preenchido
com 1,25 mL de dieta artificial e as placas mantidas em camara de fluxo laminar com luz
ultravioleta até a geleificacdo da dieta, visando a esterilizacdo superficial da mesma. Uma vez
geleificada, a superficie da dieta no interior de cada pogo da placa recebeu 30 puL de solucao
inseticida, em uma das concentragdes testadas.

As diferentes concentragdes do inseticida foram obtidas mediante diluicdo do
ingrediente ativo em acetona contendo 0,1% (v/v) do surfactante Tween 20. Foram testadas as
seguintes concentragdes: 56, 100, 180, 320, 560 e 1000 pg/mL para o inseticida chlorpyrifos
ethyl e 0,32, 0,56, 1,00, 1,80, 3,20 e 5,60 pug/mL para o inseticida spinosad. As placas do
tratamento testemunha receberam apenas surfactante a 0,1% (v/v). Ap6s o tratamento da
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superficie da dieta, as placas foram mantidas em camara de fluxo laminar até a completa
absorcdo da solucgdo depositada na superficie da dieta. Posteriormente, uma lagarta de 3° instar
(0-12 h) foi transferida para cada poco da placa, totalizando 120 lagartas por concentracdo. As
placas foram vedadas e mantidas em condic¢des controladas (25+2°C; 60+10% UR; fotofase de
14 h) para a avaliacdo da mortalidade apds 120 h do inicio do experimento. Nessas mesmas
condicOes, apenas para o inseticida chlorpyrifos ethyl, o método de bioensaio por contato foi
realizado para a obtencdo da curva de dose-resposta pela aplicacdo topica de 1 pL na regido
protorécica das lagartas.

Foram considerados mortos os individuos que, ao serem tocados com a ponta de um
estilete nos Gltimos segmentos abdominais, ndo responderam com movimentos coordenados ou
que tiveram o crescimento comprometido, sem a troca de instar. Os dados de mortalidade
obtidos foram utilizados para a determinacdo das curvas dose-resposta das coortes com e sem
simbiontes, via analise de Probit utilizando o programa R [33] com as extensdes ExpDes.pt [34]
e ecotoxicology [35]. A partir dessa analise, foram estimados 0s valores das concentracdes letais

mediana (CLso).

2.2.5. Efeito da colonizacdo do trato digestivo de Spodoptera frugiperda com
Leclercia adecarboxylata e Pseudomonas psychrotolerans na biologia do inseto

Estudo comparativo da biologia das linhagens de S. frugiperda suscetiveis infectadas,
separadamente, com os isolados I1L-CI29 L. adecarboxylata e 11L-Sp19 P. psychrotolerans,
capazes de metabolizarem chlorpyrifos ethyl e spinosad, contra a linhagem suscetivel de
referéncia (sem infecgéo), foi realizado para verificar o efeito das associagdes nos atributos
bioldgicos do inseto hospedeiro.

Para cada linhagem foram individualizadas 120 lagartas neonatas (0-24 h) em tubos
de vidro (2,5 cm de diametro x 8,0 cm de altura), contendo dieta artificial [30]. Os tubos foram
tampados com algodéo hidrofébico e mantidos em cadmara climatizada mantidas em condic¢des
controladas (25+1°C; 60+10% UR; fotofase de 12h). Apds o completo desenvolvimento larval,
0 sexo dos individuos foi determinado pela observagéo das pupas [36] e 0 peso das mesmas foi
determinado ap6s 24 h da ecdise. As pupas foram transferidas individualmente para tubos de
ensaio contendo papel de filtro umedecido, onde foram mantidas até a emergéncia dos adultos.
Adultos recém-emergidos (0-24 h) foram individualizados em gaiolas de tubo de PVC (10 cm
de didmetro x 20 cm de altura) revestidas com papel sulfite (substrato de oviposicéo) e
utilizados na formacdo de 10 casais até 48 horas apds a sua emergéncia. Aos casais foi
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disponibilizada apenas dgua durante os processos de acasalamento e reproducdo. As posturas
depositadas foram retiradas diariamente e 0 nimero de ovos determinado. As posturas foram
mantidas em recipientes com papel umedecido até a eclosdo das lagartas para a determinacéo
da viabilidade dos ovos.

Os insetos foram avaliados diariamente, sendo observados os seguintes parametros
bioldgicos: duragdo e viabilidade das fases de ovo, lagarta, pupa e adulto, peso de pupas com
24 horas (fémeas e machos), razdo sexual e a fecundidade das fémeas [37]. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado, considerando-se cada inseto uma repeticdo. Os
dados foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de t de
Student, a 5% de probabilidade.

Particularmente para a linhagem infectada com L. adecarboxylata, o mesmo
experimento foi realizado sob pressao de selecéo do inseticida chlorpyrifos ethyl para verificar
o efeito dessa bactéria na sobrevivéncia do hospedeiro quando exposto ao inseticida. Assim, a
sobrevivéncia de lagartas das linhagens de S. frugiperda suscetivel, infectadas ou ndo com L.
adecarboxylata, também foi comparada quando o hospedeiro foi submetido a dieta tratada
superficialmente com concentragdo equivalente & CL1o (180 pg/mL) de chlorpyrifos ethyl,

determinada em experimentos anteriores.

2.3. Resultados
2.3.1. Colonizacéo do trato digestivo de Spodoptera frugiperda

Dos isolados testados, a colonizacdo do trato digestivo de lagartas da linhagem
suscetivel de S. frugiperda foi bem-sucedida para L. adecarboxylata e P. psychrotolerans.
Arthrobacter nicotinovorans, isolada em meio contendo deltamethrin como fonte de carbono,
foi patogénica as lagartas da linhagem suscetivel, inviabilizando a manutencdo da linhagem

infectada.

2.3.2. Participacdo de bactérias simbiontes na resposta de Spodoptera frugiperda a

inseticidas

Com a obtencdo da curva dose-resposta de lagartas de 3° instar de S. frugiperda a
chlorpyrifos ethyl utilizando-se o método de contato, ndo foi observada diferenca significativa

entre os valores de CLso obtidos para lagartas contendo ou ndo L. adecarboxylata em sua



24

microbiota intestinal. A analise de probit indicou CLso estimada de 268,98 pg/mL para a
sublinhagem livre de L. adecarboxylata, com coeficiente angular (£ erro padréo) de 2,63 (=
0,28) (x* = 12,18; gl = 4), enquanto a sublinhagem associada a L. adecarboxylata apresentou
CLso de 338,71 pg/mL, com coeficiente angular (+ erro padrdo) de 2,24 (+ 0,29) (x* = 14,92, gl
= 4) (Tabela 1.1). Apesar do aumento em cerca de 20% nos valores de CLso de lagartas
associadas a L. adecarboxylata em relacdo as lagartas apossimbiontes, a sobreposicdo dos
valores de intervalo de confianga ndo nos permite sugerir o papel benéfico da associacdo dessa
bactéria na sobrevivéncia do hospedeiro quando exposto ao inseticida testado (Figura 1.1).
Porém, levando-se em consideracdo o método de bioensaio de ingestdo, seguindo as mesmas
condicdes anteriores, obteve-se uma curva dose-resposta que demonstrou a capacidade do
isolado de L. adecarboxylata testado influenciar a resposta de lagartas de 3° instar de S.
frugiperda ao inseticida chlorpyrifos ethyl. Neste caso, a analise de probit resultou em CLsg
estimada de 236,64 pg/mL para a linhagem apossimbionte, com coeficiente angular (£ erro
padrdo) de 2,59 (+ 0,18) (x*> = 5,11; gl = 4), enquanto que para a linhagem associada ao
simbionte a CLso foi de 447,60 pug/mL, com coeficiente angular (x erro padrdo) de 2,41 (£ 0,26)
(x*=5,11, gl = 4) (Tabela 1.2, Figura 1.2). A andlise das curvas dose-resposta de lagartas de 3°
instar da linhagem de S. frugiperda suscetivel ao spinosad, associada ou nao ao simbionte IIL-
Spl9 P. psychrotolerans, utilizando-se o meétodo de ingestdo, ndo indicou diferenca

significativa entre os tratamentos (Tabela 1.3, Figura 1.3).

Tabela 1.1. Dados da anélise de probit das curvas de dose-resposta de linhagem suscetivel de
Spodoptera frugiperda, associada ou ndo ao simbionte 1IL-CI29 Leclercia adecarboxylata, em
bioensaio de contato com chlorpyrifos ethyl, utilizando o programa de estatistica R.

Tratamento nl Ca (xEP)2 CLso (1C95%)3 X2 (g.l)*  p-valor®

268,98 a

Apossimbionte 720 2,64 £ 0,28 (233,89 - 310,00)

12,18 (4)  0,9840

338,71a

ComIIL-CI29 720 2,64+0,28 (289,63 - 400,63)

14,92 (4)  0,9951

1. nimero de individuos testados; 2. Coeficiente angular e erro padrdo; 3. Concentracdo letal 50
(ug/mL) e intervalo de confianga a 95%; 4. Valor do qui-quadrado calculado e grau de liberdade;
5. Probabilidade de significancia; Valores de CLso seguidos de letras distintas na mesma coluna
diferem significativamente entre si com base nos intervalos de confianga a 95% de probabilidade.
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Figura 1.1. Curvas de mortalidade de linhagem de Spodoptera frugiperda suscetivel a
inseticidas, associada ou ndo ao simbionte 1IL-CI29 Leclercia adecarboxylata, quando exposta
a diferentes concentracdes de chlorpyrifos ethyl por meio de bioensaio de contato. Cada curva
contém o intervalo de confianca superior e inferior a 95% de probabilidade.

Tabela 1.2. Dados da anélise de probit das curvas de dose-resposta de linhagem suscetivel de
Spodoptera frugiperda, associada ou ndao ao simbionte I11L-CI29 Leclercia adecarboxylata, em
bioensaio de ingestdo com chlorpyrifos ethyl, utilizando o programa de estatistica R.

Tratamento nl Ca (+EP)? CLso (1C95%)3 X2 (g.l)*  p-valor®

215,70 a

Apossimbionte 720 259+0,18 106 81" 545 49)

511(4) 07234

447,60 b

ComIIL-CI29 720  241£026 39575 53751

9,64 (4)  0,9531

1. nimero de individuos testados; 2. Coeficiente angular e erro padrdo; 3. Concentracéo letal 50
(ng/mL) e intervalo de confianca a 95%; 4. Valor do qui-quadrado calculado e grau de liberdade;
5. Probabilidade de significancia; Valores de CLso seguidos de letras distintas na mesma coluna
diferem significativamente entre si com base nos intervalos de confianca a 95% de probabilidade.
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Figura 1.2. Curvas de mortalidade de linhagem de Spodoptera frugiperda suscetivel a
inseticidas, associada ou ndo ao simbionte I1L-CI29 Leclercia adecarboxylata, quanto exposta
a diferentes concentracgdes de chlorpyrifos ethyl por meio de bioensaio de ingestdo. Cada curva
contém o intervalo de confianca superior e inferior a 95% de probabilidade.

Tabela 1.3. Dados da analise de probit das curvas de dose-resposta de linhagem suscetivel de
Spodoptera frugiperda, associada ou ndo ao simbionte [1IL-Sp19 Pseudomonas

psychrotolerans, em bioensaio de ingestdo com spinosad, utilizando o programa de estatistica
R.

Tratamento nt Ca (£EP)? CLso (1C95%)32 X2 (g.l)*  p-valor®

- 559 a

Apossimbionte 720 9,23 +2,37 (5,35 - 5,86) 44,34 (4) 1,00

ComIIL-Sp19 720 6,73+2,75 6,142 87,73 (4) 1,00
e (5,78 - 6,62) ’ ’

1. ndmero de individuos testados; 2. Coeficiente angular e erro padrdo; 3. Concentrago letal 50
(Hg/mL) e intervalo de confianga a 95%; 4. Valor do qui-quadrado calculado e grau de liberdade;
5. Probabilidade de significancia; Valores de CLso seguidos de letras distintas na mesma coluna
diferem significativamente entre si com base nos intervalos de confianca a 95% de probabilidade.
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Figura 1.3. Curvas de mortalidade de linhagem de Spodoptera frugiperda suscetivel a
inseticidas, associada ou ndo ao simbionte 1IL-Sp19 Pseudomonas psychrotolerans, quanto
exposta a diferentes concentragdes de spinosad por meio de bioensaio de ingestdo. Cada curva
contém o intervalo de confianca superior e inferior a 95% de probabilidade.

2.3.3. Efeito da colonizacdo do trato digestivo de Spodoptera frugiperda com

Leclercia adecarboxylata e Pseudomonas psychrotolerans na biologia do inseto

Apo6s comprovagao da colonizacdo do trato digestivo de lagartas de S. frugiperda da
linhagem suscetivel pelas bactérias I1L-CI29 L. adecarboxylata e 11L-Sp19 P. psychrotolerans,
estudo de biologia comparada de linhagens infectadas revelou que as bactérias associadas
induzem alteragOes em todas as fases do desenvolvimento do inseto.

Os isolados IIL-CI29 e I1L-Sp19 afetaram negativamente a viabilidade de todas as
fases de desenvolvimento avaliadas (Tabelas 1.4 e 1.6). Com relacdo a duracdo das fases
estudadas, os periodos de desenvolvimento de ovo e pupa e a longevidade de adultos de S.
frugiperda de linhagens infectadas néo diferiram das linhagens apossimbiontes. Apenas a fase
larval apresentou diferenca entre os individuos apossimbiontes e 0s que apresentavam o
simbionte associado. Na linhagem associada ao isolado I1L-CI29 (Tabela 1.4) o periodo larval

foi mais longo e naquela associada ao isolado I1L-Sp19 o periodo larval foi mais curto, quando
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comparado aos periodos de desenvolvimento de individuos apossimbiontes (Tabela 1.6).
Quanto a fase de pupa, houve alteracdo apenas na infeccdo com o isolado IIL-CI29 que
interferiu negativamente no peso de machos (Tabela 1.5).

Quando verificada a fecundidade de fémeas, pode se notar de forma mais contundente
o efeito da infeccdo dos simbiontes estudados. Os dados de fecundidade diéria e total de fémeas
de linhagens infectadas evidenciaram o efeito negativo causado pela infeccdo na aptidao
reprodutiva das fémeas (Tabelas 1.5 e 1.7). Na linhagem infectada com o isolado 11L-CI29, a
capacidade de oviposicao foi reduzida em aproximadamente 45%, enquanto que para o isolado
IIL-Sp19 houve uma reducdo ainda maior, de aproximadamente 64%. Além disso, ovos
colocados por fémeas provenientes de lagartas infectadas tiveram menor viabilidade em relagdo
a linhagem apossimbionte. A menor taxa de eclosdo foi observada para a linhagem infectada
com IIL-Sp19, com 69% de eclosdo (Tabela 1.6). Assim, a oviposicdo e viabilidade de ovos

foram pardmetros bastante afetados pela infecdo com as bactérias testadas.

Tabela 1.4. Viabilidade e duracdo dos estagios de desenvolvimento de linhagem suscetivel de
Spodoptera frugiperda, associada ou ndo ao simbionte HL-CI29 Leclercia adecarboxylata,
criada em dieta artificial (25£1°C; 60+£10% UR; fotofase de 12h).

Viabilidade (%) Duracéo (dias * EP)

Tratamento
Ovo Lagarta Pupa Ovo Lagarta Pupa Adulto

38+02a 188+08a 104*0,7a 6,3%*03a

Aposimbionte  83,3a 966 842 (10) (114) (96) (10)

49+03a 19,7+x09b 104+08b 6,4+03a

ComIIL-CI29 778b 930 766 (10) (107) (82) (10)

Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem entre si, no teste t de Student ao nivel de 5% de
probabilidade. Valores entre parénteses expressam o numero de observagdes (n).
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Tabela 1.5. Peso de pupas fémeas e machos, razdo sexual, fecundidade diaria e total de
linhagem suscetivel de Spodoptera frugiperda, associada ou ndo ao simbionte IIL-CI29
Leclercia adecarboxylata, criada em dieta artificial (25+1°C; 60+10% UR; fotofase de 12h).

Fémea Macho Razéo Fecundidade  Fecundidade
Tratamento (mg+EP) (mg+EP) sexual diaria total

Apossimbionte  233:3%19.3a 237.2+189a . 1268t94a 7672:313a
Com lIL-CI29 233,3+242a 2284%172b

047 675+6,0b 4195%+398Db
(50) (57) ’

(10) (10)

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si, no teste t de Student ao nivel de 5% de
probabilidade. Valores entre parénteses expressam o nimero de observacgdes (n).

Tabela 1.6. Viabilidade e duracdo dos estagios de desenvolvimento de linhagem suscetivel de
Spodoptera frugiperda, associada ou ndo ao simbionte [1IL-Spl19 Pseudomonas
psychrotolerans, criada em dieta artificial (25£1°C; 60£10% UR; fotofase de 12h).

Viabilidade (%) Duracdo (dias + EP)
Tratamento

Ovo  Lagarta Pupa Ovo Lagarta Pupa Adulto

N 33+01a 18,7+14a 109+19a 6,4+0,3a
Aposimbionte  829a 88,9 74,3 (10) (104) 77) (10)

36+02a 178+12b 113%x17b 69+03a
Com IIL-Sp19 69,4 b 79,5 59,5 (10) (89) (53) (10)

Meédias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si, no teste t de Student ao nivel de 5% de
probabilidade. Valores entre parénteses expressam o nimero de observacdes (n).

Tabela 1.7. Peso de pupas fémeas e machos, razdo sexual, fecundidade diéria e total de
linhagem suscetivel de Spodoptera frugiperda, associada ou ndo ao simbionte 11L-Spl19

Pseudomonas psychrotolerans, criada em dieta artificial (25+1°C; 60+10% UR; fotofase de
12h).

Tratamento Fémea Macho Razdo Fecundidade  Fecundidade
(mgxEP) (mgxEP) sexual diaria total

Apossimbionte 2322+229a 232,7+235a 0.48 90,1+11,8a 5654+67,2a
P (50) (54) : (10) (10)

236,4+205a 2345+191a 042 26,9+58b 2029+421b
(37) (52) ’ (10) (10)

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si, no teste t de Student ao nivel de 5% de
probabilidade. Valores entre parénteses expressam o nimero de observacées (n).

Com IIL-Sp19
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A linhagem de S. frugiperda suscetivel a inseticidas, quando associada ao isolado I1L-
Cl29 L. adecarboxylata, capaz de degradar chlorpyrifos ethyl, quando comparada a linhagem
apossimbionte, ambas em dieta tratada superficialmente com subdosagem do inseticida (180
po/ul de chlorpyrifos ethyl), apresentou maior aptiddo bioldgica do que a sublinhagem
controle (apossimbionte), principalmente nas fases de lagarta e adulto, evidenciando que a
bactéria auxilia a lagarta hospedeira no processo de desintoxicacdo apds alimentacdo em dieta
contaminada com chlorpyrifos ethyl.

A viabilidade larval (Tabela 1.8) e a fecundidade (Tabela 1.9) foram muito superiores
em insetos associados ao simbionte. Entretanto, a linhagem infectada apresentou menor
viabilidade e peso na fase pupal (Tabelas 1.8 e 1.9). Com relagdo a duragcdo, ndo houve
alteracdes significativas entre os tratamentos (Tabela 1.8), mantendo-se inclusive dentro dos
padrdes de valores da biologia demonstrada no item anterior, sem a aplicacdo do inseticida

chlorpyrifos ethyl (Tabelas 1.4 e 1.5).

Tabela 1.8. Viabilidade e duracdo dos estagios de desenvolvimento de linhagem suscetivel de
Spodoptera frugiperda, associada ou ndao ao simbionte HL-CI29 Leclercia adecarboxylata,
criada em dieta artificial tratada superficialmente com 180 pg/mL (2,83 pg/cm?) de chlorpyrifos
ethyl (25£1°C; 60£10% UR; fotofase de 12h).

Viabilidade (%) Duracéo (dias + EP)

Tratamento
Ovo Lagarta Pupa Ovo Lagarta Pupa Adulto

37+02a 199+18a 106+09a 6,0+03a

Apossimbionte  833a 24,2 75,9 (10) (29) (22) (10)

36+02a 195+15a 104+09a 6,1+03a

ComIIL-CI29 81.2a 56,7 61,8 (10) (68) (42) (10)

Meédias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si, no teste t de Student ao nivel de 5% de
probabilidade. Valores entre parénteses expressam o nimero de observagdes (n).
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Tabela 1.9. Peso de pupas fémeas e machos, razdo sexual, fecundidade diaria e total de
linhagem ssucetivel de Spodoptera frugiperda, associada ou ndo ao simbionte I1L-CI29
Leclercia adecarboxylata, criada em dieta artificial tratada superficialmente com 180 pg/mL
(2,83 pg/cm?) de chlorpyrifos ethyl (25+1°C; 60+10% UR; fotofase de 12h).

