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BRITO, CASSIA F. P. Identificacdo molecular, caracterizacdo bioquimica e
prospeccdo de metabdlitos secundéarios produzidos por Photorhabdus sp.
2020. 85f. Trabalho de Dissertacdo apresentado ao Programa de Mestrado em
Agronomia, da Universidade Estadual do Norte do Parana, Campus Luiz Meneghel,
Bandeirantes, 2021.

RESUMO

Este trabalho teve como obijetivo, identificar as bactérias simbiontes de quatro
isolados de nematoides entomopatogénicos (NEPs) do género Heterorhabditis sp.
(isolados UENP-n 04, 05, 06 e UEL 08), nativos do Norte do Parana, e realizar a
caracterizacdo molecular, bioquimica e biologica destas bactérias, além de
prospectar a capacidade de producdo de metabdlitos secundarios com efeitos
antimicrobianos, fungicidas e inseticidas. As bactérias foram isoladas a partir de
hemolinfa de lagartas de Galleria mellonella L. (Lepidoptera: Pyralidae) e a
identificacdo molecular foi feita a partir da amplificacdo de parte do gene rRNA 16S.
Também foi feita a caracterizacdo por meio de testes bioquimicos de motilidade,
coloracdo de Gram, atividade de lipase, protease, lecitinase e bioluminescéncia e
avaliada a producédo de compostos com atividade antimicrobiana sobre as bactérias
Bacillus thuringiensis, Staphylococcus aureus e Escherichia coli. A patogenicidade
sobre insetos foi avaliada em lagartas de G. mellonella, Anticarsia gemmatalis
(Lepidoptera: Noctuidae) e Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) e o efeito
fungicida sobre os fungos Metarhizium anisopliae e Beauveria bassiana. Além disso,
prospectou-se a producdo de metabdlitos secundarios a partir de extratos, que foram
avaliados quanto ao efeito inseticida sobre G. mellonella (aplicacdo oral e via
hemolinfa), efeito antimicrobiano em bactérias S. aureus, E. coli, e B. thunringiensis
e fungicida nos fungos M. anisopliae e B. bassiana. Trés cepas bacterianas obtidas
foram identificadas como pertencendo a espécie Photorhabdus luminescens (P05,
P06 e LO8) e a outra como Photorhabdus asymbiotica (P04). Quanto aos testes
bioquimicos observou-se que todas as cepas foram positivas para motilidade,
atividade lipase, protease e para absor¢cdo do azul de bromotimol, mas negativas
para a atividade lecitinase. Quando inoculadas na hemolinfa de lagartas de G.

mellonella, S. frugiperda e A. gemmatalis na forma de suspenséo, as cepas foram



altamente virulentas causando mortalidade acima de 85% nas trés espécies de
lagartas. Quando avaliadas em diferentes concentracdes, P04 mostrou-se mais
agressiva, matando acima de 95% das lagartas infectadas em todas as
concentracBes avaliadas ap6s 18 horas de inoculacdo. Com relacdo ao efeito
antimicrobiano, observou-se que as quatro cepas bacterianas apresentaram
atividade positiva inibindo o crescimento de B. thuringiensis e S. aureus mas apenas
P04 apresentou efeito antimicrobiano contra E. coli. O efeito dos extratos aquosos
obtidos a partir das culturas de bactérias P04 apresentou resultados positivos para
acao fungicida sobre B. bassiana e M. anisopliae e 0 extrato proveniente da cepa
LO8 apresentou efeito antimicrobiano sobre a bactéria S. aureus, porém nao
apresentaram efeito inseticida sobre G. mellonella quando inoculadas na hemolinfa

ou quando ingeridas.

PALAVRAS CHAVES: Nematoides entomopatogénicos, bactéria simbionte,

Heterorhabditis amazonensis, Heterorhabditis mexicana.



BRITO, CASSIA F. P. Molecular identification, biochemical characterization and
prospection of secondary metabolites produced by Photorhabdus sp. 2021.
84f. Dissertation submitted to the Master's Program in Agronomy, State University of
Northern Parana, Campus Luiz Meneghel, Bandeirantes, 2021.