Fémea Macho Razéo Fecundidade  Fecundidade

Tratamento (mgEP) (mg+EP)  sexual didria total

277,0+158a 267,7+272a
(16) (13)

309+89a 2758%29,1a

0,55 (10) (10)

Apossimbionte

2480+241b 256,2+226a
(33) (35)

71,3+4,1b 430,0+158b

Com IIL-CI29 (10) (10)

0,49

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si, no teste t de Student ao nivel de 5% de
probabilidade. Valores entre parénteses expressam o nimero de observacdes (n).

2.4. Discussao

A colonizacdo induzida do trato intestinal de S. frugiperda por bactérias isoladas do
intestino de linhagens resistentes foi possivel apenas para dois (11L-CI29 L. adecarboxylata e
IIL-Sp19 P. psychrotolerans) dos trés isolados estudados, tendo o isolado IIL-Dm05 A.
nicotinovorans se mostrado patogénico ao inseto. Os dados obtidos para o isolado 11L-CI29,
que interferiram na sobrevivéncia do hospedeiro exposto a chlorpyrifos ethyl, indica que esse
simbionte participa, direta ou indiretamente, na desintoxicacdo desse inseticida. A CLso de
lagartas suscetiveis inoculadas com essa bactéria foi cerca de duas vezes superior aquela de
lagartas apossimbiontes. O isolado 1IL-Sp19 P. psychrotolerans, apesar de ter colonizado o
intestino de S. frugiperda, ndo demonstrou influenciar a sobrevivéncia do hospedeiro ao
spinosad. Analises da existéncia de custo adaptativo dessas associa¢fes mostrou gque essas
bacterias afetam negativamente aspectos da biologia do inseto, principalmente a fecundidade.
Mas os efeitos negativos da associacdo ao isolado I1L-CI29 foram eliminados quando na
presenca da pressdo de selecdo exercida pelo chlorpyrifos ethyl.

Simbiontes facultativos de insetos podem se assemelhar a patdgenos, podendo invadir
varios tipos de células, inclusive 6rgdos reprodutivos e residir de forma extracelular na cavidade
do corpo do hospedeiro [26]. Em muitos casos, simbiontes facultativos experimentalmente
introduzidos em hospedeiros podem estabelecer infeccéo e serem transferidos verticalmente de
forma estavel [38,39], indicando que a persisténcia da simbiose € alcancada mais pelas
capacidades do simbionte do que pelas adaptagcdes do hospedeiro para a manutencdo dessa

simbiose [40,41]. Simbiontes facultativos bem-sucedidos podem, além de combater
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mecanismos da resposta imunoldgica do hospedeiro, afetar os fendtipos do hospedeiro para a
propagacdo e persisténcia dos individuos infectados. Para isso, as bactérias possuem diversas
capacidades metabdlicas e biossintéticas que muitas vezes sao ausentes em insetos, podendo
trazer muitos beneficios a esse hospedeiro [26,42,43].

Simbiontes facultativos podem beneficiar a aptiddo do hospedeiro, levando ao
aumento da fecundidade e longevidade, aumentando assim a frequéncia de individuos
infectados. Entretanto, certos beneficios da associacdo aos simbiontes podem ser dependentes
do ambiente [44]. Consideracdes semelhantes, incluindo o presente estudo, podem se aplicar
aos efeitos prejudiciais ao hospedeiro causados por simbiontes em ambientes controlados de
laboratorio [26,45]. Entretanto, sob presséo de selecdo do inseticida, a capacidade demonstrada
de degradacdo de chlorpyrifos ethyl por essa bactéria em ensaios in vitro [11] é um forte
indicativo de que essa bactéria contribua ativamente na degradacdo do produto ingerido pela
lagarta e seus mecanismos de degradagéo envolvidos merecem novas investigagdes para
elucidar questdes ainda pouco estudadas pela comunidade cientifica. Nossos resultados
subsidiam a hipétese de que simbiontes de insetos participam da metabolizacdo de inseticidas,
auxiliando o hospedeiro na metabolizacdo da toxina, influenciando a sobrevivéncia de seus

hospedeiros na presenca ou auséncia da pressao de selecao.

2.5. Conclusoes

O isolado IIL-DmO05 A. nicotinovorans se mostrou patogénico quanto utilizado na

colonizacado induzida do trato intestinal de linhagem suscetivel de S. frugiperda;

= Oisolado I1L-Sp19 P. psychrotolerans néo altera a sobrevivéncia de lagartas suscetiveis

de S. frugiperda quando tratadas com spinosad,;

= QO solado IIL-CI29 L. adecarboxylata aumenta a sobrevivéncia de lagartas suscetiveis
de S. frugiperda expostas ao chlorpyrifos ethyl, exigindo o dobro da concentracéo letal

mediana quando comparada as lagartas suscetiveis livres do simbionte;

= Ha custo adaptativo nas associacdes de S. frugiperda com os isolados I1L-Sp19 P.

psychrotolerans e 1IL-CI29 L. adecarboxylata, na auséncia da presséo de sele¢éo;
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= Na presenca de pressao de selecédo (inseticida), o simbionte I1L-CI29 L.

adecarboxylata melhora o desempenho bioldgico de S. frugiperda.
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3. BIDACUMULACAO DE INSETICIDAS POR SIMBIONTES DE Spodoptera
frugiperda (J.E. SMITH, 1797) (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE) E SUAS
IMPLICACOES NA ECOLOGIA DO HOSPEDEIRO

Resumo

Embora a microbiota intestinal de lagartas de linhagens de Spodoptera frugiperda (J.E.
Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae) resistentes a inseticidas ter se mostrado um nicho
adequado para a selecdo direcionada de microrganismos com capacidade de metabolizacao e
de interferéncia na eficacia de inseticidas no controle do hospedeiro, o(s) mecanismo(s) de
metabolizacdo envolvido(s) na resposta do hospedeiro a inseticidas necessita(m) de
investigacdo mais detalhada para sua caracterizagdo. Desta forma, o presente estudo investigou
0S mecanismos que estdo envolvidos na metabolizacdo de inseticidas por bactérias simbiontes
de S. frugiperda resistente ao organofosforado chlorpirifos ethyl, aos piretroides lambda-
cyhalothrin e deltamethrin, a espinosina spinosad e a benzoilureia lufenuron. Amostras
controle, do sobrenadante e do conteudo intracelular foram obtidas ap6s cultivo dos isolados
em meio M9 acrescido do inseticida correspondente como Unica fonte de carbono por 5 dias. A
quantificacdo das amostras por analise cromatogréfica revelou a capacidade dessas bactérias
em metabolizar e bioacumular inseticidas, sendo que apenas o isolado I1L-Sp19 néo foi capaz
de bioacumular spinosad em quantidade significativa. Experimentos de ions precursores e redes
de interacbes moleculares comprovaram a capacidade do isolado IIL-Lufl4 em bioacumular
lufenuron, estando presente em sua forma integra no contetdo intracelular dessa bactéria. Essa
comprovacao também foi observada em ensaio in vivo, onde amostras do contetdo intracelular
foram capazes de causar mortalidade em S. frugiperda. O estudo de produtos da degradacéo de
lufenuron pelo isolado 11L-Lufl4 mostrou que essa bactéria é capaz de acumular o grupo N-
((2,5-Dicloro-4-(1,1,2,3,3,3-hexafluoropropoxi)fenil)carbamoil) e degradar fluorobenzoato,
ambos compostos resultante da degradacdo de lufenuron. A analise também permitiu identificar
lisofosfolipideos presentes em amostras do contetdo intracelular de M. arborescens, mostrando
ser um mecanismo de interacdo entre a célula microbiana e lufenuron. Assim, bactérias
simbiontes de S. frugiperda resistentes a inseticidas sdo capazes de bioacumular inseticidas e
interferir ativamente na atividade de xenobidticos no hospedeiro.

Palavras-chave: Bacteria; Degradacdo; Metabolizacdo; Bioacumulacdo; Intracelular

Abstract

Although the gut microbiota of insecticide resistant Spodoptera frugiperda (JE Smith,
1797) (Lepidoptera: Noctuidae) larvae has proved to be a suitable niche for targeted selection
of microorganisms that can metabolize insecticies and even interfere with the insecticide
efficacy, the mechanism(s) by which these bacteria metabolize insecticides are unknown. Thus,
we investigated the mechanisms that are involved in the metabolization of insecticides by
symbiotic bacteria previously isolated from resistant lines of S. frugiperda. These bacteria were
shown to degrade the organophosphate chlorpyrifos ethyl, the pyrethroids lambda-cyhalothrin
and deltamethrin, the spinosyn spinosad and the benzoylurea lufenuron. Experiments under
controlled cultured conditions and the chemical analyses of the culture media and the bacterial
cell lysate obtained after culturing the isolates for 5 days in M9 medium added with each one
of the insecticides as the sole carbon source. GC-MS and LC-MS-MS analyses allowed the
guantification of the capacity of the tested bacteria to metabolize and bioaccumulate
insecticides. Only the isolate 11L-Sp19 did not bioaccumulate spinosad in a significant amount.
Precursor ion experiments and networks of molecular interactions demonstrated the isolate I1L-
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Lufl4 interfered with the efficacy of lufenuron against S. frugiperda larvae by affecting the
availability of the insecticide in medium due to bioaccumulation. Lysates of I1L-Luf14 were
demonstrated to cause mortality of S. frugiperda proving the accumulation of large quantities
of lufenuron in the cultured cells. Analyses of the metabolites produced from the degradation
of lufenuron by the isolate IIL-Lufl4 identified the bioaccumulation of lufenuron and the
metabolite N-((2,5-Dichloro-4-(1,1,2,3,3,3-hexafluoropropoxy)phenyl)carbamoyl) and the
degradation of the metabolite fluorobenzoate, both compounds resulting from the degradation
of lufenuron. Lysophospholipids were also identified in the intracellular content of 1IL-Luf14,
pointing their participation in process of bioaccumulation of lufenuron. Thus, gut bacteria from
insecticide-resistant S. frugiperda larvae degrade and bioaccumulate insecticides and can
actively interfere with the activity of insecticides in the host.

Keywords: Bacteria; Degradation; Metabolization; Accumulation; Intracellular

3.1. Introducéo

Microrganismos sdo amplamente utilizados para a descontaminagdo ambiental e sdo
comumente selecionados em areas agricolas contaminadas por pesticidas, ambiente em que sdo
expostos a pressdo de selecdo por esses produtos pelo seu uso inadequado e/ou excessivo [1-3].
O uso intensivo e continuo de pesticidas organicos produz também outros efeitos indesejaveis,
pois conduz a evolucéo da resisténcia de insetos a inseticidas [4,5] e resulta em efeitos colaterais
a organismos ndo-alvo e ao ambiente [6,7]. O uso dessas moléculas esta cada vez mais restrito,
pois existe grande pressdo da sociedade para a implementacdo de técnicas alternativas de
controle mais seguras e praticas agricolas mais sustentaveis, abrindo perspectivas para o uso de
microrganismos com capacidade de biodegradacdo de tais pesticidas [8].

Insetos compartilham uma longa histéria de associacdo com bactérias e grande parte
de suas adaptacOes a condicOes adversas ou inadequadas podem estar relacionadas a essa
associagéo [9,10]. A microbiota intestinal de insetos pode representar um recurso valioso ao
contribuir para a ecologia nutricional do hospedeiro, participando de processos envolvidos na
utilizacdo de alimentos (digestdo, desintoxicagéo) e ciclagem e provisionamento de nutrientes,
interferindo, ainda, nas interagcbes multitréficas do hospedeiro [10-12]. Além disso, ha uma
série de indicacBes de que a microbiota de insetos pode participar na degradacéo de moléculas
organicas naturais e sintéticas [13-16].

A relevancia da contribuicdo da microbiota intestinal para as reaces enzimaticas que
ocorrem no limen do intestino do hospedeiro pode ser demonstrada pela existéncia de enzimas
microbianas que auxiliam na digestdo do alimento devido a sua insensibilidade aos inibidores
enzimaticos produzidos pelas plantas em que o inseto hospedeiro se alimenta [17-19]. Diversos

processos de desintoxicacdo de xenobioticos ocorrem no limen intestinal dos insetos pela sua
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natureza Oxido-redutora e pela atuagcdo de um complexo de enzimas (monoxigenases, esterases,
hidrolases, transferases) capaz de hidrolisar ou modificar o xenobidtico, reduzindo sua
toxicidade e favorecendo sua excrecdo [20,21]. Ha indicacdes ainda de que a contribuicdo
enzimatica microbiana no limen intestinal também pode auxiliar na degradacao de inseticidas
ingeridos pelo hospedeiro, com a hidrélise destes compostos para originar nutrientes para o
crescimento da prépria microbiota [22]. Assim, a diversidade e as diferencas entre enzimas
produzidas por procariotos e eucariotos indicam que as enzimas microbianas podem contribuir
fortemente para a metabolizacdo de inseticidas em insetos [23,24].

Apesar de todas as evidéncias da existéncia de mecanismos comuns de defesa de
insetos a compostos secundarios de plantas e moléculas sintéticas, e da participacdo da
microbiota associada a insetos em processos de degradacao destes compostos, pouco se conhece
a respeito da participacdo da microbiota no desenvolvimento de mecanismos de resisténcia de
insetos a inseticidas. No entanto, a participagdo da microbiota associada a insetos na degradacéo
de xenobidticos, incluindo os compostos organicos sintéticos geralmente utilizados para o
controle de pragas, levanta questdes importantes. A primeira seria relacionada a possibilidade
de explorar insetos para selecionar bactérias capazes de degradar xenobidticos para posterior
aplicacdo na biorremediacdo [8]. Em segundo lugar, o papel da microbiota na eficiéncia de
inseticidas no controle de pragas agricolas [8,23,25,26].

A exploracdo de bactérias simbiontes de insetos resistente a inseticidas como um novo
nicho com potencial de degradacdo de xenobidticos mostrou que a microbiota intestinal é
suscetivel as mudancgas em sua comunidade em resposta a pesticidas e a evolucdo da resisténcia
do hospedeiro [8]. Assim, a microbiota intestinal de insetos resistentes a inseticidas pode ser
um recurso valioso para o isolamento de bactérias capazes de degradar inseticidas e uma
ferramenta promissora para a exploragdo biotecnoldgica em programas de biorremediacéo [8].
No entanto, pouco se conhece sobre os mecanismos de metabolizac&o de pesticidas envolvidos
na degradagdo de inseticidas por bactérias simbiontes de insetos resistentes e seus impactos na
evolucéo da resisténcia do hospedeiro.

Desta forma, esse trabalho teve por objetivo estudar os mecanismos envolvidos na
metabolizacdo de inseticidas pelas bactérias IIL-CI29 Leclercia adecarboxylata, I1L-Lc09
Pseudomonas stutzeri, IIL-DmO5 Arthrobacter nicotinovorans, 1IL-Sp19 Pseudomonas
psychrotolerans e 11L-Luf14 Microbacterium arborescens isoladas da microbiota intestinal de
linhagens de Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae) resistentes ao
organofosforado chlorpirifos ethyl, aos piretroides lambda-cyhalothrin e deltamethrin, a

espinosina spinosad e a benzoilureia lufenuron.
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3.2. Material e Métodos
3.2.1. Material biolégico

Para o estudo foram utilizados isolados de bactérias obtidos da microbiota intestinal
de lagartas de S. frugiperda resistentes ao organofosforado chlorpyrifos ethyl (I11L-CI29
Leclercia adecarboxylata; Genbank: KX272966), aos piretroides lambda-cyhalothrin (IIL-
Lc09 Pseudomonas stutzeri; Genbank: KX280771) e deltamethrin (I11L-DmO5 Arthrobacter
nicotinovorans; Genbank: KX280775), a spinosina spinosad (IIL-Sp19 Pseudomonas
psychrotolerans; Genbank: KX280777) e a benzoilureia lufenuron (11L-Luf14 Microbacterium
arborescens; Genbank: KX280780) [8]. Os isolados foram mantidos em constante pressao de
selecdo em meio minimo M9 [27] acrescido de 10 pg/mL dos respectivos inseticidas como

Unica fonte de carbono.

3.2.2. Criacdo e manutencéo de Spodoptera frugiperda

Para o estudo foram utilizadas lagartas de S. frugiperda da linhagem suscetivel a
inseticidas mantidas e disponibilizadas pelo Laboratério de Manejo de Resisténcia de
Artropodes a Téticas de Controle, Departamento de Entomologia e Acarologia, Escola Superior
de Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESALQ/USP). A linhagem foi mantida em dieta artificial a
base de feijdo [28], sequindo protocolo de criagdo descrito por Parra (1986) [29].

3.2.3. Cultivo dos isolados e obtencdo de amostras para analises quimicas

Os isolados de bactérias em estudo, com comprovada capacidade de degradacdo de
inseticidas [8], foram inoculados (10° UFC/mL - 120 uL) em 3 mL de meio minimo M9
acrescido de 10 pg/mL do inseticida correspondente e cultivados sob agitacao constante a 28°C,
por 5 dias. Apos esse periodo, 0 meio de cultivo foi submetido a centrifugacao (3000g x 10 min
x 4°C) e o sobrenadante foi coletado. O sedimento de células formado foi submetido a duas
lavagens sucessivas com solugdo salina 0,8% estéril (NaCl) e as células foram lisadas em
sonicador (Unique) com frequéncia de 25 kHz por 30 min. O lisado celular e o sobrenadante
foram, separadamente, sujeitos & extragdo organica de fase solida com cartucho de fase reversa
C8 (Varian Bond Elut® 3CC/500 mg), utilizando metanol (HPLC grade — JTBaker) como

eluente. O cartucho foi previamente condicionado com 5 mL de metanol e 5 mL de agua
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destilada (estéril), tendo-se o cuidado de ndo deixar a coluna secar. A amostra (3mL) foi
percolada através do cartucho, sendo, em seguida, adicionado 1 mL de metanol para eluicdo e
obtencdo da amostra com o extrato de interesse. Da mesma forma, aliquotas de 3 mL do meio
minimo M9 acrescido de inseticida, mas sem bactéria, também foram cultivadas nas mesmas
condicGes daqueles contendo bactérias, para que produtos da degradagéo natural dos inseticidas
pudessem ser avaliados. As amostras foram acondicionadas em recipientes escuros de 1,8 mL
(Sun Sri) a -20°C até a analise. Cada tratamento contou com trés repeti¢des, sendo cada amostra

de cultivo de 3 mL considerada uma repeticéo.

3.2.4. Quantificacdo de inseticidas por anéalise cromatogréfica

Os extratos organicos obtidos do controle, sobrenadante e conteddo intracelular das
bactérias estudadas foram analisados por cromatografia para a quantificacdo de inseticidas nas
amostras. Os extratos organicos obtidos para chlorpyrifos ethyl, spinosad e lufenuron foram
secos em fluxo de Nz, ressuspensos em 1 mL de metanol e submetidos a separacdo
cromatografica em sistema de cromatografia liquida. As analises das amostras e solugcbes
padrdes foram realizadas em Espectrometro de Massa XevoTM TQ-S (Waters Corporation),
associado a Cromatdgrafo Liquido de Ultra Performance AcquityTM (UPLCTM-Waters),
equipado com uma coluna Hypersil GOLD (Thermo Scientific) (50x2,3 mm, 1,9 um). As fases
movel A (acido férmico a 0,1%) e B (0,1% de &cido formico em metanol) foram utilizadas na
composicdo de um gradiente para a eluicdo dos metabdlitos, comecando com 50% de fase B,
aumentando linearmente para 95% em 5 min, seguida por uma espera por 2 min. A taxa de
fluxo foi de 200 pL.min™ e o volume de injecdo foi de 10 uL. Os pardmetros de operacéo
utilizado no espectrometro de massas foram: voltagem do capilar 3,2 kV, temperatura da fonte
150°C, temperatura de dessolvatacdo de 300°C do gas N2, fluxo do gés do cone 150 L/h. A
ionizacdo das amostras foi realizada usando fonte de ionizagdo Z-spray operando em modos
positivo e negativo de analise. O método analitico utilizado foi realizado no modo de
monitoramento de reagcdes mdaltiplas (MRM). A dissociacdo ativada por colisdo (CID) foi
realizada utilizando argdénio (Ar) como gas de colisdo.