ABSTRACT

This study aimed to identify the symbiont bacteria of four isolates of
entomopathogenic nematodes (NEPs) of the genus Heterorhabditis sp. (isolates
UENP-n 04, 05, 06 and UEL 08), native to Northern Parana, and to perform the
molecular, biochemical and biological characterization of these bacteria, besides
prospecting the production capacity of secondary metabolites with antimicrobial,
fungicidal and insecticidal effects. The bacteria were isolated from the hemolymph of
larvae of Galleria mellonella L. (Lepidoptera: Pyralidae) and molecular identification
was done by amplification of part of the 16S rRNA gene. It was also characterized by
biochemical tests for motility, Gram staining, lipase, protease, lecithinase and
bioluminescence activity and evaluated the production of antimicrobial on Bacillus
thuringiensis, Staphylococcus aureus and Escherichia coli bacteria. The
pathogenicity on insects was evaluated on caterpillars of G. mellonella, Anticarsia
gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae) and Spodoptera frugiperda (Lepidoptera:
Noctuidae) and the fungicidal effect on the fungi Metarhizium anisopliae and
Beauveria bassiana. Furthermore, the production of secondary metabolites from
extracts was prospected and evaluated for their insecticidal effect on G. mellonella
(oral application and via hemolymph), antimicrobial effect on S. aureus, E. coli, and
B. thunringiensis bacteria, and fungicidal effect on M. anisopliae and B. bassiana
fungi. Three bacterial strains obtained were identified as belonging to Photorhabdus
luminescens species (P05, P06 and L0O8) and the other as Photorhabdus asymbiotica
(P04). As for the biochemical tests, all strains were positive for motility, lipase and
protease activity, and bromothymol blue uptake, but negative for lecithinase activity.
When inoculated into the hemolymph of G. mellonella, S. frugiperda and A.
gemmatalis larvae as suspension, the strains were highly virulent, causing mortality
above 85% in all three caterpillar species. When evaluated in different

concentrations, P04 proved to be more aggressive, killing over 95% of the infected



caterpillars in all concentrations evaluated after 18 hours of inoculation. Regarding
the antimicrobial effect, it was observed that the four bacterial strains showed
positive activity inhibiting the growth of B. thuringiensis, S. aureus but only P4
showed antimicrobial effect against E. coli. The effect of the aqueous extracts
obtained from the bacterial cultures P04 showed positive results for fungicidal action
on B. bassiana and M. anisopliae and the extract from the LO8 strain showed
antimicrobial effect on S. aureus bacteria, but showed no insecticidal effect on G.
mellonella when inoculated in the hemolymph or when ingested.

KEY WORDS: Entomopathogenic nematodes, symbiotic bacteria, Heterorhabditis

amazonensis, Heterorhabditis mexicana.



1. INTRODUCAO

Os nematoides entomopatogénicos (NEPs) sdo membros das familias
Steinernematidae e Heterorhabditidae, constituindo agentes de controle bioldgico
promissores e efetivos devido sua associacdo a bactérias simbiontes. O termo
entomopatogénico refere-se a capacidade de causar patogenia em insetos via
liberacdo de toxinas ou outra substancia de carater inseticida (ALMENARA et al.,
2012; SUBRAMANIAN; MUTHULAKSHMI, 2016).

Em geral, as espécies de nematoides do género Heterorhabditis associam-se
com bactérias do género Photorhabdus, enquanto os do género Steinernema
associam-se com bactérias do género Xenorhabdus (GREWAL et al., 2005).

Tanto os nematoides do género Heterorhabditis, quanto as bactérias do
género Photorhabdus ndo séo encontrados no meio ambiente dissociados, pois
ambos partiiham de um mutualismo multipartidario (GOODRICH-BLAIR; HUSSA,
2013), onde o nematoide € ineficiente em colonizar e se reproduzir no inseto na
auséncia da bactéria, assim como a bactéria sem o NEP ndo consegue chegar ao
inseto hospedeiro.