Para chlorpyrifos ethyl foi selecionado o ion precursor de m/z 350 e o ion fragmento
de m/z 97 (350 > 97) como marcadores para monitoramento; para spinosad foi selecionado o
ion precursor m/z 773 e o ion fragmento de m/z 142 (773 > 142) para a spinosyn A e 0 ion
precursor de m/z 747 e o ion fragmento de m/z 142 (747 > 142) para a spinosyn D, sendo as

andlises para esses inseticidas feitas em modo positivo. Lufenuron foi analisado em modo
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negativo, sendo monitorado pela sele¢do do ion precursor de m/z 509 e o ion fragmento de m/z
326 (509 > 326).

A concentracdo dos compostos nas amostras foi determinada por comparacdo com as
curvas de calibracdo obtidas pela analise de diluicGes seriadas de chlorpyrifos ethyl (y =
2902x+20811, r?=0,991), spinosyn A (y = 80,82x + 741,77, r>= 0,994), spinosyn D (30,17x +
60,56, r>=0,998) e lufenuron (y = 206,66x — 254,79, r? = 0,999) nas concentragdes de 0,5, 10,
50, 100, 250, 300 e 500 ng/mL. Cada concentracdo da curva e amostras de interesse foram
injetadas por 3 vezes (repeticdes técnicas) e a aquisicdo dos dados realizada com o programa
MassLynx 4.1 e o gerenciador de aplicativos TargetLynx (Waters).

Os extratos organicos obtidos para lambda-cyhalothrin e deltamethrin foram secos em
fluxo de N, ressuspensos em 200 pL de metanol e analisados por cromatografia gasosa-
espectrometria de massas em cromatografo gasoso HP6890, equipado com coluna capilar HP-
5MS (5% difenil e 95% dimetilpolisiloxano, 30 m de comprimento x 320 um de diametro
interno x 0,25 um de espessura da fase estacionaria) (Agilent 19091J-413), e acoplado a um
detector de massas HP5973 em modo de impacto de elétrons, com energia de ionizacdo de
70eV. As injecOes de 1 pL das amostras foram realizadas em split mode com razéo de divisdo
20:1, utilizando He como gas de arraste (1,2 mL/min), temperatura da porta de injecdo de
250°C, temperatura inicial do forno de 200°C, com incremento de 4°C/min até 300°C, com 5
min a 300°C.

A identificacdo dos compostos nas amostras foi dada pela comparacdo das
fragmentacgdes de massas obtidas com padrbes de lambda-cyhalothrin [m/z 181 (100), 197 (92),
208 (72), 449 (10)] e deltamethrin [m/z 172 (30), 175 (29), 181 (100), 208 (15), 209 (16), 253
(57)]. A concentracdo de ambos 0s compostos nos extratos organicos foi calculada usando-se
curvas-padrao construidas com dilui¢des seriadas (10, 50, 200, 350, 500 e 600 pg/mL) de
lambda-cyhalothrin (y = 459596x — 6464,3, r> = 0,994) e deltamethrin (y = 7179,1x - 173809,
r2=0,976).

3.2.5. Perfil quimico de amostras obtidas pelo cultivo de Microbacterium

arborescens em meio com lufenuron

Os perfis quimicos das amostras controle, do sobrenadante e do contetdo intracelular
(lise de células), obtidas pelo cultivo do isolado IIL-Lufl4 M. arborescens em meio minimo
M9 acrescido de lufenuron, foram analisados por inser¢éo direta por espectrometria de massas.
A andlise direta DI-ESI-MS e DI-ESI-MS/MS foi realizada no Espectrometro de Massa
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XevoTM TQ-S (Waters Corporation), juntamente com uma Cromatografia Liquida Ultra Alta
Performance AcquityTM (UPLCTM - Waters). O espectrometro de massa operou com
ionizacdo por eletrospray nos modos negativo (ESI-) e positivo (ESI+). A concentracdo das
amostras analisadas foi de 10 pg/mL. A tensdo capilar e a tensdo de pulverizacdo foram
ajustadas para 3.3 kV e 70 eV, respectivamente. A temperatura de dessolvatacdo foi fixada a
300°C e a temperatura da fonte foi de 150°C em todas as andlises. A taxa de fluxo foi de 150
uL/min. A eluicao isocratica foi de 0,1% de &cido formico em 80% de metanol durante 2 min.
O volume de injecdo foi de 2 pL. Para obtencdo dos perfis quimicos foram analisadas massas

no intervalo de m/z de 50-1200 Da em experimento de varredura completa.

3.2.6. Analise de produtos de degradacéo do lufenuron

Para o estudo dos produtos de degradacdo do lufenuron, amostras do controle,
sobrenadante e contetdo intracelular obtidas pelo cultivo do isolado IIL-Lufl4 - M.
arborescens em meio minimo M9 acrescido de lufenuron foram analisadas por cromatografia
liquida de ultra performance (HRMS) com eletrospray aquecido (HESI) e alta resolucdo de
dados dependente de analise MS2 (UPLC-HESI-HR-ddMS2). Os dados foram obtidos em
sistema ULPC Dionex Ultimate 3000 acoplado a um Thermo Q Exactive. Para andlise
cromatogréfica foi utilizada uma coluna Phenomenex Kinetex 2,6 ym C18 100 A (150x4,6 mm)
a 27°C, com eluicdo gradiente de fase movel A (&cido férmico a 0,1% em &gua) e fase movel
B (0,1% de acido férmico em acetonitrila). A eluicdo comecou com 50% de fase B e aumentou
linearmente para 95% em 14 min, sendo mantida em 95% de fase B durante 5 min. O
recondicionamento da coluna ocorreu por 3 minutos. A taxa de fluxo foi de 500 puL/min e o
volume de injecdo foi de 5 uL. O MS operou em modo positivo e negativo com intervalo de
varredura de 30-1200 Da. A tensdo de pulverizacédo foi de 3,7V, temperatura capilar de 320°C

e energia de colisdo de 30eV.

3.2.7. Analise metabdlica e rede molecular

Para a analise metabdlica e a construcdo da rede molecular, as amostras controle, do
sobrenadante e do conteudo intracelular obtidas pelo cultivo de M. arborescens em meio
minimo acrescido de lufenuron foram analisados por UPLC-HESI-HR-ddMS2 em modo

positivo e negativo. O software de exportacdo de MS foi utilizado para converter os dados
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brutos em arquivos mzXML. Para a anélise de rede do GNPS “The Global Natural Product
Social Molecular Networking”, todos os arquivos mzXML foram carregados no site
correspondente (http://gnps.ucsd.edu). Os parametros utilizados para a analise GNPS foram
ajustados em 1,0 Da de tolerancia para massa de ions precursores e em 0,5 Da de tolerancia
para massa de ions de fragmento. Outros ajustes como os parametros “min pairs Cos” em 0,65

e minimo de ions fragmentados em 4 foram selecionados.

3.2.8. Estudo da toxicidade do conteddo intracelular do isolado IlL-Lufl4

Microbacterium arborescens

Para esse estudo, o isolado IIL-Luf14 M. arborescens foi cultivado em meio minimo
M9 acrescido de 10 pg/mL de lufenuron sob agitacao constante a 28°C, por 5 dias, considerando
como controle o cultivo em meio TSB (Acumedia®) nas mesmas condi¢cdes. Os dois
tratamentos foram submetidos aos processos de centrifugacdo, lavagem e lise das células para
obtencdo do conteudo intracelular, conforme descrito anteriormente. Os conteudos
intracelulares foram avaliados quanto a mortalidade de lagartas de S. frugiperda de 3° instar,
adotando-se 0 método de bioensaio por ingestdo. Assim, 30 pL do contetdo intracelular de cada
tratamento foi inoculado em cada um dos 24 pocos de placas plasticas estéreis para o cultivo de
células (35 x 10 mm por célula) contendo 3 mL de dieta artificial/po¢o. Posteriormente, uma
lagarta de 3° instar (0-12 h) foi transferida para cada poc¢o da placa, totalizando 120 lagartas por
tratamento. As placas foram vedadas e mantidas em condic¢Ges controladas (25+2°C; 60+10%

UR; fotofase de 14 h) para avaliacdo da mortalidade ap6s 120 h do inicio do experimento.

3.3. Resultados

3.3.1. Quantificagdo de inseticidas para estudo dos mecanismos envolvidos na

degradacéo dessas moléculas por simbiontes de Spodoptera frugiperda

A quantificacdo de inseticidas ap6s cultivo dos isolados estudados foi determinada
utilizando GC-MS/MS para os piretroides lambda-cyhalothrin e deltamethrin, e LC-MS/MS
para chlorpyrifos ethyl, spinosad e lufenuron. Os métodos propostos para analise de
quantificacdo desses xenobioticos mostraram-se eficientes na deteccdo dos inseticidas apds o

cultivo e extracdo dos tratamentos propostos. A eficiéncia media de extracdo desses inseticidas
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para a andlise foi de cerca de 74%, sendo a concentracdo dos produtos determinada via
comparagdo com curvas-padrao para cada inseticida (Figura 2.1).

Todos os isolados testados diminuiram a quantidade de inseticida disponivel no meio
apos 5 dias de cultivo, quando comparados ao controle (Tabela 2.1). A analise do contetido
intracelular revelou que, com excecdo do isolado P. psychrotolerans, cultivado em spinosad,
todos os outros isolados foram capazes de degradar e acumular quantidades expressivas dos
respectivos inseticidas em suas células (Tabela 2.1).

Microbacterium arborescens, cultivado em lufenuron, foi o que apresentou maior
capacidade de degradacdo do xenobiotico sobre o qual foi selecionado, sendo capaz de
metabolizar 24,7% e acumular 37,3% desse inseticida em 5 dias de cultivo em meio contendo
esse inseticida como a Unica fonte de carbono. Esse também foi o isolado com maior capacidade
de acumulo de inseticidas dentre os isolados estudados (Tabela 2.1). Leclercia adecarboxylata,
cultivada em chlorpyrifos ethyl, foi a que apresentou a segunda maior capacidade de acumulo
do inseticida em suas células, acumulando 30,6% do chlorpyrifos ethyl disponivel no meio ap6s
5 dias de cultivo. Valor esse que correspondente ao dobro do chlorpyrifos ethyl metabolizado
por esta bactéria (Tabela 2.1). Quanto aos piretroides, a capacidade de acumulacéo de lambda-
cyhalothrin e deltamethrin pelos isolados I1L-Lc09 P. stutzeri e 1IL-DmO5 A. nicotinovorans,
respectivamente, foi muito proxima (24,1% e 20,6%). Porém, enquanto A. nicotinovorans foi
capaz de metabolizar 44,9% de deltamethrin, P. strutzeri metabolizou apenas 8,4% de lambda-
cyhalothrin (Tabela 2.1). Apenas P. psychrotolerans, cultivado em spinosad, ndo apresentou
bioacumulacdo expressiva do inseticida; entretanto, foi capaz de metabolizar 20,9% de

spinosyn A e 29,9% de spinosyn D (Tabela 2.1).



46

3.0E+05
2.5E+H05
2.0E+05

L5E+05

Area

LOE+05

5.0E+04

0.0E+00

1.6E+H06

1.4E+06

1.2E+06

1.0E+06

8.0E+05

Area

6.0E+05

4.0E+03

2.0E+05

0.0E+00

3.0E+04

2.5E+04

2.0E+04

1.5E+04

Area

1.OE+04

5.0E+03

0.0E+00

Lambda-cyhalothrin
..
0 100 200 300
pg/mL
Chlorpyrifos ethyl
e.
L
0 100 200 300
ng/mL
Spinosyn A
ra
0 50 100 150
ng/mL

400

200

.
y=459.6x - 6464.3
R*=0.9944
500 600 700

400

¥y =2902x + 20811
R?=10.9913

500 600

" y=80919x+741.77
R=0.9941

250 300 350

Area

Area

Area

5.0E+06
4.5E+06
4.0E+06
3.5E+06
3.0E+H06
2.5E+H06
2.0E+06
1.SE+06
1.0E+06
5.0E+05
0.0E+00

7.0E+04

6.0E+04

5.0E+04

4.0E+04

3.0E+04

2.0E+04

1.0E+04

0.0E+00

1.0E+04
9.0E+03
8.0E+03
7.0E+03
6.0E+03
5.0E+03
4.0E+03
3.0E+03
2.0E+03
1.0E+03
0.0E+00

Deltamethrin
o *"
0 100 200
Lufenuron
o
.
o
0 50 100
Spinosyn D
.
e
-
0 50 100

300 400
pg/mL

150 200
ng/mL

150 200
ng/mL

-
- y=7179.1x - 173809

R?=0.9764

500 600 700

=" y=206.66x - 254.79

R2=0.9995

250 300 350

y=30.17x + 60.56
R>=0.9985

250 300 350

Figura 2.1. Curvas-padrdo obtidas para lambda-cyhalothrin e deltamethrin via GC-MS/MS,
utilizando concentragdes de 10, 50, 200, 350, 500 e 650 pg/mL, e para chlorpyrifos ethyl,
lufenuron, spinosyn A e spinosyn D via UPLC-MS/MS, utilizando as concentragdes 0,5, 10,
50, 100, 250, 500 ng/mL (chlorpyrifos ethyl e lufenuron) ou 5, 10, 50, 200 e 300 ng/mL
(spinosyn A e spinosyn D).
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Tabela 2.1. Quantificacdo dos inseticidas lambda-cyhalothin, deltamethrin, chlorpyrifos ethyl,
lufenuron e spinosad (spinosyn A e D) ap6s 5 dias de cultivo dos isolados de bactérias
associadas ao trato digestivo de Spodoptera frugiperda resistentes a inseticidas.

Quantificacdo de inseticida (xEP, n=3)

Inseticida Isolado utilizado
D %! | %2 M %3 DN %*
Lambda-cyhalothrin  11L-Lc09 484+17 241+23 84+37 190+£5,0
Deltamethrin IIL-DmO05 183+19 206+0,6 395+19 21,6+0,7
Chlorpyrifos-ethyl  11L-CI29 298+44 305+34 152+59 17,7+7,8
Lufenuron lIL-Luf14 219+31 373+18 247+79 16,1+46
Spinosyn A 780+13 11+06 209+14 0,0+0,0
I1L-Sp19
Spinosyn D 70,1+13 00+00 299+53 0,000

1 D% = quantidade relativa de inseticida disponivel; 2 1% = quantidade relativa de inseticida no lisado
da célula; ® M% = quantidade relativa de inseticida metabolizado; * DN% = quantidade relativa de
inseticida degradado naturalmente; IIL-Lc09 Pseudomonas stutzeri; [IL-Dm05 Arthrobacter
nicotinovorans; I1L-CI29 Leclercia adecarboxylata; 11L-Luf14 Microbacterium arborescens; I1L-Sp19
Pseudomonas psychrotolerans

3.3.2. Estudo de produtos de degradacao de lufenuron pela acdo de Microbacterium

arborescens simbionte de Spodoptera frugiperda resistente a essa molécula

Amostras obtidas a partir do cultivo de M. arborescens em meio M9 + lufenuron como
unica fonte de carbono e analisadas por DI (ESI)-MS e DI (ESI)-MS/MS revelaram perfis
quimicos diversos para o controle (sem o cultivo da bactéria), sobrenadante (com o cultivo da
bactéria) e contetdo intracelular, sendo seus espectros de massas analisados em modo positivo
e negativo em intervalo de massa-carga (m/z) compreendido entre 50 e 1200 Da (Figura 2.2).

Lufenuron apresentou melhor ionizagdo em modo negativo e devido a sua alta
ionizacdo neste modo, ndo foi possivel identificar sinais em insercdo direta. Todos os sinais
observados nos espectros de massa em modo negativo corresponderam a fragmentos de
lufenuron e a moléecula desprotonada. J& em modo positivo ndo foram observados fragmentos
derivados de lufenuron, sendo identificado apenas metabdlitos produzidos pela bactéria e
componentes do meio de cultivo (Figura 2.2).

Amostras do conteudo intracelular se apresentaram mais simples em comparacgéo as
amostras do sobrenadante. Entretanto, sinais de lufenuron m/z 511 [luf+H]" e m/z 533 [luf+Na]*
foram observados apenas em amostras do conteudo intracelular. Alguns sinais como m/z 149,

163 e 301 foram observados em amostras de sobrenadante e conteddo intracelular. Estes sinais
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correspondem a compostos produzidos pela bactéria derivados do processamento de lufenuron

(Figura 2.2).
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Figura 2.2. Perfil quimico obtido por andlise cromatografica das amostras controle (C),
sobrenadante (S) e conteudo intracelular (I). Analise em modo positivo (+) e negativo (-) em
baixa resolucdo de espectrometria de massa. O sinal m/z 1042 Da (em destaque) apresentou
padrdo isotopico similar ao lufenuron, correspondendo ao dimero sodiado desta molécula
[2luf+Na-H]". Amostras obtidas pelo cultivo de Microbacterium arborescens em meio minimo
M9 contendo lufenuron como unica fonte de carbono por 5 dias. Abundancia relativa (%) por
massa sobre carga (m/z).
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Na analise DI(ESI)-MS/MS, alguns sinais foram selecionados para anélise da
caracterizagdo estrutural dos metabolitos produzidos por M. arborescens nesta condicdo
especial de cultivo. No modo negativo, o sinal m/z 1042 Da (destacado na Figura 2.2)
apresentou padrao isotépico similar ao de lufenuron que corresponde ao dimero sodiado deste
inseticida [2luf+Na-H]". O sinal de m/z 391/393, em modo positivo, apresenta padréo isotopico
semelhante a compostos com dois atomos de cloro. Desta forma, esta estrutura foi atribuida a

um derivado sodiado de lufenuron (Figura 2.3).

H +
Na
Cl N_ NH,
F_F
ALY W
AN,
F

Figura 2.3. fon m/z 391/393 em modo positivo. Estrutura atribuida a um derivado sodiado de
lufenuron obtido por hidrolise.

Para o monitoramento de produtos de lufenuron biotransformados, o experimento de
ions precursores foi selecionado devido a alta seletividade e sensibilidade da andlise. A
estratégia aplicada deu prioridade as estruturas que mantiveram alguns fragmentos da estrutura
do lufenuron. Com isso, para contemplar a cadeia de carbono, foram selecionados dois ions
precursores, um em modo positivo (m/z 158) e outro em modo negativo (m/z 326) (Figura 2.4).
Esta estratégia foi capaz de comprovar a presenca de lufenuron em amostras do controle,
sobrenadante e do conteudo intracelular (Figura 2.5). Porém, nessa estratégia de analise, ndo

foi possivel identificar nenhuma molécula de lufenuron biotransformado.

m/z 326
modo negativo

' -
F_F
SO RR
AR
e
5 m/z 158
modo positivo

Figura 2.4. Estratégia utilizada no experimento de monitoramento de ions precursores para
caracterizagdo da degradacdo de lufenuron pela bactéria Microbacterium arborescens
simbionte de Spodoptera frugiperda resistente a esta molécula. Monitoramento do ion m/z 326
em modo negativo para deteccdo de produtos de lufenuron com grupos intactos de N-((2,5-
Dicloro-4-(1,1,2,3,3,3-hexafluoropropoxi)fenil)carbamoil) (em azul) e monitoramento do ion
em m/z 158 em modo positivo para deteccdo de derivados de fluorobenzoato a partir da
degradacéo de lufenuron (em vermelho).
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Figura 2.5. Monitoramento dos ions precursores m/z 326 em modo negativo e m/z 158 em modo
positivo para deteccdo tentativa de produtos de lufenuron com grupos intactos de
N-((2,5-Dicloro-4-(1,1,2,3,3,3-hexafluoropropoxi)fenil)carbamoil) e de fluorobenzoato,
respectivamente. Amostras do controle, sobrenadante e conteddo intracelular obtidas pelo
cultivo de Microbacterium arborescens em meio minimo M9 contendo lufenuron como Unica
fonte de carbono por 5 dias. Abundancia relativa (%) por massa sobre carga (m/z).

3.3.3. Rede de interagdes moleculares

As redes de interagBes moleculares foram construidas em modo negativo e positivo
por meio da analise das amostras do controle, sobrenadante e conteudo intracelular obtidas pelo
cultivo da bactéria M. arborescens em meio acrescido de lufenuron como Unica fonte de
carbono. Em modo positivo, poucas informacGes foram obtidas a partir desta analise.
Entretanto, no modo negativo foi encontrado um conjunto de moléculas relacionadas ao
lufenuron (Figura 2.6).