A simbiose dos NEPs com as bactérias apresenta um papel muito importante,
pois, além de matar o hospedeiro rapidamente, a bactéria metaboliza os tecidos
internos do hospedeiro, facilitando a alimentacdo do nematoide. As bactérias
também controlam o microecossistema (interior do cadaver) impedindo a infeccao
por outros microrganismos que estdo presentes no ambiente, através da sintese de
varios metabdlitos secundarios, que, entre outras funcdes, podem ter acao
antibidtica sobre outros agentes microbiano (ALMENARA et al., 2012).

As bactérias entomopatogénicas possuem um extenso repertdrio de genes
envolvidos na producéo de toxinas e metabdlitos secundarios. Acredita-se que estas
moléculas sejam responsaveis por garantir tanto o processo de patogenicidade para
0 inseto quanto o reconhecimento pelo nematoide e a manutencdo da simbiose
(CLARKE, 2008). O complexo nematoide-bactéria € muito virulento para insetos,
fazendo destes organismos uma alternativa ndo quimica no controle de insetos-
praga a nivel mundial (OROZCO et al., 2013). Nesse sentido, o conhecimento das

especificidades apresentadas pelas espécies tanto de nematoides como das suas

14



bactérias simbiontes, sdo de extrema importancia na determinacdo de agentes para
o controle de pragas e biocontroladores.

Assim, o objetivo desse estudo foi realizar o isolamento, identificagao
molecular, caracterizacdo bioldgica e bioquimica, bem como a prospec¢cdo de
metabdlitos secundéarios das bactérias simbiontes do género Photorhabdus
associadas aos nematoides entomopatogénicos do género Heterorhabditis sp.
isolados UENP 04, 05, 06 e UEL 8.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 NEMATOIDES ENTOMOPATOGENICOS

O termo nematoides entomopatogénicos (NEPs) se refere as espécies de
nematoides das familias Steinernematidae e Heterorhabditidae, os quais constituem
agentes de controle biolégico que tém sido aplicados em programas de controle
biolégico classico, conservador e aumentativo. NEPs de ambos os géneros tém sido
usados para controlar um amplo espectro de insetos pragas, nematoides fitofagos e
outros patdégenos de plantas, podendo ser encontrados em diversos lugares do
mundo, sendo isolados de diferentes ambientes e ecossistemas, desde artico até os
tropicos, com excecdo da Antartida (STOCK, 2015; DOLINSKI et al., 2017).

Os NEPs causam patologia e a morte de insetos de diversas ordens e outros
hospedeiros e tem grande potencial no controle de pragas, sendo considerados uma
potencial ferramenta em programas de manejo integrado de pragas (MIP) (GUIDE et
al., 2019), possuindo varios atributos positivos como agentes no controle microbiano
(SHAPIRO; GREWAL, 2008; SHAPIRO-ILAN et al., 2014). Entre estes atributos, nédo
apresentam risco a saude e organismos nao-alvo e ao meio ambiente (AKHURST,
SMITH, 2002; EHLERS, 2005), e o elevado nivel de seguranca associado aos NEPs
resultou na exclusdo dos requisitos de registro de pesticidas em muitos paises como
os Estados Unidos (EHLERS, 2005).

As espécies de NEPs dos géneros Heterorhabditis e Steinernema sao as
mais utilizadas em pesquisas e em programas de controle bioldégico devido a seu
alto potencial de aplicacdo e facil multiplicacdo, pois podem ser reproduzidos em
hospedeiros (in vivo) ou in vitro (em meios de cultura), ndo afetam plantas, ndo sao
nocivos a vertebrados e outros organismos ndo alvo como citado acima, ndo poluem
a agua e podem ser aplicados com equipamentos agricolas comuns como
pulverizadores ou sistema de irrigacdo (ALVES; LOPES, 2008; VOSS et al., 2009).