Apenas para amostras do sobrenadante ndo foram encontrados compostos relacionados
ao lufenuron, possivelmente devido as baixas concentracdes presentes desse inseticida nessas
amostras. Ja em amostras do controle e contetdo intracelular de M. arborescens, lufenuron foi
encontrado em altas proporgdes. Esses resultados corroboram com os resultados obtidos na
quantificacdo de lufenuron nessas amostras (item 3.3.1), onde 21,9% de lufenuron estava

presente em amostras de sobrenadante, 30,5% foi bioacumulado e 24,7% metabolizado pela



51

bactéria M. arborescens apds 5 dias de cultivo em meio onde a Unica fonte de carbono foi o
inseticida. Quanto aos produtos de degradacdo de lufenuron nas amostras, a rede molecular
mostrou que nenhum sinal relacionado a fracdo de fluorobenzoato da molécula de lufenuron foi
detectado. Em contrapartida, a outra fracdo analisada, o grupo N-((2,5-Dicloro-4-(1,1,2,3,3,3-
hexafluoropropoxi)fenil)carbamoil) foi identificado em amostras do controle e contetdo
intracelular (Figura 2.6).

Outras informac6es podem ser destacadas na analise da rede de interacdes moleculares
(Figura 2.6), onde alguns ions identificados no grupo do lufenuron séo decorrentes da hidrolise
natural desta molécula, uma vez que esses ions também foram observados em amostras do
controle (Figura 2.7). A andlise também permitiu verificar que varios lisofosfolipideos
(LysoPE) estdo exclusivamente presentes em amostras do contetdo intracelular de M.
arborescens (Figura 2.6). Essas moléculas foram caracterizadas em trés tipos de LysoPE; 16:1,
16:0 e 18:1 (Figura 2.8).
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Figura 2.6. Rede de interagbes moleculares de amostras obtidas pelo cultivo de Microbacterium
arborescens em meio minimo M9 contendo lufenuron como Unica fonte de carbono por 5 dias.
Anélise obtida por cromatografia em modo negativo. Amostras de controle (C), contetdo
intracelular (I) e sobrenadante (S) obtidas por extragdo orgénica com cartucho C8 utilizando
metanol como eluente. Cluster de lufenuron e de lisofosfolipideos (LysoPE) encontrado em
amostras do controle e/ou contetdo intracelular.
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Figura 2.7. Cluster que contém a molécula de lufenuron e seus derivados da rede de interacOes
moleculares obtida pelo cultivo de Microbacterium arborescens em meio minimo M9 contendo
lufenuron como Unica fonte de carbono por 5 dias. Analise obtida por cromatografia em modo
negativo. Amostras de controle (C) e conteudo intracelular (1) obtidas por extracdo organica
com cartucho C8 utilizando metanol como eluente. VValores m/z com variagdo de 2 ou mais ions
correspondem a mesma estrutura devido a variagdo isotopica.
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Figura 2.8. Cluster que contém moléculas de lisofosfolipideos (LysoPE) encontradas
exclusivamente no contetdo intracelular de Microbacterium arborescens cultivada em meio
minimo M9 contendo lufenuron como Unica fonte de carbono por 5 dias. Anélise obtida por
cromatografia em modo negativo. Abundancia relativa (%) por massa sobre carga (m/z).

A Figura 2.9 apresenta o cromatograma idnico de extracdo para o ion m/z 370. Este €
um dos ions mais representativos da hidrolise do lufenuron. Com base na intensidade do ion,
para o controle Oh, foi encontrado uma intensidade de 5,3x10° e para controle 5 dias, a
intensidade foi de 8,7x10°. Este resultado mostra uma taxa de hidrdlise 64% maior ap6s 5 dias.

Para amostras de sobrenadante e contetido intracelular, a intensidade foi de 1,37x10* e 8,6x10*
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respectivamente. Este resultado sugere uma menor taxa de hidrolise em relagdo ao controle
devido a absor¢éo do lufenuron por M. arborescens.
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Figura 2.9. Analise de ions representativos na hidrolise de lufenuron. Cromatogramas idnicos
de extracdo para ion m/z 370 obtidos para o controle Oh (COh), controle 5 dias (C5d), conteido
intracelular (I) e sobrenadante (S). Amostras obtidas por meio do cultivo de Microbacterium
arborescens em meio minimo M9 contendo lufenuron como Unica fonte de carbono por 5 dias.
Abundancia relativa (%) por massa sobre carga (m/z).

3.3.4. Toxicidade de metabolitos intracelulares de Microbacterium arborescens

cultivado em lufenuron como Unica fonte de carbono

O conteudo intracelular do isolado M. arborescens cultivado em meio contendo
lufenuron como Unica fonte de carbono foi capaz de causar mortalidade de 95,4 + 1,9% em
lagartas de 3° instar de S. frugiperda, ao passo que, o contetdo intracelular do isolado cultivado
em meio TSB causou mortalidade de apenas 3,8 + 1,5%. Esses dados contribuem com os
resultados anteriores quanto a presenga de lufenuron no contetdo intracelular do simbionte de

S. frugiperda resistente a esse inseticida.

3.4. Discussao

O estudo da degradacdo de chlropirifos ethyl, lambda-cyhalothrin, deltamethrin,

spinosad e lufenuron por bactérias simbiontes de S. frugiperda resistente a esses inseticidas
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revelou a existéncia de um mecanismo ainda pouco conhecido em bactérias associadas a insetos
e que pode ter significativo impacto na resposta do hospedeiro a inseticidas. Dos cinco
simbiontes analisados, todos foram capazes de metabolizar inseticidas, sendo que quatro
apresentaram capacidade de acumular quantidades expressivas de inseticidas em suas células
em comparacdo a quantidade presente no controle ap6s 5 dias de cultivo. Essa constatacéo
evidencia a bioacumulagdo como um mecanismo importante no processo de metabolizacdo de
inseticidas por bactérias simbiontes e levanta questionamentos quanto a participacdo desses
organismos na capacidade do hospedeiro em tolerar agentes estressores, tal como 0s pesticidas.

A bioacumulacdo de inseticidas por bactérias simbiontes de insetos é pouco descrita
na literatura, sendo os relatos voltados para bactérias exclusivamente isolados de 4gua ou solo
contaminados [30,31]. O processo de bioacumulacdo de lufenuron por M. arborescens,
simbionte isolado do intestino de lagartas de S. frugiperda resistentes a esse inseticida, e suas
implicacOes na capacidade de metabolizagdo do inseticida pela associacdo hospedeiro/bactéria
é um fato inédito na literatura. O presente estudo mostrou por meio de experimentos de ions
precursores e redes de interacbes moleculares que o simbionte M. arborescens é capaz de
bioacumular moléculas integras de lufenuron apds cultivo dessa bactéria em meio com
lufenuron como Unica fonte de carbono. O presente estudo mostrou ainda a comprovacdo
pratica da bioacumulacdo, onde células obtidas do cultivo de M. arborescens em lufenuron
como unica fonte de carbono foram capazes de causar mortalidade de S. frugiperda em ensaio
in vivo, apos sedimentacdo, lavagem e lise das células, comprovando a presenca intracelular do
inseticida em comparacdo com células obtidas do cultivo em meio TSB.

O estudo de possiveis produtos de degradacdo de lufenuron revelou que nenhum sinal
relacionado a fracdo de fluorobenzoato da molécula de lufenuron foi detectado. Em
contrapartida, a outra fracdo analisada, o grupo N-((2,5-Dicloro-4-(1,1,2,3,3,3-
hexafluoropropoxi)fenil)carbamoil) foi identificado em amostras do controle e contetdo
intracelular, caracterizando a capacidade de bioacumulacgdo dessa molécula por M. arborescens.
Com base nesses resultados, é possivel inferir ainda que a bactéria simbionte M. arborescens
pode ser capaz de bioacumular e degradar fluorobenzoato, utilizando-se desses produtos de
degradacdo para seu metabolismo. N&o existem relatos na literatura sobre degradacdo de
fluorobenzoato por M. arborescens, embora a biotransformacédo de compostos com fldor por
fungos, bactérias e leveduras tenha sido bastante estudada [32-34]. A reviséo de Murphy [32]
apresenta muitos exemplos de microrganismos capazes de degradar compostos com fllor
através da clivagem enzimatica especifica de ligacbes C-F, discutindo processos de

biotransformacao desses compostos em condicdes aerobicas e anaerobicas.
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Os pesticidas podem interferir no crescimento e na atividade de microrganismos, mas
apesar da imprecisdo quanto aos mecanismos de interacdo pesticida-microrganismos, dados
disponiveis sdo consistentes com a ideia de que maioria das moléculas inseticidas interagem
com a membrana microbiana [35]. Existem poucos relatos na literatura sobre as interac6es da
membrana celular bacteriana com pesticidas. Essas interacfes sdo muito bem relatadas em
estudos com hidrocarbonetos visando a biorremediacdo desses compostos em ambientes
aquaticos [36]. Entretanto, os lisofosfolipidios (LPs) encontrados exclusivamente no contetdo
celular da bactéria em estudo pode indicar a existéncia de mecanismos de interacfes entre o
inseticida lufenuron e a membrana celular de M. arborescens no processo de bioacumulagéo.
Os LPs sdo mediadores lipidicos bioativos derivados da membrana que podem afetar funcdes
celulares fundamentais como a proliferacdo, diferenciacdo, sobrevivéncia, migracdo, adesdo,
invasdo e morfogénese [37]. Desta forma, o presente estudo sugere que mediadores lipidicos
estdo envolvidos no processo de bioacumulacdo de lufenuron pela bactéria simbionte M.
arborescens. Além disso, compostos fluorados, assim como o lufenuron, possuem propriedades
fisico-quimicas capazes de afetar sua lipofilicidade, alterando a penetracdo da membrana
celular e as interacbes com moléculas hidrofébicas [32-34].

A andlise da hidroélise de lufenuron por meio da investigacdo da presenca do ion m/z
370 em amostras do controle, sobrenadante e conteudo intracelular mostrou que a menor taxa
de hidrolise presente em amostras com M. arborescens é diretamente relacionada a capacidade
de absorcéo do inseticida no processo de bioacumulacéo e utilizacdo dos metabdlitos produtos
da hidrdlise do lufenuron pela bactéria. Como demonstrado nos estudos de quantificacao desse
inseticida, a hidrolise do lufenuron pela bactéria superou em 1,5 vezes a hidrélise natural desta
molécula. Adicionalmente, a disponibilidade do inseticida no meio é reduzida mais pela
absorcdo do que sua capacidade de hidrdlise.

Portanto, o processo de bioacumulagdo de lufenuron por M. arborescens pode ser
determinante na metabolizacdo do produto por essa bactéria quando cultivada nesse inseticida
como unica fonte de carbono. Entretanto, ao se analisar 0 processo como um todo, € possivel
inferir a grande contribuicdo deste mecanismo na ecologia do inseto hospedeiro. Almeida
(2013) [38] demonstrou que a colonizacdo do trato digestivo de linhagem suscetivel de S.
frugiperda por M. arborescens resultou em CLso cerca de 10 vezes superior aguela da linhagem
apossimbionte. Assim, bactérias simbiontes de S. frugiperda resistente a inseticidas com
capacidade de bioacumulagdo dessas moléculas podem interferir ativamente na metabolizacéo

de xenobidticos pelo hospedeiro.
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O mecanismo de bioacumulacdo envolvido no processo de desintoxicagdo de
inseticidas relatado neste trabalho contribui para um melhor entendimento dos mecanismos que
possam estar envolvidos na tolerancia de insetos a inseticidas. Desta forma, a participacdo dos
simbiontes de insetos na tolerancia a inseticida se mostra relevante, principalmente no que diz
respeito a0 mecanismo microbiano de bioacumulacdo de xenobidticos presente no trato

intestinal de insetos mastigadores.

3.5. Conclusoes

= Leclercia adecarboxylata, P. stutzeri, A. nicotinovorans e M. arborescens hidrolisam e
bioacumulam, respectivamente, chlorpyrifos ethyl, lambda-cyhalothrin, deltamethrin e

lufenuron;

= Pseudomonas psychrotolerans hidrolisa spinosad, mas ndao bioacumula este inseticida;

= Microbacterium arborescens bioacumula o grupo N-((2,5-Dicloro-4-(1,1,2,3,3,3-

hexafluoropropoxi)fenil)carbamoil) resultante da degradacdo do lufenuron.
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4. DIVERSIDADE DE BACTERIAS SIMBIONTES DA FORMIGA CORTADEIRA
Acromyrmex coronatus (FABRICIUS, 1804) (HYMENOPTERA: FORMICIDAE) E O
SEU POTENCIAL BIOTECNOLOGICO PARA A DESCOBERTA DE MOLECULAS
INSETICIDAS

Resumo

Apesar das divergéncias quanto a sua origem e funcdes, a relacdo de formigas com
simbiontes, suas implicacGes ecologicas e potencial biotecnologico para descoberta de
moléculas bioativas despertam grande interesse na comunidade cientifica, uma vez que os
simbiontes de formigas estdo envolvidos em muitos processos essenciais para a sobrevivéncia
de seus hospedeiros, principalmente quando relacionados a nutricdo e defesa. Assim, no
presente trabalho, investigou-se a diversidade de bactérias cultivaveis associadas a formiga
cortadeira Acromyrmex coronatus (Fabricius, 1804) (Hymenoptera: Formicidae), bem como a
diversidade de metabolitos produzidos e o seu potencial para descoberta de compostos
inseticidas. Foram identificados 46 filotipos pertencentes a Actinobacteria, Firmicutes e
Proteobacteria. Acromyrmex coronatus mostrou ser um nicho adequado para a selecéo
direcionada de microrganismos com capacidade de producdo de compostos com atividade
inseticida, se revelando uma alternativa a busca por maior diversidade de microrganismos e
novos compostos bioativos. Além disso, diferencas expressivas na atividade inseticida entre
extratos organicos produzidos com diferentes solventes e entre isolados do mesmo filotipo
demonstram o grande potencial dos microrganismos associados a esses insetos em contribuir
com compostos bioativos de interesse biotecnologico.

Palavras-chave: Inseto; Microbiota; Metabdlitos; Bioatividade; Biotecnologia

Abstract

Despite the divergences regarding their origin and functions, the interaction of ants with
symbionts, the ecological implications and biotechnological potential of ant-associated
symbionts for the discovery of bioactive molecules has been of great interest to the scientific
community. Ant symbionts are involved in many processes essential for the survival of their
hosts, especially when related to nutrition and defense. We investigated the diversity of
culturable bacteria associated with the cuticle of the ant Acromyrmex coronatus (Fabricius,
1804) (Hymenoptera: Formicidae), and determined the diversity of metabolites produced and
their potential for the discovery of insecticidal compounds. Forty-six phylotypes were identified
associated with the cuticle of A. coronatus distributed in Actinobacteria, Firmicutes and
Proteobacteria. These phylotypes produced a large variety of metabolites and bioassays
demonstrated several of these isolates produced molecules with insecticide activity against S.
frugiperda. Acromyrmex coronatus was a suitable source for the selection of microorganisms
with the capacity to produce compounds with insecticidal activity. We also demonstrated
significant differences in insecticidal activity when using organic extracts produced with
different solvents and between isolates of the same phylotipe, highligthing the great potential
of ant-associated microorganisms to contribute with bioactive compounds of biotechnological
interest.

Keywords: Insect; Microbiota; Metabolites; Bioactivity; Biotechnology
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4.1. Introducéo

A historia da vida na Terra tem sido moldada principalmente por microrganismos. O
mais antigo relato da existéncia de vida, ha 3,5 bilhdes de anos, evidencia um microrganismo
como o ancestral comum que originou as mais diversas formas de vida do planeta, sendo
posteriormente fundamental em processos que ajudaram a biosfera a ser mais hospitaleira para
novas formas de vida [1,2]. Neste periodo, com origem ha cerca de 420 milhdes de anos, 0s
insetos se tornaram o grupo mais diverso e abundante de animais na Terra, habitando quase
todos os nichos existentes [3]. Grande parte deste sucesso evolutivo se deu pela associacdo com
microrganismos. Essas associacGes evoluiram em relacbes bastante especificas com seus
hospedeiros, as quais também foram fundamentais para sua especiagéo [4-6].

Estima-se que a microbiota possa ser responsavel por 1-10% da biomassa do inseto,
implicando que o inseto pode ser considerado um multiorganismo [7]. Devido a existéncia de
estilos de vida e comportamentos alimentares especializados, os insetos séo frequentemente
propensos a contaminagdo por microrganismos. Na vida em grandes comunidades, como a de
insetos sociais, em particular, o fornecimento de nutrientes para a prole e a construcdo de
camaras de incubacdo sdo ameacadas por espécies invasoras e predatdrias. Como resposta a
essas ameacas, muitos insetos desenvolveram estratégias defensivas, incluindo defesa mecénica
e comportamental, sistemas imunol6gicos complexos e 0 uso de metabdlitos secundarios
bioativos produzidos por mutualistas [8-11].

O mutualismo entre formigas e microrganismos € um exemplo classico da
complexidade das relacdes resultantes da simbiose. As formigas vivem em mutualismo com
fungos, os quais sdo cultivados como sua fonte de alimento. Porém, esse bem estabelecido
mutualismo pode ser ameacado por fungos parasitas especializados, que atacam o fungo
alimento das formigas. Para defender sua fonte de nutrientes contra a infec¢do por fungos
parasitas, as formigas estdo associadas a bactérias que produzem antibioticos e inibem o parasita
invasor [12]. A relagdo de formigas com bactérias simbiontes e as implicagfes ecoldgicas
dessas interacdes despertam grande interesse na comunidade cientifica, ja que essa associacao
pode afetar substancialmente diversos processos essenciais para a sobrevivéncia de seus
hospedeiros, especialmente quando relacionados a nutricdo e defesa [13,14], ou como fonte de
novas moléculas com potencial biotecnologico [15-17].

Apesar dos produtos naturais representarem 0s casos mais bem-sucedidos na
descoberta de moléculas inovadoras para agricultura [18,19], muitas pesquisas diminuiram a

prospeccao por compostos bioativos nas ultimas décadas devido a crescente reducdo no nimero
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de compostos bioativos descobertos [20]. Como alternativa, as pesquisas se concentraram
intensamente na exploragdo de microrganismos associados a novos habitats como fonte de
recursos com potencial biotecnoldgico [20-24].

A diversidade de microrganismos associada a insetos, juntamente com a pressdo de
selecdo existente nesta relacdo devido a variedade de ambientes habitados, desperta grande
interesse da comunidade cientifica na avaliagcdo de simbiontes como um recurso inexplorado
para aplicacdes biotecnoldgicas, incluindo o proprio controle de pragas [24-26]. Assim, nesse
trabalho avaliamos a diversidade da microbiota cultivavel associada ao tegumento da formiga
cortadeira Acromyrmex coronatus (Fabricius, 1804) (Hymenoptera: Formicidae) e o potencial
inseticida de grupos selecionados voltado a descoberta de moléculas bioativas, utilizando-se de

sistemas in vivo e in vitro de avaliacao.

4.2. Material e métodos
4.2.1. Material bioldgico

Adultos de Acromyrmex coronatus foram coletados de seu ninho no tronco de um
abacateiro junto ao Campus da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, em
Piracicaba, estado de Sdo Paulo (Brasil). Os insetos foram trazidos para o laboratério e
imediatamente processados para o isolamento bacteriano.

O estudo também utilizou lagartas de Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797)
(Lepidoptera: Noctuidae) da linhagem suscetivel de referéncia, disponibilizada pelo
Laboratdrio de Manejo de Resisténcia de Artropodes a Téticas de Controle, Departamento de
Entomologia e Acarologia, Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESALQ/USP),
e mantida em nossos laboratdrios por mais de 10 anos sem qualquer introducdo de material
genético externo. Essa linhagem é definida como uma referéncia a suscetibilidade em
bioensaios, pois ndo foi selecionada para resisténcia e se mantém livre da presséo de selecéo
por xenobidticos. Os insetos foram criados em dieta artificial a base de feijdo [27], seguindo os

procedimentos de criagdo descritos por Parra [28].

4.2.2. Isolamento e cultivo

Grupos de 10 formigas foram selecionados aleatoriamente e enxaguados em 10 mL de

solucéo salina estéril com auxilio de um vortex. Aliquotas de 50 pL da solugdo de lavagem
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foram amostradas e plaqueadas nos seguintes meios de cultura: SM3 [29], TSA (Acumedia™),
ISP2 [30], ISP4 [30] e quitina [31]. As placas contendo os meios de cultivo foram incubadas a
28°C por 24 h ou até que o crescimento da col6nia pudesse ser visualizado. As col6nias obtidas
foram agrupadas (morfotipo) de acordo com suas caracteristicas morfologicas (tamanho, cor e
formato) e de crescimento, sendo que pelo menos trés colonias (isolados) de cada morfotipo
foram reisoladas para posterior caracterizagdo molecular por meio de PCR-RFLP e andlises de
sequenciamento. Cada isolado foi cultivado em meio liquido e uma aliquota das células em
cultivo foi preservada em 20% glicerol e depositada na Colecdo de Simbiontes de Insetos do
Laboratdrio de Interacdes em Insetos, mantida a -80°C. Amostras de cada clone também foram
mantidas no meio de cultura correspondente e utilizadas para a realizacdo dos ensaios

propostos.

4.2.3. Caracterizagdo molecular

Os morfotipos selecionados foram cultivados a 28° C durante 24 h sob agitacdo
constante (120 rpm) em 1 mL do meio de cultura utilizado no isolamento inicial. As células
foram sedimentadas por centrifugacdo (2000g x 5 min) e utilizadas para extracdo de DNA
gendmico [32]. A qualidade e integridade do DNA foram avaliadas por eletroforese em gel de
agarose a 0,8% (p/v), contendo 0,5 pg /mL de brometo de etidio, a 70 V durante 1 h em tampéo
TAE (40 mM Tris-acetato, 1 mM EDTA, pH 7,2) e analise padrdo por espectrofotometria
verificando a razdo A260/280 [33, 34]. As amostras de DNA foram submetidas a amplificacdo
por PCR, sendo o gene 16S do rRNA selecionado como marcador molecular para a
identificacdo putativa dos isolados. As reacdes de PCR utilizaram 10-20 ng de DNA gendémico
e 0 conjunto de iniciadores universais 8f (5'-AGA GTT TGA TGC CTC AG-3") e 1491r (5-
GGT TAC CTT GTT ACG ACT T-3") [35] em tampéo de enzima (1x), 1,5 mM MqgCl, 0,2
mM de cada ANTP, 0,32 uM de cada iniciador e 0,625 U de Taq polimerase (Promega), em
reacdo com volume final de 25 pL. As amplificagbes foram conduzidas em termociclador
programado a 95°C por 4 min (1 ciclo); 95°C por 1 min, 55°C por 1 min e 72°C por 2 min (35
ciclos); e 72°C por 10 min (1 ciclo). O produto da reacdo foi revelado em gel de agarose a 1%,
contendo 0,5 pg/mL de brometo de etidio, via eletroforese em voltagem constante de 100 V em
tampdo TAE, assim como descrito anteriormente.

Antes de serem submetidos ao sequenciamento, os amplicons produzidos foram
tratados com 1 U de fosfatase alcalina e 1 U exonuclease (Promega) para a remogdo dos
iniciadores remanescentes, dNTPs e DNA de fita simples, e submetidos a analise de
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polimorfismo de tamanho de fragmentos de restricdo (RFLP — “Restriction Fragment Length
Polymorphism”™), via digestdo com as enzimas de restrigdo ECORI, Rsa e Ddel (Promega). Uma
aliquota de 4 pL de cada produto de PCR foi digerida em uma mistura de reacdo de 10 pL (0,5
puL da enzima — 5 U, 1 pL de tampdo e 4,5 pL de agua), de acordo com as instrugdes do
fabricante (Promega). Em seguida, a reagdo foi incubada a 37°C por 4 h. Os produtos da
digestdo foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1%, assim como descrito
anteriormente. O tamanho dos fragmentos de restricdo foi estimado graficamente usando o
programa GelQuant (DNR Bio-Imaging Systems Ltd.) e o0 marcador molecular 100 pb DNA
Ladder (Invitrogen) como referéncia. Amostras com padrdes de digestdo idénticos, quando
pertencendo ao mesmo morfotipo, foram reunidas em um mesmo grupo e trés isolados de cada
grupo foram aleatoriamente selecionados para sequenciamento do 16S rDNA amplificado.

Os amplicons purificados foram submetidos ao sequenciamento bidirecional junto ao
Laboratdrio de Biologia Molecular de Plantas, Departamento de Ciéncias Bioldgicas, ESALQ
/ USP, em um analisador de DNA ABI 3730 usando o protocolo de sequenciamento BigDye®
Terminator v3.1. As sequéncias do 16S rDNA obtidas foram visualizadas no programa
FinchTV v1.4.0 (Geospiza Inc.) e montadas com auxilio da ferramenta BLAST.
Aproximadamente 1.350 pb do amplicon do marcador 16S rDNA foram obtidos via
sequenciamento com os iniciadores empregados na reagdo original de amplificagcdo e montagem
dos sequenciamentos senso e antissenso. As sequéncias obtidas foram comparadas aquelas
disponiveis junto aos bancos de dados do “National Center for Biotechnology Information”
(NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e do servidor e-EzTaxon (http://eztaxon-
e.ezbiocloud.net/) [36], utilizando as ferramentas de busca disponibilizadas nos mesmos para a
identificacdo putativa dos isolados obtidos. Todas as sequéncias obtidas foram depositadas em
GenBank sob 0s nimeros de acesso KX380875-KX380920.

4.2.4. Andlise filogenética

As sequéncias de 16S rDNA obtidas foram alinhadas com a ferramenta ClustalW
disponivel no programa MEGA 7.0, utilizando-se de parametros padro (penalidade de “gap”
=15, extensdo de “gap” = 9) [37]. Relagdes filogenéticas foram inferidas por meio do teste de
neighbor-joining [38] para a obtengdo da arvore filogenética. O modelo Kimura 2-parameter
[39] foi utilizado para gerar um processo evolutivo e obtencdo da matriz de distancias. O
método de bootstrap foi utilizado para testar a significancia estatistica para cada ramo da arvore
gerada obtido por analise com 1000 iteracdes [40]. Sequéncias do marcador 16S rDNA de
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bactérias mais proximas aos isolados foram obtidas junto aos bancos de dados do NCBi/e-
EzTaxon e utilizadas para a reconstrugdo da arvore filogenética.

4.2.5. Obtencédo dos extratos brutos para analise quimica e biologica

Morfotipos obtidos do tegumento de A. coronatus foram selecionados aleatoriamente,
inoculados em 1,5 L de meio liquido de ISP2 e mantidos sob agitacdo constante (130 rpm) por
7 dias a 28°C. As amostras foram submetidas a filtracdo ou centrifugacdo (3000g x 10 min x
25°C) para remocao de células. O sobrenadante obtido foi submetido a extracdo liquido-liquido
1:1 com acetato de etila (Synth) e com hexano (Synth), de acordo com procedimentos padrdes
de extracdo liquida [41]. Os extratos brutos obtidos foram concentrados em rotoevaporador
(Tecnal) (40 rpm; 45°C) e acondicionados em recipientes escuros de 2,5 mL (Sun Sri) a -20°C

até a analise.

4.2.6. Analise quimica para extratos brutos obtidos com acetato de etila

Os perfis quimicos dos extratos brutos obtidos por meio de extracdo com solvente
hexano foram analisados por insercdo direta (DI-ESI). Todas as analises foram realizadas em
um Espectrometro de Massa XevoTM TQ-S (Waters Corporation), acoplado a Cromatografia
Liquida Ultra Alta Performance AcquityTM (UPLCTM - Waters). A ioniza¢do das amostras
foi realizada usando fonte de ionizagcdo Z-spray operando em modos positivo (DI-ESI+) e
negativo de analise (DI-ESI-), sendo a taxa de fluxo de 0,100 mL/min. A eluicdo isocréatica
utilizada foi de 0,1% de acido férmico em metanol a 90% durante 2 min. O volume de injecao
foi de 2 uL e a concentracdo dos extratos brutos utilizada de 10 ug/mL. A tensdo capilar e a
tensdo de pulverizacédo foram ajustadas para 3,3 kV e 70 V, respectivamente, e a temperatura

de dessolvatacgdo fixada em 300°C em todas as andlises.

4.2.7. Andlise quimica para extratos brutos hexanicos

Os extratos brutos obtidos por meio de extracdo com o solvente hexano foram
analisados por cromatografia gasosa-espectrometria de massas em cromatdgrafo gasoso Varian
3900, equipado com a coluna cromatografica Zebron ZB-1 (30 mx 25 mm, 25 pm),

Phenomenex, acoplada ao espectrémetro de massa Varian Saturno 2100 T. A temperatura da
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fonte de ions utilizada foi de 250°C e o programa de temperatura do forno de 4 minutos a 80°C
a 320°C em 10 min, aumentando a 15°C/min. O tempo total de analise foi de 30 min, em modo
ndo dividido (splitless). O espectrdmetro de massa operou com alcance de m/z 30-650 Da e o
gas hélio foi utilizado como gas de arraste a um fluxo de 1 mL/min. Os extratos brutos foram
derivatizados com N,O-Bis(trimetilsilil)acetamida (BSA, 95% de pureza) (Sigma-Aldrich) e
clorortrimetilsilano (TMCS, 97% de pureza) (Sigma-Aldrich), de acordo com o protocolo do

fabricante.

4.2.8. Potencial inseticida dos extratos brutos

Um conjunto de extratos brutos foi selecionado aleatoriamente e submetido a
bioensaios de atividade inseticida contra lagartas de 1° instar de S. frugiperda. Os experimentos
foram conduzidos em placa plastica de 24 pocos para o cultivo de células (Costar®, Cambridge,
Massachusetts, EUA). Cada um dos pogos da placa foi preenchido com 1,25 mL de dieta
artificial e as placas mantidas em camara de fluxo laminar com luz ultravioleta até a geleificacdo
da dieta para evitar a contaminacéo superficial da mesma. Uma vez geleificada, a superficie da
dieta no interior de cada pogo da placa recebeu 20 pL do extrato bruto (25 pg/uL),
correspondendo a uma dose de 260 pg/cm?. Para a secagem completa do solvente, todas as
placas foram mantidas abertas no interior de uma capela de fluxo laminar durante 1 h. Esse
procedimento ndo comprometeu a qualidade da dieta artificial e sua aceitacdo pelas lagartas.

Apds a completa evaporacao do solvente, cada célula foi inoculada com 10 neonatos
(0-24 h de idade) para a exposicao de larvas a dieta artificial tratada superficialmente. Todas as
placas foram seladas com filme pléastico (Parafilm), contendo pequenos orificios para garantir
a ventilagdo. Como controle negativo, foram utilizados os solventes hexano e acetato de etila.
As placas foram vedadas e mantidas em condigdes controladas (25+2°C; 60+10% UR; fotofase
de 14 h) para avaliacdo da mortalidade apés 120 h do inicio do experimento. Foram
considerados mortos, os individuos que ao serem tocados com a ponta de um estilete nos
ultimos segmentos abdominais ndo responderam com movimentos coordenados, ou que tiveram

0 crescimento comprometido, sem a troca de instar.
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4.2.9. Anélise de mortalidade por bioensaio in vitro

Os extratos de isolados que apresentaram capacidade inseticida nos ensaios in vivo de
toxicidade também tiveram sua toxicidade avaliada em ensaio in vitro. Ensaios in vitro foram
utilizados para avaliar a sua eficiéncia como método alternativo ao tradicional ensaio in vivo
para a identificacdo de moléculas com atividade entomotoxica, o que facilitaria a condugdo de
estudos posteriores visando a caracterizacdo do modo de acdo dessas moléculas. O ensaio de
atividade inseticida in vitro foi conduzido com células de S. frugiperda da linhagem Sf9
(ThermoFisher Scientific), clones da linhagem celular parental Sf21 (IPLBSF-21) derivadas do
tecido ovariano de pupas. Essas células foram cultivadas em meio livre de soro Sf-900
(ThermoFisher Scientific) e ajustadas para concentragio padrdo de 108 células/mL por meio da
técnica de contagem de células em camara de Neubauer e visualizacdo em microscopio optico,
onde a diferenciacdo entre células viaveis e ndo viaveis foi possivel por meio do método de
coloragcdo com o corante Azul de Tripan a 0,4% (Sigma). Para avaliacdo da mortalidade de
células adotou-se o ensaio fluorimétrico utilizando o corante resazurina como indicador da
atividade celular. Este corante atua como um receptor de elétrons na cadeia transportadora de
elétrons da célula onde a reducdo irreversivel de resazurina em resorufina é diretamente
proporcional a atividade de respiracdo aerdbica [42]. A reducdo desse corante emite
fluorescéncia que pode ser determinada por fluorimetria nos comprimentos de onda 530-560
nm (excitacdo) e 590 (emissdo), sendo capaz de indicar uma relacéo diretamente proporcional
entre a fluorescéncia e a atividade celular. Assim, amostras de extrato bruto ou fragbes do
extrato bruto dos isolados selecionados foram secos em cabeca de nitrogénio (N2) e
ressuspensas em 100 pL de dimetilsulféxido (DMSO) a 5%, diluido em &gua ultrapura (Milli-
Q). O ensaio foi realizado em placas de cultivo de células com 96 pocos, onde cada poco foi
preenchido com 190 pL de meio Sf-900, 100 pL de meio Sf-900 contendo 10° células Sf9 e 10
ML do extrato/fracdo de interesse (100 pg/poco). Para o controle negativo foram utilizados 190
uL de meio Sf-900, 100 pL de meio Sf-900 contendo 10° células Sf9 e 10 uL de DMSO 5%.
A concentracéo final de DMSO no bioensaio foi inferior a 3,5%. Para o controle positivo foram
utilizados 190 pL de meio Sf-900, 100 pL de meio Sf-900 contendo 10° células Sf9 e 10 uL de
solucdo com formaldeido a 20%. Apds o tratamento, as placas foram incubadas a 25°C sob
agitacdo constante (60 rpm) por 24 h. Em seguida, 10 pL do corante resazurina (2%) foi
adicionado a cada poco e a placa incubada por 120 min sob protecéo da luz. Apos esse periodo,

a fluorescéncia foi medida no fluorimetro de placa Synergy H1 Multi-Mode Reader (BioTek).
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O corante resazurina foi preparado em uma solugéo estoque a 1 mg/mL protegido por papel
aluminio para evitar sua fotodegradacao, utilizando-se &gua ultrapura como diluente.

4.3. Resultados
4.3.1. Isolamento de bactérias simbiontes de Acromyrmex coronatus

Os diferentes meios de cultivo utilizados se mostraram adequados ao isolamento de
bactérias associadas a superficie cuticular de A. coronatus, totalizando 106 morfotipos isolados.
O meio ISP4 foi 0 mais apropriado para o isolamento (n = 39), enquanto que 0s meios SM3,
TSA, ISP2 e quitina foram responsaveis pelo isolamento de 26, 23, 11 e 7 morfotipos,

respectivamente.

4.3.2. Caracterizagdo molecular e diversidade de simbiontes de Acromyrmex

coronatus

A andlise das sequéncias parciais do 16S rDNA (550 pb), para cada padrdo de PCR-
RFLP observado para cada morfotipo obtido, resultou na selecdo de 46 isolados para o completo
sequenciamento. As sequéncias do gene 16S rRNA utilizadas para a caracterizacdo molecular
foram de 1350 pb. Assim, as sequéncias completas dos 46 isolados selecionados foram
comparadas com aqguelas disponiveis junto ao banco de dados do NCBi e do servidor e-
EzTaxon, obtendo a identificacdo das mesmas por similaridade (Tabela 3.1).

A analise filogenética realizada utilizando as sequéncias do 16S rDNA (1350 pb)
obtidas para isolados selecionados mostrou que quase todos os isolados foram agrupados em
ramos bem definidos e em clados altamente sustentados com seus correspondentes mais
proximos, com excecdo dos filotipos I1L-Asp39, IIL-Asp51, IIL-Asp64 e IIL-Asp74, que
resolveram em um Unico clado com outras quatro espécies estreitamente relacionadas,
Streptomyces nojiriensis (GenBank Accession N° AJ781355), Streptomyces colombiensis
(GenBank Accession N° DQ026646), Streptomyces spororaveus (GenBank Accession N°
AJ781370) e Streptomyces xanthophaeus (GenBank Accession N° JOFT01000080) (Figura
3.1). Apesar das claras diferencas morfoldgicas entre esses filotipos, todos eles se agruparam

em um unico clado (Figura 3.1).
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Tabela 3.1. Identificacdo putativa dos isolados associados a Acromyrmex coronatus pela analise
da similaridade do marcador molecular utilizado (16S rDNA - 1350 pb em tamanho). Identidade
dada por comparacdo com sequéncias depositadas no banco de dados do NCBi e no servidor e-

EzTaxon.

Similaridade
Isolado® S N° Acesso « DIff/
Correspondente mais proximo GenBank Id (%) Total™
lIL-Asp82¢ Arthrobacter koreensis AY116496 99,5 7/1350
IL-Aspl7?2 Gordonia terrae BAFD01000032 99,8 3/1350
I1L-Asp67¢ Kitasatospora gansuensis AY442265 99,2 12/1350
I1L-Asp83° Microbacterium aurantiacum AM182159 96,1 50/1273
IL-Asp21?2 Microbacterium ginsengiterrae EU873314 98,8 16/1350
IL-Asp41d Microbacterium trichothecenolyticum JYJA01000006 99,3 9/1350
I1L-Asp06? Mycobacterium mucogenicum AY457074 99,8 2/1350
I1L-Asp05? Nocardia niigatensis BAGC01000015 98,0 27/1350
I1L-Asp25? Nocardia asteroides BAFO01000006 100,0 0/1350
IL-Asp20? Nocardia harenae DQ282122 98,5 20/1350
IL-Asp79° Rhodococcus fascians JMENO01000010 98,7 17/1346
= IL-Asp544 Streptomyces amritsarensis GQ906975 99,5 6/1348
& lIL-Asp63?  Streptomyces antibioticus AB184184 98,6 19/1349
LE I1IL-Asp73¢ Streptomyces bungoensis AB184696 99,6 6/1349
% IL-Asp51¢ Streptomyces colombiensis DQ026646 99,5 7/1349
< HL-Asp77¢ Streptomyces drozdowiczii AB249957 100,0 0/1349
IIL-Asp72¢ Streptomyces eurocidicus AY999790 99,0 14/1349
I1L-Asp39° Streptomyces nojiriensis AJ781355 100,0 0/1350
I1L-Asp48¢ Streptomyces novaecaesareae JNWQO01000181 99,7 4/1348
I1L-Asp95¢ Streptomyces olivochromogenes AB184737 99,0 13/1348
lIL-Asp97¢ Streptomyces pratensis JQ806215 99,8 2/1329
I1L-Asp70¢ Streptomyces recifensis AB184165 99,9 1/1349
I1L-Asp91® Streptomyces resistomycificus JOBA01000220 99,0 13/1349
I1L-Asp64¢ Streptomyces spororaveus AJ781370 100,0 0/1350
I1L-Asp53¢ Streptomyces virginiae JOAKO01000082 99,6 5/1346
I1L-Asp74¢ Streptomyces xanthophaeus JOFT01000080 99,4 10/1349
I1L-Asp66¢ Streptomyces zaomyceticus AB184346 100,0 0/1350
I1L-Asp34° Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum  CP000560 99,9 1/1350
w» HL-Asp07? Bacillus cereus AE016877 100,0 0/1350
% I1L-Asp32° Bacillus circulans AY724690 99,6 6/1349
€ NL-Asp27®  Bacillus ginsengihumi AB245378 1000  0/1350
- IIL-Asp01? Sporosarcina koreensis DQ073393 99,7 4/1350
I1L-Asp36° Staphylococcus saprophyticus subsp. bovis AB233327 100,0 0/1349
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I1L-Asp31°
I1L-Asp69¢
IIL-Aspl103°
I1L-Asp08?
IIL-Asp152
I1L-Asp09?
IIL-Asp87¢
IIL-Asp23?
I1L-Asp88°
I1L-Asp84°
I1L-Asp42¢
l1L-Asp29°
IL-Asp35°

Proteobacteria

Acinetobacter beijerinckii
Amaricoccus kaplicensis

Brevundimonas bullata
Burkholderia gladioli
Mesorhizobium australicum
Mesorhizobium huakuii
Methylobacterium oryzae
Novosphingobium lindaniclasticum
Pseudomonas soli

Ralstonia pickettii

Rhizobium massiliae
Sphingomonas echinoides

Sphingomonas leidyi

APQL01000005
usgs041

D12785
BBJG01000151
AGIX01000002
D12797
AB175634
ATHL01000125
HF930598
JOVL01000020
AF531767
JH584237
AJ227812

97,9
98,4
99,5
99,9
99,4
98,4
99,9
99,3
99,9
99,9
100,0
99,8
99,5

28/1350
20/1289
7/1343
1/1350
8/1349
22/1345
2/1350
9/1350
1/1346
1/1350
0/1350
3/1349
7/1350