No entanto, embora tanto as espécies do género Steinernema quanto
Heterorhabditis sejam considerados NEPs, e sejam bastante semelhantes e
compartilhem muitos tragos comuns, como caracteristicas morfolégicas e ecologicas,
na verdade apresentam histérias evolutivas independentes, e mesmo que

atualmente ocupem o0 mesmo nicho ecolégico (ALMENARA, 2012), essas
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semelhancas observadas entre essas familias s8o o resultado de evolucéo
convergente (POINAR, 1993).

Trabalhos realizados com base em estudos filogenéticos para o Filo
Nematoda (BLAXTER et al., 1998), evidenciaram que os Heterorhabditidae estéo
mais proximos dos Strongylida (um grupo de parasitas vertebrados) e teriam um
ancestral marinho (mais préximos de Caenorhabditis elegans), enquanto
Steinernematidae sdo considerados estreitamente relacionados com 0s
Panagrolaimoidea (nematoides de vida livre a associados a insetos) e tem origem
terrestre (STOCK, 2015).

Entre os aspectos que favorecem a utilizagcdo dos NEPs no controle de
pragas, destaca-se a capacidade destes organismos em se locomover no solo em
busca de hospedeiros para os quais sdo atraidos por diferencial no teor de CO: e
possivelmente, por componentes fecais, ou por terem uma extensa gama de
hospedeiros, 0 que possibilita a sobrevivéncia em condicbes ambientais nem
sempre favoraveis e armazenamento em laboratério antes de serem aplicados
(GARCIA, 2006).

Um grande numero de casos de sucesso do uso de NEPs no controle de
pragas em varios cultivos agricolas tém sido relatados em todo o planeta. No Brasil,
varios trabalhos vém sendo desenvolvidos visando conhecer as espécies de NEPs
gue ocorrem aqui, estes organismos podem ser encontrados em diversos lugares
praticamente em todo o mundo, e em diferentes ecossistemas (STOCK, 2015). Eles
podem ser isolados a partir de amostras de solo ou de insetos infectados

encontrados no campo.

2.1.1 Género Heterorhabditis

A familia Heterorhabditidae pertencente a ordem Rhabditida, contida na
Classe Secernentea dentro do Filo Nematoda. O género Heterorhabditis, de modo
particular € o Unico género da familia Heterorhabditidae e inclui mais de 20 espécies
atualmente reconhecidas (STOCK; GOODRICH-BLAIR, 2012).

Embora o numero de espécies de Heterorhabditis seja pequeno quando
comparado com as 95 espécies validas de Steinernema, acredita-se que iSso se
deva em parte por uma subnotificacdo anterior, a julgar que a maior parte das

espécies foram descritas nos ultimos 15 anos, gracas ao advento das técnicas
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moleculares que desempenham um papel importante no diagnéstico, e segundo
Hunt, Subbotin (2016) espera-se que o ritmo de novas identificacdes diminua nos
préximos anos, pois 0 género Heterorhabditis € mais especifico que Steinernema
pelo fato de apresentar a primeira geracdo hermafrodita (e ndo anfimitica como no

género Steinernema), o que diminui a diversidade genética da progénie.

2.1.2 Ciclo de vida de Heterorhabditis

Os heterorhabditideos s&o encontrados no solo em apenas uma de suas
fases de vida, a de juvenil infectante (JI), que corresponde a terceira fase larval do
nematoide. As demais fases larvais e a fase adulta podem apenas ser encontradas
no cadaver colonizado de insetos hospedeiros. Assim, o ciclo de vida desses
nematoides consiste na fase de ovo, quatro estagios juvenis (J1, J2, J3 e J4) e
adulto (RIBEIRO, 2018) (Figura 2.1).

Juvenis infectantes
penetram no inseto
pelas aberturas
naturais

Juvenis infectantes
emergem do cadaver
a procura de novos
hospedeiros

Fonte: Ferraz et al., 2008.

A bactéria é liberada,
o inseto morre e o
nematoide alcanca
a fase adulta

L] )
Steinernema Heterorhabditis
12 geragéo Qe " 12 geragao (P”

O nematdide
se reproduz em
2 a 3 geracoes

Figura 2.1. Ciclo de vida dos nematoides do género Steinernema e Heterorhabditis.

Os Jis livres no solo buscam ativamente por seus hospedeiros, e quando o0s

encontram infectam este inseto, adulto ou forma jovem, penetrando através de
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orificios naturais como boca, anus ou espiraculos (VIDAL et al., 2018). Assim que
atingem a hemolinfa do hospedeiro, os JIs liberam as bactérias simbiontes, que
iniciam a colonizacéo dos tecidos internos, enquanto os Jis de terceiro estadio se
alimentam desse interior, passando para o ultimo estadio juvenil (J4), e em seguida
dao origem a adultos hermafroditas com morfologia de fémeas, cujos ovos sao
produzidos por autofecundacdo. Destes ovos, eclodem juvenis de primeiro estadio,
gue vao se diferenciar em machos e fémeas de segunda geracdo (ADAMS;
NGUYEN, 2002).

Dentro do cadaver do inseto, as diferentes fases de Heterorhabditis
alimentam-se dos tecidos do cadaver, bioconvertido por bactérias do género
Photorhabdus para disponibilizacdo da matéria organica. A bioconversao ocorre por
meio de uma extensa gama de enzimas hidroliticas, incluindo proteases, lipases e
quitinases (ELEFTHERIANOS et al., 2010) que atuam degradando os tecidos e
tornando-os assimilaveis ao nematoide. Assim, as células bacterianas e os tecidos
do hospedeiro funcionam como um meio rico para crescimento e reproducdo do
nematoide.

A duracéo do ciclo de vida pode ser variavel em funcéo da oferta de alimento
no interior do inseto. Portanto, se houver pouca fonte de alimento no interior do
hospedeiro, os ovos da primeira geracdo ddo origem aos J1, que em seguida se
transformam em J2. Como a fonte de alimento esta se esgotando os J2 nao se
alimentam, ingerem uma quantidade de bactérias e mudam para estagio prée-
infecciosos ou infecciosos (J3), retendo a cuticula do segundo estadio. Deste modo,
eles deixam o cadaver e saem a procura de um novo hospedeiro. Caso nao
encontrem, eles podem sobreviver no solo por varios meses (ADAMS; NGUYEN,
2002).

Durante o periodo em que permanecem no solo, os JIs carregam as bactérias
no interior do seu tubo digestivo que sobrevivem com crescimento e metabolismo
controlados, até que um novo hospedeiro seja encontrado (VIDAL et al., 2018).

O género Heterorhabditis apresenta um recurso peculiar em seu ciclo de vida
gue garante que a bactéria do género Photorhabdus esteja presente em todos seus
descendentes, possivelmente devido ao fato de que a bactéria é fundamental para o
sucesso da infeccdo no hospedeiro, através da endotoquia matricida durante a
reproducao do nematoide (CICHE et al., 2008).
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No género Heterorhabditis a endotoquia matricida €& representada pela
eclosdo dos ovos de nematoide no periodo que ainda vivem dentro da mae. As
larvas se alimentam dos tecidos da méae, causando sua morte numa fase chamada
de “saco de vermes”, onde as larvas recém eclodidas entram em contato com as
células de Photorhabdus enquanto se alimentam no pseudoceloma materno,
garantindo a associacdo entre a prole do nematoide e a linhagem de bactéria
simbionte (CICHE et al., 2008).

Um fato interessante sobre a colonizacdo do cadaver do inseto por
Photorhabdus é que outros organismos ndo costumam ser encontrados no cadaver,
pois essas bactérias produzem antibioticos que impedem o desenvolvimento de
outras bactérias. Além disso, estas bactérias também produzem pigmentos que
conferem ao inseto hospedeiro ja morto, coloracdo marrom-avermelhada com

bioluminescéncia caracteristica na cuticula (ANDALO et al., 2006).