* Letras sobrescritas indicam o meio de cultivo utilizado no isolamento: a) SM3, b) ISP2, ¢) TSA, d) ISP4, e)

quitina; ** ldentidade; ***Diferenca de nucleotideos em relagdo ao total de nucleotideos alinhados.
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TIL-AspS1 KX380875
Streptomyces sparoraveus AIT81370
TIL-Asp64 KX380876
TIL-AspT4 KX380877
TIL-Asp39 KX380878
Streptomyces calombiensis DOU26646
59 | Streptomyces nojiriensis AJ781355
Strepiomyces xanthophaeus IOFTO1000080
[IL-Asp33 KX380879
Streptomyees virginiae JOAKO1000082
[~ IIL-Asp34 KX380880
o1l Streptomyces amritsarensis GQ906975
| IIL-Asp66 KX3R0881
1 Sorepromyees zaomyceticns AB184346
1IL-Asp63 KX380882
Strepiomyces antibioticus AB184184
TIL-Asp73 KX380883 Streptomycetaceae
4 Streptomyces bungoensis AB184696
5 | TIL-Asp70 KX380884
Streptomyces recifenses AB1R4165
Streptomyees resistomyeificus JOBA01000220
‘u&wpn‘wu‘l‘c‘m ofivochromogenes AB184737
o

IIL-Asp91 KX380885
' 1L-Asp95 KX380886
1IL-Asp97 KX380887
Streptomyces pratensis JQ06215
IIL-Asp77 KX380888 . ,
! Strepromyces diozdowiczii AB249957 Actinobacteria
[ ML-Asp72 KX350889
Streptomyces eurocidicus AY999790
TIL-Asp48 KX380890
Streptomyces novaeeaesareae INWQD1000181
1IL-Asp67 KX380891
Kitasatospora gansuensis AY442265 E
x?{ TIL-Asp41 KX380892
U Micrabacterium trichothecenaiyticum JYIAD1000006
T Li IIL-Asps3 KX380893 Microbacteriaceae
100} = Microbacterium aurantiacum AM182159
IIL-Asp2 | KX380894
Micrabacterium ginsengiterrae EUST3314
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o

L-Asp82 KX380895 Micrococcaceae
throbacter koreensis AY 116496
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Mycobacterium mucogenicum AY457074
[TIL-Aspl 7 KX380897 Gordoniaceae
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Nocardia harenae DQ282122 Nocardiaceae
TIL-Asp25 KX380900
100! Nocardia asteroides BAFOD1000006
1IL-Asp79 KX380901
190% Rhodocacens faseians IMENOTOO0010 -
1o [ TTL-AspD1 KX380902 J P!anOCOCCﬂCeﬂ'e

Sporosarcina koreensis DQOT3393
100 TTL-Asp36 KX380903 ]

Staphylococens saprophyticus subsp. bovis AB233327
100 | HIL-Asp07 KX380904
Bacillus cerens AEO16877 —
oo | 1IL-Asp34 KX380905 Firmicutes
Bacillus amyloliquefaciens subsp. planiarum CPO00S60 Bacillaceae
100 ] [IL-Asp2 7T KX380906

Bacillus ginsengihumi AB245378
3| | TIL-Asp32 KX380907

107 Bacilus circulans AY 724690 <
100 | HIL-Asp08 KX380908
Burkholderia gladioli BBIGO1000151
TIL-Asp84 KX380909
10 Ralstoma pickeitii JOVLO1000020
IIL-Asp31 KX380910
Acinetobacter beijerinckii APQLO100000S
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1007 Pseudomonas soli HF930398
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Figura 3.1. Arvore filogenética construida a partir das sequéncias da regio 16S rDNA (1350
pb) de bactérias isoladas da superficie cuticular de Acromyrmex coronatus, pelo método de
neighbor-joining. Os valores nos diferentes ramos correspondem aos valores de bootstrap. A
barra de escala indica 0,05 substitui¢do por posicdo de nucleotideo.
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As andlises das sequéncias atribuiram os isolados a trés filos distintos: Actinobacteria,
Firmicutes e Proteobacteria. Actinobacteria foi o mais diverso e abundante, correspondendo a
70% de todos os morfotipos obtidos, sendo representado por espécies das familias
Streptomycetaceae, Microbacteriaceae, Micrococcaceae, Nocardiaceae, Gordoniaceae e
Mycobacteriaceae (Figura 3.1). Streptomycetaceae também produziu o maior nimero de
morfotipos para cada filotipo identificado (52 morfotipos para 16 filotipos). As espécies de
Streptomycetaceae foram as mais abundantes, especialmente isolados semelhantes a
Streptomyces novaecaesareae (GenBank N° JNWQO01000181) e Streptomyces nojiriensis
(GenBank Accession N° AJ781355), correspondentes a 15% e 14%, respectivamente, de todos
os morfotipos. Firmicutes correspondeu a 12% de todos os morfotipos obtidos nos meios de
cultura testados e 13% dos filotipos identificados. Firmicutes foi representado por espécies das
familias Planococcaceae, Staphylococcaceae e Bacillaceae (Figura 3.1).

As trés principais classes de Proteobacteria (18% de todos os morfotipos e 29% de
todos os filétipos) foram representadas associadas a superficie da cuticula de A. coronatus. A
classe a-Proteobacteria apresentou-se como a mais diversificada, sendo representada por
espécies das  familias  Phyllobacteriaceae,  Rhizobiaceae, = Rhodobacteraceae,
Methylobacteriaceae, Caulobacteraceae e Sphingomonadacea. Ja as classes p-Proteobacteria
e vy-Proteobacteria foram representadas por espécies das familias Burkholderiaceae e
Ralstoniaceae, e Moraxellaceae e Pseudomonadaceae, respectivamente (Figura 3.1).

4.3.3. Potencial inseticida de simbiontes de Acromyrmex coronatus

A avaliacéo da atividade inseticida dos extratos brutos em acetato de etila e em hexano
obtidos da fermentacdo de diversos filotipos e diferentes isolados de uma mesmo filotipo,
demonstrou grande variacao inter e intra-filotipo quanto a atividade inseticida a lagartas de 1°
instar de S. frugiperda (Tabela 3.2). Também foi observada grande variacdo na atividade
inseticida nos diferentes extratos obtidos para o fermentado produzido para um mesmo isolado.
Dos 25 isolados testados, ndo foi detectada nenhuma atividade inseticida em trés isolados para
os dois extratos testados. Cinco isolados produziram atividade inseticida apenas no extrato em
acetato de etila, enquanto dois isolados apenas no extrato em hexanico (Tabela 3.2). A maioria
dos isolados (15) testados produziu moléculas que resultaram em atividade inseticida em ambos
0s extratos produzidos.

A mortalidade encontrada entre os extratos em acetato de etila e hexano foi muito

variavel para a maioria dos isolados em que ambos os extratos foram ativos contra lagartas de
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S. frugiperda. Em apenas dois isolados (l11L-Asp43 e IIL-Asp45) a atividade inseticida do
extrato em acetato de etila foi comparével aquela do extrato hexanico. Para trés isolados (IIL-
Asp39, 1IL-Asp54 e IIL-Asp77) a atividade inseticida foi superior no extrato obtido em aceto
de etila quando comparada aquela do extrato em hexano. Porém, para a maioria dos isolados
(10) testados, a atividade inseticida do extrato em hexano foi, normalmente, muito superior
aquela obtida em tratamentos com extratos em aceto de etila (Tabela 3.2).

Dentre os isolados que apresentaram atividade inseticida, o extrato em acetato de etila
do isolado IIL-Asp77 foi o que resultou na maior mortalidade nominal de lagartas de S.
frugiperda (80%) nesse solvente (Tabela 3.2). Apesar da elevada mortalidade observada em
extratos hexanicos de muitos dos isolados testados, com oito isolados produzindo extratos
hexanicos que causaram mortalidade acima de 90% em lagartas de S. frugiperda (Tabela 3.2),
a pequena massa obtida nesses extratos limitou o avango das investigacdes para a identificacao
dos ativos na escala de fermentacdo utilizada em nossas analises. Dessa forma, o isolado IIL-
Asp77, putativamente identificado como Streptomyces drozdowiczii, foi selecionado para novas

analises visando ao isolamento e a caracterizacdo do composto inseticida (ver capitulo 5).
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Tabela 3.2. Mortalidade de lagartas (%) de Spodoptera frugiperda alimentadas com dieta
artificial tratadas superficialmente com extratos brutos produzidos por bactérias simbiontes da
formiga cortadeira Acromyrmex coronatus, obtidos por extracéo liquido:liquido com acetato de
etila ou hexano.

Mortalidade (%)*

Identidade putativa Codigo

Acetato de etila Hexano
Streptomyces nojiriensis I1L-Aspl101 0 0
Microbacterium trichothecenolyticum  11L-Asp4l 0 66,7 + 8,6
Streptomyces spororaveus IL-Asp38 0 0
Arthrobacter koreensis I1L-Asp82 0 0
Kitasatospora gansuensis IIL-Asp67 0 142+31
Microbacterium aurantiacum I1L-Asp83 25+13 99,2 +0,83
Streptomyces antibioticus IL-Asp63 3,664 96,7 £0,5
Streptomyces eurocidicus IL-Asp72 42+1,6 96,7 £0,5
Nocardia harenae IL-Asp20 42+20 15,0+ 3,2
Streptomyces olivochromogenes I1L-Asp40 42+172 0
Streptomyces olivochromogenes I1L-Asp95 6,7+3,1 91,7+3,.2
Streptomyces recifensis IIL-Asp70 30,8 +5,7 100
Streptomyces novaecaesareae HL-Asp47 31,7+6,8 78,3+7,9
Streptomyces zaomyceticus IIL-Asp66 37,746 91,719
Streptomyces amritsarensis IIL-Asp54 38,3+124 20,8+4.2
Streptomyces virginiae I1L-Asp53 39,2+10,0 90,0+3)9
Streptomyces novaecaesareae IIL-Asp68 492+79 90,0+ 3,5
Methylobacterium oryzae I1L-Asp87 49,2+9,0 0
Streptomyces novaecaesareae IIL-Asp45 59,2+ 10,1 61,7+7,2
Streptomyces xanthophaeus IIL-Asp74 61,7 + 6,6 0
Streptomyces zaomyceticus IIL-Asp61 64,2 £ 10,7 0
Streptomyces nojiriensis IL-Asp39 70,8+8,4 38+5,8
Streptomyces novaecaesareae IIL-Asp48 75,0+9,2 0
Streptomyces colombiensis IL-Asp43 75,8+9,3 725169
Streptomyces drozdowiczii IIL-Asp77 80,8+7,9 39,2+5,6

* valores obtidos considerando a mortalidade observada para o controle (+ EP).

Adicionalmente ao potencial de producéo de principios ativos com atividade inseticida
pela microbiota associada a formiga A. coronatus, nossos ensaios também demonstraram a

grande variacdo existente entre isolados de um mesmo filotipo (Tabela 3.2). As diferencas na
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atividade inseticida de isolados do mesmo filotipo ocorreu para os isolados I1L-Asp40 e II1L-
Asp95, ambos identificados como S. olivochromogenes. Neste caso, extratos brutos obtidos por
extracdo com acetato de etila ndo causaram mortalidade, enquanto que o extrato hexanico do
isolado 11L-Asp95 causou 91,7% de mortalidade (Tabela 3.2). O perfil quimico do extrato
hexanico obtido pela andlise de GC-MS evidenciou diferencas entre estes isolados do mesmo
filotipo (Figura 3.2).
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Figura 3.2. Perfil GC-MS dos extratos brutos dos morfotipos I1L-Asp40 e 11L-Asp95 do filotipo
Streptomyces olivochromogenes, obtidos da superficie da cuticula de Acromyrmex coronatus.

Os isolados I1L-Asp39 e I1L-Asp101, identificados putativamente como S. nojiriensis,
produziram extratos em acetato de etila com atividade inseticida distinta a S. frugiperda.
Enquanto o extrato do isolado IIL-Asp101 ndo causou mortalidade, o extrato do isolado IIL-
Asp39 induziu 70,8% de mortalidade larval em S. frugiperda (Tabela 3.2). Os perfis quimicos
obtidos por DI-ESI(+)MS (Figura 3.3) demonstram a diversidade quimica dos extratos testados.
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Figura 3.3. Perfil quimico obtido por espectrometria de massa em modo positivo (DI-ESI+) dos
extratos brutos em acetato de etila dos morfotipos IIL-Asp39 e IIL-Aspl01b do filotipo
Streptomyces nojiriensis, obtidos da superficie da cuticula de Acromyrmex coronatus.
Abundancia relativa (%) por massa sobre carga (m/z).

Os extratos dos isolados IIL-Asp45, IIL-Asp47, IIL-Asp48 e IIL-Asp68, todos
identificados putativamente como S. novaecaesareae, resultaram em atividade inseticida
extremamente diversa a S. frugiperda, variando de 31,7% (I1L-Asp47) a 75,8% (I1L-Asp48) de
mortalidade de lagartas de S. frugiperda, para os extratos em acetato de etila, e de 0% (IIL-
Asp48) a 90% (I1L-Asp68), para os extratos em hexano (Tabela 3.2).

A andlise inicial da diversidade de compostos por meio dos perfis quimicos dos
extratos em acetato de etila desses isolados, obtidos por DI-ESI(+)MS, demonstram a presenca
de muitos ions em comum, mas com diferencas nas suas intensidades, sendo evidente, porém,
a diferenca no perfil obtido para o isolado I1L-Asp68 quando comparado aos demais (Figura
3.4).
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Figura 3.4. Perfil quimico obtido em modo positivo (DI-ESI+) por espectrometria de massa
para extratos brutos em acetato de etula dos morfotipos 1IL-Asp45, IIL-Asp47, 11L-Asp48 e
IIL-Asp68 do filotipo Streptomyces novaecaesareae, obtidos da superficie da cuticula de
Acromyrmex coronatus.

4.3.4. Anélise de mortalidade por bioensaio in vitro

Nossos estudos resultaram em respostas completamente distintas quando a atividade
inseticida in vivo dos extratos foi comparada a sua atividade toxica em ensaios in vitro. A
atividade inseticida a lagartas de S. frugiperda observada para inUmeros isolados testados in
vivo ndo reproduziu o efeito citotdxico esperado em ensaios in vitro, demonstrando que o
método in vitro ndo reproduz a mortalidade observada em testes in vivo, sendo, assim,
inadequado para a substituicdo do método in vivo para a identificacdo de compostos com
atividade inseticida em nosso modelo de estudo (Tabela 3.3). Interessante foi observar que
fracdes de isolados selecionados que induziram mortalidade in vivo, estimularam o crescimento
de células de S. frugiperda. Também foi identificada inibi¢éo ou indugédo do crescimento celular
em ensaios in vitro que ndo apresentaram qualquer atividade bioldgica in vitro (Tabelas 3.3,
3.4,3.5).
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Tabela 3.3. Bioensaios in vivo e in vitro para analise da atividade toxica de extratos brutos
produzidos por bactérias simbiontes da formiga cortadeira Acromyrmex coronatus, obtidos por
extracdo liquido:liquido com acetato de etila. Mortalidade de lagartas (%) de Spodoptera
frugiperda (in vivo) e razéo de emisséo de fluorescéncia (590nm) do tratamento em relagdo ao
controle (in vitro).

In vivo In vitro

Identidade putativa
Extrato bruto  Mortalidade (%)* EmT / EmC**

Streptomyces amritsarensis IIL-Asp54 38,3+x74 1,62
Streptomyces zaomyceticus IL-Asp66 38,3+£8,2 1,43
Streptomyces virginiae IL-Asp53 392+9/4 1,40
Streptomyces xanthophaeus IL-Asp74 61,7 +6,6 1,37
Streptomyces nojiriensis IL-Asp39 70,8 +8,4 1,32
Streptomyces colombiensis I1L-Asp43 78,3+9,9 1,30
Streptomyces drozdowiczii IL-Asp77 80,8+7,9 0,89

* valores obtidos considerando a mortalidade observada para o controle (+ EP);
** emissao de fluorescéncia (590 nm) do tratamento em relacéo ao controle.

O fracionamento do extrato produzido a partir do fermentado do isolado IIL-Asp66
apresentou grande diversidade de compostos com potencial inseticida conforme ensaio in vivo,
sendo também observada acdo citotoxica devido ao decréscimo no crescimento celular no
ensaio in vitro (Tabela 3.4). A fragdo 19 resultou na maior mortalidade no ensaio in vivo, mas

foi a que menor efeito causou no crescimento celular no ensaio in vitro (Tabela 3.4).
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Tabela 3.4. Analise do potencial inseticida de fracdes do extrato bruto produzido pelo isolado
IIL-Asp66 Streptomyces zaomyceticus, simbiontes da formiga cortadeira Acromyrmex
coronatus, obtidos por extracdo liquido:liquido com acetato de etila. Mortalidade de lagartas
(%) de Spodoptera frugiperda (in vivo) e razdo de emissédo de fluorescéncia (590nm) do
tratamento em relacdo ao controle (in vitro).

Fragdes do In vivo In vitro
isolado
lIL-Asp66 Mortalidade (%)*  EmT / EmC**
1 35,8+9,7 0,81
2 54,2+9,8 0,85
3 0 0,90
4 0 0,89
5 0 0,88
6 0 0,88
7 0 0,83
8 0 0,90
9 0 0,86
10 16,6 £11,2 0,91
11 0 0,93
12 0 0,91
13 0 0,86
14 0 0,89
15 60,8 £9,8 0,88
16 60,8 £ 10,9 0,85
17 46,6 + 8,2 0,83
18 34,2+10,8 0,89
19 825+8,4 0,97
20 75,8 +8,9 0,86
21 56,6 £ 9,8 0,80
22 40,0+ 11,8 0,85
23 50+34 0,79
24 23,3+10,6 0,86
25 38,3+11,3 0,84

* valores obtidos considerando a mortalidade observada para o
controle (x EP); ** emissdo de fluorescéncia (590 nm) do
tratamento em relacéo ao controle.

O fracionamento do extrato produzido a partir do fermentado dos isolados pertencentes
ao filotipo S. novaecaesareae mostrou, além de grande diversidade de compostos com potencial
inseticida, grandes diferencas em sua toxicidade nos ensaios in vivo e in vitro. Essas diferencas

podem ser observadas inicialmente pela complexidade dos extratos brutos, apresentando um
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maior nimero de fragdes no extrato bruto de I1L-Asp45 e menor no extrato bruto de 11L-Asp48.
Quanto a atividade inseticida, foi possivel identificar fragdes ativas contra lagartas de S.
frugiperda em todos os isolados analisados, onde as fracbes 9, 3, 1 e 4 dos isolados I1L-Asp45,
I1L-Asp47, lIL-Asp48 e 11L-Asp68 causaram mortalidade maxima de aproximadamente 29, 88,
25 e 37%, respectivamente. Foi possivel identificar também que algumas frag6es estimularam
o crescimento de células in vitro, apesar de causarem mortalidade no ensaio in vivo. As fracdes
3 doisolado IIL-Asp47 e 8 do isolado I1L-Asp68, que causaram, respectivamente, 87,5 e 10,8%
de mortalidade as lagartas de S. frugiperda (Tabela 3.5), apresentaram, ambas, grande atividade
estimuladora da multiplicacéo celular em ensaios in vitro, resultando no crescimento celular de
5 a 7 vezes maior no tratamento em relacdo ao controle. Essa atividade estimuladora apareceu
de maneira discreta nas fraces do isolado I1L-Asp45 ou ndo apareceu nas fragdes do isolado
I1L-Asp48. Quanto a inibicdo do crescimento celular no ensaio in vitro, foi possivel identificar
fracOes ativas no ensaio in vivo que possuem efeito citotoxico em células de S. frugiperda, como
ocorre nas fragdes 10 e 11 do isolado IIL-Asp45 e 1 e 4 do isolado 1IL-Asp48 (Tabela 3.5).
Estes dados corroboram com as diferencas encontradas nos perfis quimicos desses isolados,
onde apesar de pertencerem a um mesmo filotipo, possuem grandes diferencas em seus extratos

brutos quanto a resposta bioldgica.
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Tabela 3.5. Analise do potencial inseticida de fracbes do extrato bruto produzido pelos
morfotipos 1l1L-Asp45, 1IL-Asp47, I11L-Asp48 e IIL-Asp68 do filotipo Streptomyces
novaecaesareae, simbiontes da formiga cortadeira Acromyrmex coronatus, obtidos por
extracdo liquido:liquido com acetato de etila. Mortalidade de lagartas (%) de Spodoptera
frugiperda (in vivo) e razéo de emissdo de fluorescéncia (590nm) do tratamento em relacdo ao
controle (in vitro).