2.2 BACTERIAS SIMBIONTES

Cada espécie de nematoide entomopatogénico possui individualidades em
relacdo a bactéria simbibntica, que em geral sdo do género Xenorhabdus (Poinar e
Thomas, 1979) e Photorhabdus (Thomas e Poinar, 1979), e associam-se com
nematoides dos géneros Steinernema (Travassos, 1927) e Heterorhabditis (Poinar,
1975) respectivamente (ANDALO et al., 2009).

Recentemente, estudos tem evidenciado que espécies de nematoide do
género Oscheius também podem apresentar associacbfes temporarias ou
oportunistas com bactérias entomopatogénicas do género Serratia (YE, TORRES-
BARRAGAN, CARDOZA, 2010; ZANG et al., 2008, 2009).

Embora esta ndo seja uma associa¢do obrigatéria como nos outros grupos,
pode ser considerada entomopatogénica, uma vez que aumenta a patogenicidade
dos nematoides e acelera a morte do inseto hospedeiro (DILLMAN et al., 2012).

As bactérias entomopatogénicas pertencentes aos géneros Photorhabdus e
Xenorhabdus sdo portanto, bactérias endossimbiontes de nematoides
entomopatogénicos, e enquanto o sistema Heterorhabditis-Photorhabdus é bastante
restritivo, uma vez que cada espécie de nematoide apresenta como simbionte

sempre e somente uma unica linhagem daquela espécie de bactéria (FORST,;
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CLARKE, 2002). A simbiose Steinernema-Xenorhabdus pode ser menos restritiva e
véarias espécies diferentes de nematoide podem crescer e reter as mesmas espécies
de Xenorhabdus (AKHURST; BOEMARE, 1990).

Embora os dois géneros de bactérias facam parte da familia
Enterobacteriaceae, apresentam muitas diferencas entre si, tanto fenotipicamente
guanto bioquimicamente (STOCK, 2015). Dentro do género Photorhabdus e
Xenorhabdus, Photorhabdus Iluminescens e Xenorhabdus nematophila séo as
espécies mais estudadas. Embora apresentem comportamentos analogos dentro do
ciclo de vida dos nematoides, determinadas caracteristicas fenotipicas divergem
entre estas duas espécies de bactérias. A maior parte das linhagens de P.
luminescens é bioluminescente, propriedade constatada devido a presenca de
genes do operon lux, codificadores de uma luciferase, similar ao que acontece nos
microganismos marinhos bioluminescentes (PARACER; AHMADJIAN, 2000). P.
luminescens € responsavel por sintetizar um pigmento do tipo antraquinona e
antibidticos da classe dos estilbenos (BRACHMANN; COLS; JOYCE, 2008).

Xenorhabdus nematophila, n&o apresenta sintese de pigmentos e
bioluminescéncia, seus metabdlitos secundarios sao antibioticos de distintas
classes: xenocumarinas e xenorhabdinas. Outra caracteristica bioquimica que
também difere X. nematophila de P. luminescens ¢é o fato de alguma linhagens de P.
luminescens possuirem atividade de catalase e urease, caracteristicas que estédo
ausentes em X. nematophila (AKHURST, 1982; MCINERNEY et al.,, 1991;
ALMENARA et al., 2012)

Entre os dois pares de simbiontes (Heterorhabditis-Photorhabdus e
Steinernema-Xenorhabdus) podem ser observadas diferencas no modo de
colonizacdo do hospedeiro nematoide pela bactéria: Heterorhabditis carrega as
bactérias na porcao anterior do intestino (2/3 iniciais) e Steinernema possui um
diverticulo intestinal proprio para abrigar as células de Xenorhabdus (BIRD,
AKHURST, 1983; CICHE; ENSIGN, 2003; MARTENS; GOODRICH-BLAIR, 2005,
FLORES-LARA; FORST, 2007; CICHE et al., 2008).

Em comum, estas bactérias caracterizam-se por serem Gram-negativas
moveis, ndo esporulam e, uma vez que sejam liberadas na hemolinfa dos insetos,
multiplicam-se no corpo do hospedeiro e liberam uma série de toxinas e metabdlitos

secundarios, além de produzirem varios compostos antimicrobianos a fim de inibir o
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crescimento de outros microrganismos oportunistas (FERRAZ, 1998). Essas
bactérias também liberam diferentes enzimas que contribuem para os processos de
degradacéao dos tecidos do hospedeiro e assim, geram um ambiente ideal para o
desenvolvimento dos nematoides (RUIU, 2015), levando o hospedeiro a morte num
periodo de 24 a 48 horas.

Neste processo de simbiose, as bactérias requerem os nematoides para
serem disseminadas de um inseto para 0 outro, para a protecdo do ambiente
externo e para a penetracdo na hemocele do inseto (AKHURST; BOEMARE, 1990;
HAZIR et al., 2003; STOCK; GOODRICH-BLAIR, 2008). Por sua vez, os hematoides
se beneficiam do alimento provido pelas bactérias (FORST; CLARKE, 2002).

2.2.1 Bactérias associadas a Heterorhabditis: Género Photorhabdus

A conhecida relacdo de simbiose entre Heterorhabditis e Photorhabdus |hes
permite infectar uma vasta gama de artropodes, incluindo principalmente os insetos.
Contudo, os isopodes e carrapatos (SICARD et al., 2008) foram registrados como
potenciais hospedeiros desses NEPs (DE OLIVEIRA VASCONCELOS et al., 2004,
MONTEIRO et al., 2012).

As bactérias do género Photorhabdus ndo sdo encontradas no solo e na
agua, indicando que ndo possuem formas de vida livre e que a associacdo com 0s
NEPs é fundamental para a sobrevivéncia das mesmas no ambiente (RATHORERE,
2013). Além disso, essa caracteristica demonstra que estas ndo sdo consideradas
perigosas ao ambiente, pois aparentemente sua permanéncia no solo € minima, ja
gue ndo possuem formas de vida livre, como algumas bactérias esporulantes
(AKHURST; SMITH, 2002).

Sao conhecidas trés espécies do género Photorhabdus: Photorhabdus
luminescens, Photorhabdus temperata e Photorhabdus asymbiotica (WATERFIELD;
CICHE; CLARKE, 2009).

A primeira espécie a ser caracterizada foi P. Luminescens (THOMAS;
POINAR, 1979), e também a primeira espécie do género Photorhabdus a ter o
genoma sequenciado (DUCHAUD et al., 2013).

Entre as espécies de Photorhabdus luminescens tem as subespécies

luminescens, laumondii, akhurstii. Hazir et al (2004) propds duas novas subespécie
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de P. luminescens, incluindo Photorhabdus luminescens subsp. kayaii, e P.
luminescens  subsp. thracensis isolados do intestino do nematoide
entomopatogénico Heterorhabditis bacteriophora em campos na Turquia.

Ha registros de P. luminescens associada a varias espécies de nematoides
Heterorhabdits bacteriophora, H. Indica, H. georgina, Heterorhabdits sp.
(MANEESAKORN et al., 2011).

Dentro da espécie de Photorhabdus temperata a subesp. temperata.

As espécies P. temperata e P luminescens compartilham caracteristicas
semelhantes, pois sdo encontradas exclusivamente em associagdo com O
nematoide. (PARK et al., 2013). Nas duas espécies ja foram descritos varios genes
com expressdo na fase mutualistica com o nematoide, apontando forte regulacéo
entre a interagdo nematoide e bactéria (CLARKE, 2014).

Embora a associacdo mutualista entre Photorhabdus e Heterorhabditis
originalmente acreditava-se ser estritamente especifico, com a diversidade do
namero de nematoides e isolados bacterianos, tem sido observado que algumas
espécies bacterianas colonizam mais do que uma espécie de nematoide. Um
exemplo, enquanto todos os parceiros bacterianos de H. megidis sao identificados
como simbionte de P. temperata (KUWATA et al., 2007), esta espécie bacteriana foi
encontrada associada a H. bacteriophora, H. zealandica e H. downesi (ADAMS et
al., 2006; GREWAL, 2010b, 2011; BOEMARE, 2002; TOTH; LAKATOS, 2008).