I1L-Asp45 lIL-Asp47 IIL-Asp48 IIL-Asp68
Fracoes , : : : , , : ,
Invivo  Invitro Invivo  Invitro Invivo  Invitro Invivo Invitro

1 1,7+11 1,0 10,8 +4,2 2,9 25079 0,8 42+19 14
2 58+£23 1,3 0 2,3 50+29 1,4 33+19 12
3 50+£23 1,6 87,5+6,5 51 150+6,1 1,0 42+23 11
4 25+12 09  250%92 13  225%54 09  ofF 10
5 25+17 08 0 08 50%23 08 T 14
0 0,5 0 1,0 6,7 +4,3 0,8 50+£19 46
70802 06 0 07 . i TS
8 58+33 09 0 2,3 - - 1%'811“ 7,7
9 292+33 1.2 33+19 1,2 - - 1,7+11 19
10 242+43 0,7 58+23 1,2 - - 0 1,6
11 150+3,1 09 33+£2.2 1,2 - - 0 11
12 58+26 0,9 0 1,2 - - 0 1,2

13 0 1,3 - - - - - -

14 0 1,7 - - - - - -

In vivo - Mortalidade (%): valores obtidos considerando a mortalidade observada para o controle (+ EP);
In vitro - EmT / EmC: emissdo de fluorescéncia (590 nm) do tratamento em relagéo ao controle.

4.4. Discussao

A diversidade de bactérias associadas a superficie da cuticula de adultos de
Acromyrmex coronatus foi elevada, demonstrando a rica associagdo existente a formigas
cortadeiras, assim como relatado para outras especies do grupo [12,14,43,44]. Adicionalmente,
também demonstramos o potencial que a diversidade de microrganismos associados a esse
inseto tem para a producdo de um diverso conjunto de metabodlitos. A diversidade de
metabolitos ndo é exclusivamente restrita aos diferentes filotipos encontrados, mas também se
estende a variacdo fenotipica existente em um mesmo filotipo. A busca por compostos bioativos

com atividade inseticida junto a comunidade de bactérias associadas a A. coronatus permitiu a
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identificacdo de varios extratos com alta atividade inseticida, comprovando o potencial
biotecnoldgico dessa comunidade de microrganismos. Adicionalmente, demonstramos que 0
sucesso na identificacdo de extratos bioativos pode ser variavel com o solvente utilizado na
extracdo dos metabolitos dos fermentados. Finalmente, também demonstramos que 0s
resultados de testes in vivo e in vitro diferem quanto a atividade bioldgica encontrada nas
diversas fragOes de trés dos extratos produzidos.

A simbiose de formigas cortadeiras com microrganismos € um assunto bastante
discutido na literatura, onde duas possibilidades sdo debatidas quanto a essa associag¢do. Alguns
pesquisadores relatam que a associagao verdadeira de formigas cortadeiras com microrganismo
é dada somente por uma Unica e exclusiva espécie de bactéria associada a cuticula, pertencente
ao género Pseudonocardia [45,46], mas outro grupo de pesquisadores argumenta que a
contribuicdo é dada pela comunidade associada a formiga cortadeira, a qual é altamente
diversificada e pode ser manipulada de acordo com a necessidade do inseto [47]. Trabalhos
realizados anteriormente com a microbiota associada a Acromyrmex subterraneus
demonstraram a incapacidade de Pseudonocardia de controlar o fungo parasita do fungo
alimento dessa formiga, enquanto inimeros outros isolados pertencentes a grupos diferentes de
Pseudonocardia foram altamente eficazes em eliminar Escovopsis, 0 parasita do jardim de
alimento de Acromyrmex [43], adicionando aos argumentos de que a diversidade da microbiota
associada é a responsavel pela diversidade quimica necessaria para lidar com os varios desafios
enfrentados pelas formigas na defesa de seu alimento [48,49]. Apesar de ndo avaliarmos o
potencial fungicida aos fungos parasitas do fungo simbionte das formigas cortadeiras, também
demonstramos a grande diversidade quimica associada as bactérias do tegumento de A.
coronatus.

A diversidade de espécies associadas a A. coronatus juntamente com a diversidade de
metabdlitos encontrados indicam que a formiga apresenta associa¢do com bactérias que formam
uma comunidade diversa e que podem fornecer uma quantidade de metabdlitos suficientes para
suprir as necessidades do hospedeiro quanto a sua defesa, protegendo-o de infecgdes. Estes
fatos justificam a exploragcdo biotecnoldgica dessas bactérias para prospec¢do de novos
compostos inseticidas. Assim, além da diversidade de simbiontes e metabdlitos encontrados,
foi possivel constatar a grande capacidade desses isolados associados a A. coronatus em causar
mortalidade de lagartas de S. frugiperda.

O ensaio in vivo se mostrou mais eficiente na bioprospecgdo de novos compostos
inseticidas, revelando que espécies do género Streptomyces possuem grande potencial para este

fim devido a expressiva quantidade de isolados encontrados com esta capacidade. Isolados
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como IIL-Asp77 — S. drozdowiczii e IIL-Asp66 — S. zaomyceticus se destacaram quanto a
atividade entomotoxica de seus metabolitos e devem ser investigados para a identificagdo das
moléculas inseticidas. Apesar dos ensaios in vitro ndo corresponderem a atividade encontrada
in vivo, ensaios dessa natureza podem evidenciar caracteristicas indesejaveis as moléculas de
interesse, como, por exemplo, atividade mutagénica, apesar ainda da exigéncia de testes
adicionais.

A analise conjunta do perfil quimico e o0 ensaio in vivo dos extratos obtidos para 0s
isolados de S. olivochromogenes (I1L-Asp40 e 1IL-Asp95) e S. nojiriensis (IIL-Asp39 e IIL-
Asp101) deixaram claro que isolados pertencentes ao mesmo filotipo, obtidos de uma mesma
fonte e a0 mesmo tempo, sdo capazes de produzir diferentes compostos, inclusive quando
cultivados sob condic¢des nutricionais e ambientais idénticas. Além disso, a atividade inseticida
dos extratos produzidos por esses isolados, obtidos com diferentes solventes, também indicaram
diferencas no metabolismo desses isolados. Os solventes utilizados na extragéo dos metabolitos
produzidos por bactérias possuem caracteristicas quimicas distintas, podendo explicar as
diferencas encontradas no presente estudo.

Com relacédo aos dados encontrados para os isolados de S. novaecaesareae, a atividade
inseticida para 11L-Asp48 esteve presente apenas no extrato de acetato de etila, enquanto que a
atividade inseticida dos outros trés isolados (I1L-Asp45, 11L-Asp47 e IIL-Asp68) foi maior em
extratos de hexano. Neste caso, a diferenca entre esses isolados ndo parece ser qualitativa, mas
sim quantitativa, visto que todos apresentaram mortalidade nos seus extratos em acetato,
ocorrendo apenas variacdo na intensidade da mortalidade, o que pode ser devido a variagdes no
potencial de producdo da molécula ativa. Entretanto, o fracionamento dos extratos brutos desses
isolados, obtidos pela extracdo com acetato de etila, evidenciou grandes diferencas qualitativas
dos extratos quanto a sua complexidade, mortalidade no ensaio in vivo e toxicidade no ensaio
in vitro.

Desta forma, além de revelar que os simbiontes associados com formigas séo
altamente diversificados e fornecem uma quantidade substancial de metabdlitos com
bioatividade para exploragdo biotecnoldgica, incluindo compostos com atividade inseticida, o
estudo também questiona a abordagem tradicional de isolamento e identificagdo de moléculas
bioativas ao demonstrar a gama de metabolitos que os isolados do mesmo filotipo podem
produzir em condicdes idénticas de isolamento e cultivo. Esses dados desafiam a busca de
novos metabdlitos bioativos baseados exclusivamente em caracteristicas morfolégicas e
moleculares, a0 mesmo tempo em que fornecem suporte para a utilidade da analise quimica em

bioensaios de atividade. Portanto, nossos dados indicam que praticas comuns em laboratorios,
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como agrupamento de morfotipos pertencentes ao mesmo género ou agrupamento de filotipos,
podem levar a perda de informag6es importantes e interferir na descoberta de todo o potencial

de metabdlitos que um determinado filotipo pode fornecer.

4.5, Conclusdes

= Acromyrmex coronatus se mostrou um nicho adequado para prospec¢do de bactérias

que produzem metabdlitos com atividade inseticida;

= A microbiota associada ao tegumento de Acromyrmex coronatus € formada por
Actinobacteria, Firmicutes e Proteobacteria, sendo Actinobacteria o mais diverso e

abundante;

= O ensaio in vivo se mostrou mais eficiente na bioprospeccdo de compostos com

atividade inseticida do que o ensaio in vitro.
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5. IIL-ASP77, UM SIMBIONTE DE Acromyrmex coranatus, FONTE DE DOIS
COMPOSTOS NATURAIS COM ATIVIDADE INSETICIDA AS LAGARTAS DE
Spodoptera frugiperda (J.E. SMITH, 1797) (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE)

Resumo

Cerca de 15% da safra de alimentos do mundo é perdida por causa do ataque por insetos,
cujo controle tem sido feito, predominantemente, com uso de defensivos quimicos. Esses
produtos sdo altamente toxicos e de amplo espectro de acdo, com consequéncias graves ao
homem e ambiente. O uso continuo e inadequado desses produtos também facilita a selecdo de
insetos resistentes, levando a falhas nas taticas de manejo de pragas. A utilizacdo de inseticidas
sintéticos de amplo espectro se torna cada vez mais restrita, pois existe hoje uma grande pressao
da sociedade para técnicas alternativas de controle de pragas que sejam mais seguras aos
organismos nédo-alvo e ao ambiente. Nesse contexto, 0 uso de novos compostos bioativos
naturais tem se tornado uma alternativa ecologicamente viavel. Plantas e microrganismos séo
fontes reconhecidas de moléculas naturais que podem ter aplicacdo biotecnoldgica. No presente
estudo, foi investigado o potencial biotecnoldégico de um simbionte isolado da formiga
cortadeira Acromyrmex coronatus (Fabricius, 1804) (Hymenoptera: Formicidae) para a
identificacdo de moléculas naturais com potencial para o controle de insetos-pragas. O estudo
da atividade inseticida do extrato organico do fermentado produzido pelo isolado I1L-Asp77,
putativamente identificado como Streptomyces drozdowiczii, resultou na descoberta de duas
fracGes que resultaram em alta mortalidade de lagartas de 1° instar de Spodoptera frugiperda
(J.E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae) em testes de ingestdo. As duas fracGes ativas foram
isoladas e a atividade inseticida foi atribuida para duas classes quimicas diferentes: um
composto pirrolobenzodiazepino (CLso = 62,73 pg/cm?) e um alcaloide (CLso = 170,56
pg/cm?). Hipbteses do modo de acdo dessas substancias sdo oferecidas na discussao, juntamente
com sua caracterizacdo quimica. O desenvolvimento de estudos adicionais para a caracterizacdo
do modo de acdo dessas moléculas contribuirdo para analises do seu potencial inseticida a outras
espécies de insetos-pragas e a possibidade de sua utilizacdo em escala comercial, especialmente
no combate de insetos mastigadores.

Palavras-chave: Bioprospeccéo; Caracterizagdo; Pirrolobenzodiazepino; Alcaloide; Manejo

Abstract

Nearly 15% of the world's food production is lost because of attack by insect pests.
Insect pests are predominantly controlled by chemical pesticides. Pesticides are highly toxic
and most have a broad spectrum of action, with serious consequences for humans and the
environment. The continuous and inappropriate use of these products also facilitates the
selection of insecticide resistant pests, leading to failures in pest management tactics. The use
of broad-spectrum synthetic insecticides is becoming increasingly restricted, as there is strong
social pressure for the use of alternative pest control techniques that are safer to non-target
organisms and the environment. In this context, the use of new natural bioactive compounds
has become an ecologically viable alternative. Plants and microorganisms are recognized
sources of natural molecules that may have biotechnological applications. In here we
investigated the biotechnological potential of a bacterial isolate from the ant Acromyrmex
coronatus (Fabricius, 1804) (Hymenoptera: Formicidae) for the identification of natural
molecules with potential for insect-pest control. Assays of the insecticidal activity of the organic
extract of the fermetation products of the isolate IIL-Asp77, putatively identified as
Streptomyces drozdowiczii, resulted in the discovery of two fractions that resulted in high
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mortality of Spodoptera frugiperda (JE Smith, 1797) (Lepidoptera : Noctuidae). These fractions
were isolated and the insecticidal activity was assigned to two different chemical classes: a
pyrrolobenzodiazepine compound (LCso = 62.73 ug / cm?) and an alkaloid (LCso = 170.56 pug /
cm?). Hypotheses of the mode of action of these substances are offered along with their
chemical characterization. The development of additional studies to characterize the mode of
action of these molecules will contribute to the analysis of their insecticidal potential to other
species of insect pests and the possibility of their use at a commercial scale, especially in the
fight against chewing insects.

Keywords: Bioprospecting; Characterization; Pyrrolobenzodiazepine; Alkaloid; Management

5.1. Introducéo

O crescimento continuo da populacdo humana tem exigido cada vez mais o
desenvolvimento de estratégias inovadoras ou de novas pesquisas que venham a auxiliar na
aplicacdo de técnicas sustentaveis de producdo agricola. O atendimento da demanda crescente
de alimentos tem levado a pratica de sistemas intensivos de cultivo agricola, sendo que o uso
de novas tecnologias tem permitido a pratica agricola de modo a atender as necessidades de
producdo. Mas ao mesmo tempo em que a produgdo aumenta, surgem problemas associados ao
manejo de pragas que podem ter consequéncias sociais e ambientais indesejadas. Assim,
abordagens multissistémicas e multidisciplinares sdo importantes para a geracdo de novas
informacdes e para a producdo de novas tecnologias que venham a permitir a pratica de uma
agricultura moderna sustentavel [1-4].

Os organismos nocivos, principalmente insetos e fitopatdgenos, sdo as principais
ameacas a producao de alimentos e estabilidade dos agroecossistemas. Com a intensificagdo da
producdo agricola nas Gltimas décadas, a dependéncia de defensivos agricolas aumentou. No
entanto, a maior utilizacdo de defensivos tem causado efeitos indesejaveis, como a evolucao da
resisténcia nos organismos-alvo e os efeitos nocivos causados ao homem e ambiente, entre
outros. Além disso, o custo crescente de defensivos e a demanda de consumidores por alimentos
isentos de agentes toxicos tém levado a busca de alternativas para 0 combate aos organismos

nocivos por meio da descoberta de novas moléculas bioativas na natureza [5-9].

Os insetos sdo o grupo mais diversificado de organismos multicelulares que habita uma
variedade de habitats e abriga uma série de associa¢cbes com simbiontes microbianos [10,11].
A rica diversidade da microbiota associada a insetos se mostra como uma fonte promissora de
novos compostos bioativos, dado o potencial que bactérias apresentam em produzir substancias

com atividade bioldgica de interesse ao homem [12]. Apesar da grande diversidade de
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microrganismos, a demanda por novas moléculas naturais vem sofrendo com o declinio na
descoberta de novas moléculas desde 1970 [13]. Para solucionar a redundéncia de moléculas
existentes na exploragdo de microrganismos, pesquisadores se voltaram para a exploragéo de
microrganismos associados a novos nichos, em casos extremos, como as profundezas dos
oceanos, e a microbiota associada aos artrépodes, principalmente os insetos [14,15].
Actinobactérias tém sido intensamente exploradas na busca por compostos naturais bioativos
[16-21], sendo que dos quase 23.000 metabdlitos secundarios conhecidos até 0 momento, cerca
de 10.000 deles é produzida por actinobactérias [22]. Estima-se ainda, que s6 o género
Streptomyces seja responsavel pela producdo de mais da metade das moléculas bioativas
descritas, sendo responsavel por quase 60% dos compostos isolados de actinobactérias [21, 23].
Os compostos naturais bioativos isolados desses microrganismos sdo utilizados para as mais
diversas finalidades, apresentando propriedades enzimaticas, inseticidas, fungicidas,
antimicrobianas, antioxidantes, anticancerigenas, entre outras [24-27]. Além disso, de todas as
moléculas com propriedades de interesse biotecnologico conhecidas, quase a metade sdo
produzidas por espécies pertencentes a Actinobacteria [21].

Actinobactérias também sdo associados comuns de formigas cortadeiras [28-30].
Diversos isolados de actinobactéria foram obtidos do tegumento da formiga cortadeira
Acromyrmex coronatus (Fabricius, 1804) (Hymenoptera: Formicidae), assim como apresentado
no capitulo anterior. Uma dessas linhagens, a IIL-Asp77, putativamente identificada como
sendo Streptomyces drozdowiczii, ndo apresenta qualquer relato sobre o potencial
biotecnoldgico de seus metabolitos, incluindo a atividade inseticida. Assim, dado potencial de
producdo de metabdlitos bioativos por actinobactérias, a sua diversidade em associacédo a A.
coronatus e o potencial que insetos apresentam como um novo nicho de exploragdo de
microrganismos e/ou de novos compostos, buscamos avaliar o potencial do isolado 1L-Asp77
para a producdo de moléculas inseticidas utilizando Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797)

(Lepidoptera: Noctuidae) como modelo de estudo.
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5.2. Material e métodos
5.2.1. Material biolégico

Para o estudo foi utilizado o isolado IIL-Asp77, simbionte da formiga cortadeira A.
coronatus isolado da superficie cuticular desse inseto, e identificado putativamente como
Streptomyces drozdowiczii.

O estudo também utilizou lagartas de uma linhagem suscetivel de referéncia de S.
frugiperda, obtida junto ao Laborat6rio de Manejo de Resisténcia de Artropodes a Taticas de
Controle, Departamento de Entomologia e Acarologia, Escola Superior de Agricultura “Luiz
de Queiroz” (ESALQ/USP). Os insetos foram criados em dieta artificial a base de feijdo [31],
seguindo os procedimentos de criagdo descritos por Parra [32].

5.2.2. Cultivo, extracdo e fracionamento dos metabolitos produzidos por IlL-

Asp77 Streptomyces drozdowiczii

O isolado IIL-Asp77 foi inoculado em 1,5 L do meio ISP2 [33] e cultivado sob
agitacdo constante (130 rpm) por 7 dias a 28°C. O fermentado obtido foi submetido ao processo
de filtracdo para remocao de células e extracdo liquido-liquido 1:1 com acetato de etila (Synth),
de acordo com procedimentos padrBes de extracdo liquida [34]. O extrato bruto obtido foi
concentrado em rotoevaporador (Tecnal) (40 rpm; 45°C) e acondicionado em recipiente escuro
de 2,5 mL (Sun Sri) a -20°C até sua purificacdo. O extrato bruto produzido (80 mg) foi
purificado por meio de uma coluna SephadexTM LH-20 (300x20 mm) com tamanho de
particulas entre 27-163 um (GE Healthcare, Suécia) utilizando metanol (HPLC grade — JT
Baker) como o eluente. O fracionamento foi realizado com a coleta de uma fragdo inicial de 30
mL, seguida pela coleta de fragdes (14) de 12 mL e uma fracdo final de 50 mL. Os compostos
eluidos foram monitorados por cromatografia em placas de camada delgada, utilizando os
solventes hexano e acetato de etila em diferentes razdes (1:1 e 3:7) como solvente de arraste,
sendo a leitura dos compostos realizada sob luz UV a A=254 e A=356 nm. Assim, as fracdes
obtidas puderam ser agrupadas de acordo com suas similaridades de perfil cromatogréafico,

resultando em um numero menor de amostras (6 fragdes) para anélises posteriores.



95

5.2.3. Analise quimica por insercao direta (DI-ESI-MS)

Os perfis quimicos do extrato bruto e de todas as fra¢cdes foram analisados por inser¢éo
direta em espectrdbmetro de massas. As andlises foram realizadas em um Espectrometro de
Massa XevoTM TQ-S (Waters Corporation), acoplado ao Cromatografo Liquido de Ultra Alta
Performance AcquityTM (UPLCTM — Waters). A ionizacao das amostras foi realizada usando
fonte de ionizacdo Z-spray operando em modos positivo (DI-ESI+) e negativo (DI-ESI-), com
fluxo de 0,100 mL/min. A eluicdo isocratica utilizada foi de 0,1% acido férmico em metanol
90% durante 2 min. O volume de injecdo foi de 2 uL e a concentragdo dos extratos brutos
utilizada de 10 ug/mL. A tenséo capilar e a tenséo de pulverizagdo foram ajustadas para 3,3 kV
e 70 V, respectivamente, e a temperatura de dessolvatacdo fixada em 300°C em todas as
analises. As fracdes (6) foram concentradas e ressuspensas em 1 mL de metanol para analise
quimica. O intervalo de massa analisado foi de 100 a 1850 Da (m/z) em experimento de

varredura completa.

5.2.4. Deteccgao das fragoes ativas por bioensaio

Todas as fracdes coletadas foram submetidas a bioensaios para a identificacdo da
fracdo com atividade inseticida a lagartas de 1° instar de S. frugiperda. Os experimentos foram
conduzidos em placa plastica com 24 pocos para o cultivo de células (Costar®, Cambridge,
Massachusetts, EUA). Cada um dos 24 poc¢os da placa foi preenchido com 1,25 mL de dieta
artificial e as placas mantidas em camara de fluxo laminar com luz ultravioleta até a geleificacao
da dieta para evitar a contaminacéo superficial da mesma. Uma vez geleificada, a superficie da
dieta no interior de cada pogo da placa recebeu 20 pL de cada fragdo obtida (25 pg/uL),
correspondendo a uma dose de 260 pg/cm?, utilizando acetato de etila como controle negativo.
Com a evaporacdo completa do solvente cada célula da placa recebeu 10 lagartas neonatas (0-
24 h de idade) de S. frugiperda. As placas foram vedadas com filme plastico (Parafilm) com
aberturas para ventilagdo, mantidas em condi¢Ges de laboratorio (25+2°C; 60+10% UR;
fotofase de 14 h) e avaliadas apds 120h, considerando individuos mortos pela auséncia de
resposta ao estimulo nos dltimos segmentos abdominais ou pelo comprometimento do

crescimento, sem a troca de instar.
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5.2.5. Determinacéo da curva dose-resposta das fragdes com atividade inseticida

Para determinacdo da curva dose-resposta dos compostos inseticidas selecionados,
extrato obtido de fermentacdo em 4,5 L de meio ISP2 foi sujeito ao fracionamento, assim como
descrito anteriormente, para a obtencdo de massa adequada para a conducao dos ensaios de
toxicidade. As diferentes concentracOes das fragdes ativas selecionadas foram obtidas mediante
diluicdo do ingrediente ativo em metanol contendo 0,1% (v/v) do surfactante Tween 20. Foram
testadas as seguintes concentracdes: 261, 167, 94, 52, 29 e 9 pg/cmz para a primeira fracao ativa
selecionada e 293, 167, 94, 52, 29 e 16 ug/cm? para a segunda fracdo ativa selecionada. Os
dados de mortalidade obtidos foram utilizados para a determinagdo da curva resposta via analise
de Probit utilizando o programa R [35] com as extensdes ExpDes.pt [36] e ecotoxicology [37].

A partir dessa analise, foram estimados os valores das concentrac6es letais medianas (CLso).

5.2.6. Identificacdo dos compostos bioativos por analise quimica (MS/MS)

Para a identificacdo dos compostos bioativos, as fragdes ativas foram analisadas por
insercdo direta em espectrdmetro de massa operando em modo positivo (ESI+). A
caracterizacdo dos compostos foi obtida por experimento de dissociacdo induzida por colisdo
(CID). Para a determinacdo da energia de colisdo, varios testes foram realizados (20-70V) antes
da selecéo de 50V como energia de colisdo.

5.2.7. Analise cromatogréfica LC-UV

O perfil cromatogréafico do extrato bruto e das fragdes foram obtidos por cromatografia
liquida em um sistema de cromatografia liquida Ultra High Performance (UHPLC Accela 600
Thermo Scientific), equipado com um detector de matriz de diodos, um amostrador automatico
e uma coluna ACE 5 (250x4,6 mm; 5 um). A primeira fracdo ativa foi monitorada a A=320 nm
e a segunda na faixa de 240 a 400 nm. As amostras foram eluidas usando um gradiente de 0,1%
de acido férmico (fase A) e metanol/acido formico a 0,1% (fase B). O gradiente comegou com
60% de fase B e aumentou linearmente para 95% em 10 min, com uma retengdo adicional de
15 minutos em 95% da fase B. A purificacdo do componente de cada fragdo foi feita utilizando
uma coluna ACE 5 (250x7,75 mm, 5 um), sob o0 mesmo gradiente de eluicdo e fluxo de 1,4

mL/min.
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5.3. Resultados
5.3.1. Potencial inseticida do isolado I1L-Asp77 Streptomyces drozdowiczii

O estudo do potencial inseticida do isolado IIL-Asp77 S. drozdowiczii resultou na
descoberta de duas fracOes ativas apOs o fracionamento do extrato bruto e analise de
mortalidade por bioensaio com lagartas de 1° instar de S. frugiperda. As fragdes 3 (38,3 £ 7,5%)
e 5 (45,8 + 3,8%) corresponderam a quase totalidade da mortalidade observada no extrato bruto
(80,8 £ 7,9%).

Tabela 4.1. Mortalidade de lagartas de 1° instar de Spodoptera frugiperda expostas as fracoes
purificadas da linhagem IIL-Asp77 Streptomyces drozdowiczii isolada de Acromyrmex
coronatus para identificacdo das fragdes ativas.

FracOes IIL-Asp77  Mortalidade (%)*

25+18
6,7+39
383+75
1,7+11
45,8 +3,8

oS 01 A W N

10,8+3,1
Extrato bruto 80,8+7,9

* valores obtidos considerando a mortalidade
observada para o controle.

5.3.2. Caracterizacdo quimica de compostos inseticidas produzidos pelo isolado

I1L-Asp77 Streptomyces drozdowiczii

O perfil quimico do extrato bruto do isolado I1L-Asp77 foi obtido por insercéo direta
nos modos positivo e negativo. Nas duas analises, ndo foram observados sinais de alto valor

molecular, maiores do que 1000 Da (Figura 4.1).
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Figura 4.1. Perfil quimico do extrato bruto do isolado IIL-Asp77 Streptomyces drozdowiczii
obtido em modo positivo (DI-ESI+) e negativo (DI-ESI-) por insercdo direta em espectrometria
de massa. AR: abundancia relativa.

O perfil quimico para todas as fraces do isolado I1L-Asp77 foi obtido por insercéo
direta em modos positivo e negativo, sendo as fragdes ativas (3 e 5) as que apresentaram melhor

ionizacdo em modo positivo (DI-ESI+) (Figura 4.2).
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Figura 4.2. Perfil quimico das fragbes ativas 3 e 5 do isolado IIL-Asp77 Streptomyces

drozdowiczii obtido em modo positivo (DI-ESI+) por insercdo direta em espectrometria de
massa. AR: abundancia relativa.
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O perfil cromatogréafico em UHP-LC e HPLC-UV mostrou que a fragdo 3 possui dois
picos de intensidade equivalente (Figura 4.3). Os dois picos da fracdo 3 foram observados no
tempo de retencdo entre 13 e 15 minutos e correspondem aos sinais de m/z 229 e m/z 243.
Experimentos de CID revelaram que 0s compostos pertencem a classe das

pirrolobenzodiazepinas usabamicina. Os espectros (MS/MS) para o0s sinais m/z 229 e 243 estdo
apresentados na Figura 4.4.
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Figura 4.3. Perfil cromatografico e andlise de caracterizacdo pelo método semi-preparativo

HPLC-UV da fragédo 3 obtida do extrato bruto produzido pelo isolado I1L-Asp77 Streptomyces
drozdowiczii.
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Figura 4.4. Anélise quimica (MS/MS) para identificacdo dos picos ativos (m/z 229 e 243) da
fragdo 3 obtida do extrato bruto produzido pelo isolado IIL-Asp77 Streptomyces drozdowiczii.

Caracterizacdo dos compostos obtida por experimento de dissociacdo induzida por colisdo
(CID). AR: Abundancia relativa.
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Com relacdo a fracdo 5, a andlise do seu perfil cromatografico em UHP-LC e HPLC-
UV mostrou a existéncia de pico majoritario e trés picos minoritarios (Tabela 4.5). O pico
majoritario foi observado no tempo de retencdo em torno de 7 minutos e corresponde ao sinal
de m/z 265. O experimento de CID revelou que o ion m/z 265 se tratava de um alcaloide, sendo

identificado como sendo uma perlolirina (Figura 4.6).
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Figura 4.5. Perfil cromatografico UHP-LC e andlise de caracterizacdo pelo método semi-
preparativo HPLC-UV da fracdo 5 obtida do extrato bruto produzido pelo isolado IL-Asp77
Streptomyces drozdowiczii.
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Figura 4.6. Espectro MS/MS do ion m/z 265 isolado da fragdo 5 obtida do extrato bruto
produzido pelo isolado IIL-Asp77 Streptomyces drozdowiczii. Caracterizacdo do composto
obtida por experimento de dissociacdo induzida por colisdo (CID). AR: Abundancia relativa.
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5.3.3. Curva dose-resposta de compostos inseticidas produzidos pelo isolado

IIL-Asp77 Streptomyces drozdowiczii.

Em anélise preliminar, a aplicacdo de 260 pg/cm? na dieta da fracdo 3 em bioensaio

por ingestao, resultou na morte de 93,3% de lagartas de S. frugiperda de 1° instar, enquanto

que a aplicacdo de 160 pg/cm? da fracdo 5 na dieta resultou na mortalidade de 41,7% das

lagartas testadas. A partir destes dados, obteve-se as curvas dose-resposta as diferentes

concentracdes das fracdes 3 e 5 contra lagartas de 1° instar de S. frugiperda utilizando-se o

método de ingestdo. A anélise de probit indicou CLsg estimada em 62,73 pg/cm? para a fracéo

3, com coeficiente angular (+ erro padrdo) de 1,59 (+ 0,28) (¥ = 21,34; gl = 4), enquanto para

a fracédo 5 indicou uma CLso de 170,56 pg/cmz2, com coeficiente angular (+ erro padréo) de 2,23
(£ 0,38) (x* = 19,69, gl = 4) (Tabela 4.2, Figura 4.7).

Tabela 4.2. Resposta de concentracdo-mortalidade de Spodoptera frugiperda das fracbes 3 e 5
obtidos do extrato bruto produzido pelo isolado IIL-Asp77 Streptomyces drozdowiczii. Dados
obtidos por meio de bioensaio de ingestdo e utilizando o programa de estatistica R.

Coeficiente angular

1 0/4)3 0/ )4 2 5 _ 6

Amostra n (EMP)2 CL50 (1C95%) CL90 (1C95%) X2 (g.l.)° p-valor
~ 62,73 403,2 21,34

Fragdo 3 720 1,59 £ 0,28 (5052 -77.38) (280,24 — 683,52) @) 0,9997

Fragio5 720  223+0,38 170,56 641,1 1969 (9904

(143,1-2115) (45587-1060,9)  (4)

1. nimero de individuos testados; 2. Erro padrdo da média; 3. Dose letal 50 (ug/cm?) intervalo de confianca a 95%;
4. Dose letal 90 (ug/cm?) intervalo de confianca a 95%; 5. Qui-quadrado calculado e grau de liberdade;

6. Probabilidade de significancia
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Figura 4.7. Curva concentracdo-mortalidade das fracdes ativas 3 e 5 obtidas do extrato bruto do
isolado IIL-Asp77 Streptomyces drozdowiczii. Dados obtidos por meio de bioensaio de ingestéo
e utilizando o programa de estatistica R.

5.4. Discussao

O potencial para se encontrar novos compostos na natureza € enorme e 0S
microrganismos séo considerados uma excelente fonte natural de compostos bioativos. Dentre
0s microrganismos produtores de metabdlitos bioativos de importancia comercial, o0s
actinomicetos tém a capacidade de produzir enormes variedades de metabdlitos secundarios
com atividades bioldgicas diversas, em particular, o género Streptomyces. Além dos
antibidticos que representam o maior grupo, os metabolitos secundarios desse género revelam
varias outras atividades bioldgicas, atuando como agentes antibacterianos, antiflngicos,
antiprotozoarios e antivirais, agentes farmacoldgicos que apresentam atividades antitumorais,
imunomoduladoras e inibidores enzimaticos e agentes agrobiol6gicos compreendendo 0s
pesticidas e herbicidas (38).

Com relagéo aos inseticidas, a classe Actinobacteria € a fonte de uma das moléculas
mais ativas e seletivas ainda em uso atualmente, as espinosinas, que foram obtidas de duas
espécies isoladas do solo pertencente ao género Saccharopolyspora [39,40]. Ja para o género
Streptomyces, sua importancia pode ser evidenciada pelo grupo das avermectinas, produzida a
partir da fermentagdo de Streptomyces avermitilis. Esses metabolitos e seus derivados séo
ativos contra certos nematoides em doses extremamente baixas, além de apresentar baixa
toxicidade aos mamiferos, apresentando também alta eficiéncia contra &caros, carrapatos e

outros ectoparasitos e endoparasitos de equinos, bovinos, suinos e ovinos [41-43].
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O isolado IlIL-Asp77 S. drozdowiczii, associado externamente ao tegumento da
formiga cortadeira A. coronatus, produziu dois compostos com atividade inseticida a lagartas
de 1°instar de S. frugipera, um pirrolobenzodiazepino, usabamicina (CLsg = 62,73 pg/cm?), e
um alcaloide, perlolirina (CLso = 170,56 pg/cm?).

A usabamicina foi caracterizada pela primeira vez ap6s o estudo dos metabdlitos
secundarios produzidos por uma bactéria isolada de uma amostra de sedimento marinho
japonés, identificada como pertencente ao género Streptomyces (Streptomyces sp. NPS853),
mostrando atividade citotdxica contra células cancerigenas humanas 5-HT2B14 e atividade
inibitéria da absor¢do de serotonina (5-hidroxitripamina) [44]. A usabamicina é considerada
uma molécula analoga ao antibidtico antramicina, sendo classificada em trés diferentes classes
(A, B e C) com aplicacdes em diversas areas do conhecimento, principalmente na medicina
devido a sua propriedade antibidtica e antitumoral [45]. Os mesmos padrdes de fragmentagédo
para 0 ion m/z 243 encontrado no presente trabalho, jA foram relatados na literatura,
caracterizado como usabamicina C [44]. No entanto, os padrdes de fragmentagéo para o sinal
m/z 229 evidenciam que se trata de um analogo inédito.

Perlolirinas sdo alcaloides do grupo das p-carbolinas, sendo identificados mais de 140
alcaloides deste grupo derivados de bactérias, algas, fungos, plantas, insetos e tecido animal,
incluindo humanos [46]. Alguns deles exibiram atividade bioldgica em estudos para descoberta
de medicamentos farmacéuticos potentes para tratamento de células cancerigenas, Alzheimer,
Leishmania, Herpes, Influenza e o virus da imunodeficiéncia humana (HIV) [46]. Algumas [3-
carbolinas foram descritas como alucindgenas a seres humanos devido a sua ligacdo a
receptores de serotonina do tipo 5-HT2 [47]. Esses receptores sdo considerados o sitio-alvo de
ligacdo das p-carbolinas para o desencadeamento do seu mecanismo de acéo [48]. Perlolirina
foi inicialmente relatada como produto do metabolismo de diferentes isolados de Streptomyces
(B1848, B6005 e Bio215) obtidos do ambiente marinho [49].

Apesar dos relatos de isolamento e potencial biotecnoldgico das moléculas de
usabamicina e perlolirina em diversas areas do conhecimento, a capacidade dessas moleculas
em causar mortalidade em insetos e serem utilizadas como inseticidas era desconhecido. A
capacidade dessas moléculas atuarem como inibidores da absorcao (usabamicina) ou agonistas
(perlolirina) do receptor da serotonina [44,47,48], e induzirem mortalidade em niveis elevados
em S. frugiperda, demonstram a importancia da regulacdo da serotonina em insetos, tornando
essas moléculas naturais uma alternativa aos inseticidas sintéticos disponiveis que atuam no

sistema serotonérgico, como parte dos organofosforados [50-52].
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A serotonina (5-hidroxitriptamina ou 5-HT) é uma molécula de sinalizag&o intracelular
encontrada em todos os organismos com sistema nervoso central. A descoberta do 5-HT como
um importante neuromodulador envolveu uma abordagem multidisciplinar de varios grupos de
pesquisa [53-60]. Atualmente, o papel do 5-HT é estabelecido na regulacdo de muitos processos
humanos importantes, como o0 apetite, humor e emocdo, sono, atividade sexual, dor e
habilidades de aprendizado. Em insetos, processos comparadveis demonstraram ser afetados
pelo 5-HT [50], podendo interferir em diversas funcdes fisiologicas como periodo de sono [61],
ciclo circadiano [62], alimentacdo [63-66], contracdo muscular [67], aprendizagem e memoria
[68,69] e comportamento gregario [70] ou agressivo [71]. Além disso, 0 5-HT pode atuar como
hormonio diurético, sendo produzido logo ap6s o inicio da alimentacédo, estimulando a rapida
secrecdo dos tubulos de Malpighi [72,73].

Muitos dos efeitos que o 5-HT exercem na fisiologia dos insetos se da pela interacéo
com proteinas receptoras de membrana especificas (proteina G), envolvidas na transducéo de
sinais celulares e associadas a receptores GPCR. Os receptores de 5-HT em insetos pertencentes
principalmente a familia das GPCRs (“Rhodopsin-like”) das classes 5-HT1, 5-HT2 e 5-HT7
[74-77].

Embora a farmacologia dos receptores de mamiferos seja minuciosamente estudada (e
as drogas que afetam a ligacdo do receptor de amina biogénica estejam entre as mais
importantes no arsenal da farmacologia moderna), a especificidade dessas drogas contra 0s
insetos nunca foi exaustivamente testada e estudos de caracterizacdo de receptores 5-HT em
insetos sdo escassos. A fraca afinidade e seletividade de inseticidas sintéticos com receptores
de insetos, inicialmente projetados com base em receptores de mamiferos indicam a
importancia de buscar agentes de controle que visam tipos mais especificos de receptores de
insetos. Embora os receptores de 5-HT estejam envolvidos em muitos processos-chave da vida
dos insetos, nenhum inseticida que visam esse grupo de receptores esta disponivel para o
manejo de pragas agricolas [50,78,79].

A reconhecida atividade inibitoria do 5-HT por moléculas de usabamicina e afinidade
de perlolirina por receptores do 5-HT por moléculas juntamente com o potencial inseticida
encontrado no presente estudo, evidencia duas classes de moléculas inseticidas com diferentes
modos de acdo e com possivel atuacdo na serotonina de insetos. Entretanto, dada a diversidade
de funcdes que a serotonina pode desempenhar no funcionamento dos insetos, a completa
caracterizacdo do modo de acdo necessita de novos experimentos afim de investigar e
identificar possiveis efeitos no comportamento alimentar do inseto, como a diminuicdo da

ingestdo do alimento, a regulacdo da sensibilidade de quimiorreceptores, principalmente os
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gustativos, a regulagdo do mecanismo da nutricdo, principalmente pela acdo na producdo de
peptideos do tipo insulina [50]. Além do comportamento, devido a caracteristica
neurotransmissora e neuromoduladora da serotonina, possiveis efeitos na regulacao do sistema
nervoso e na diurese do inseto também devem ser investigados.

Desta forma, o estudo demonstrou o potencial dos simbiontes microbianos de insetos
em produzir novas moléculas inseticidas com atividade contra S. frugiperda, descrevendo duas
moléculas com esta capacidade. Também foi demonstrada anélise detalhada das estruturas e o
isolamento guiado por bioensaio de compostos ativos a partir de extratos brutos complexos,
podendo resultar no isolamento de novas moléculas ativas. Usabamicina e perlolirina séo
moléculas de duas classes quimicas interessantes, descritas na literatura com atividade
bioldgica em outras areas do conhecimento, mas ndo relacionadas a atividade inseticida. Assim,
os resultados obtidos indicam que essas moléculas podem ser usadas para controle de insetos e

com modo de a¢do com caracteristicas inéditas e inovadoras.

5.5. Conclusotes

Os metabdlitos do simbionte de Acromyrmex coronatus, a actinobactéria IIL-Asp77 S.

drozdowiczii, apresentam atividade inseticida a lagartas de Spodoptera frugiperda;

= Usabamicina e um novo analogo foram identificados como metabdlitos do isolado I1L-
Asp77 S. drozdowiczii de Acromyrmex coronatus com atividade inseticida a lagartas de

1° instar de S. frugiperda;

= Perlolirina foi identificada como metabdlito do isolado 1IL-Asp77 S. drozdowiczii de
Acromyrmex coronatus com atividade inseticida a lagartas de 1° instar de S. frugiperda;

» Nova atividade bioldgica foi identificada para usabamicinas e perlolirinas — a atividade

inseticida.
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