Inicialmente, apenas P. luminescens e P. temperata foram relatadas como
simbiénticas de NEPs, enquanto P. asymbiotica era associada apenas a casos
clinicos humanos, pois s6 foi encontrada em feridas de seres humanos (FISCHER-
LE SAUX et al.,, 1999). No entanto, trabalhos mais recentes indicam que P.
asymbiotica pode apresentar associacdo com os NEPs (GERRARD et al., 2006;
PLICHTA et al., 2009; GERRARD et al., 2011).

O mecanismo da infeccdo em humanos utilizado pela bactéria P. asymbiotica
ainda néo foi descrito, se a bactéria € capaz de iniciar a infec¢cdo sozinha ou se a
mesma requer a participacdo de um vetor (COSTA et al., 2010) para que consiga
chegar até seu hospedeiro alvo, mas a espécie mantém sua capacidade de infectar
Insetos em associagcao com o nematoide (WATERFIELD et al., 2009).

As bactérias do género Photorhabdus apresentam células em formato de

bastonete, que medem 0,5-2 x 1-10 um, ndo esporulam e sao anaerobicas
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facultativas (BOEMARE et al.,, 2005), e que podem apresentar duas variantes
fenotipicas denominadas fase | e fase Il. Quando a bactéria é isolada do nematoide
ela apresenta o fenoétipo de fase | (ou forma 1), de modo que, ap6s algumas
geracdes, ela irda apresentar o fenotipo de fase Il (ou forma Il) (KOPPENHOFER,
2007). A producdo de pigmentos, o tamanho das células, condi¢cdes de viruléncia,
infeccdo e a presenca de cristais de inclusdo, sdo algumas particularidades que
divergem entre os dois fenotipos (BOEMARE et al., 1997).

A fase | é sinalizada pela expressdo e secrecdo em larga escala dos
produtos metabdlicos ligados a patogenia causada ao inseto, além do controle de
outras populacdes bacterianas, potenciais concorrentes pelos nutrientes presentes
no cadaver, e € mais exigente nutricionalmente, e por isso esta presente no inicio do
processo infectivo no inseto hospedeiro. A fase Il € caracterizada pelos produtos
primarios de metabolismo, além dos fatores estruturais ligados a reproducéo
(TURLIN et al., 2006), € menos exigente nutricionalmente e normalmente ocorre no
final do processo infectivo, quando o hospedeiro esta préximo do esgotamento
nutricional (EHLERS et al., 1998).

2.2.2 Caracterizacdo molecular

A primeira espécie de bactéria simbiontica dos NEPs a ter genoma
sequénciado foi Photorhabdus luminescens linhagem TT01 em 2003 (5.688.987
pares de base) que passou a ser referéncia para estudos do género desde entéao
(DUCHAUD et al., 2003; CLARKE, 2014). Contudo, embora muitas das espécies dos
NEPs simbiontes deste género ja tenham sido identificadas e caracterizadas, muitas
das bactérias associadas a esses nematoides ainda ndo foram totalmente
identificadas e descritas (OROZCO, 2013), sendo essa uma area ainda carente de
estudos.

De fato, a identificacdo dessas bactérias requer experiéncia em diversas
areas, incluindo bioquimica, sorologia, fisiologia e biologia molecular. Normalmente,
a triagem fenotipica € considerada o primeiro passo na distincdo de cepas
bacterianas, pois possibilita uma comparacao aproximada e distribuicdo em grupos
semelhantes ou diferentes. Contudo, semelhante a seus hospedeiros nematoides, a

deteccdo rapida e exata destas espécies de bactérias também tem requerido a
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aplicacdo de métodos moleculares. Estes ultimos de modo particular vem sendo
amplamente aplicados, pois revolucionaram sistematica e a classificagdo dos
microrganismos (SZALLAS et al., 2001).

Neste sentido, métodos como reassociacdo de DNA e riboprinting foram
considerados para identificacdo mais rapida de espécies e cepas evitando o uso de
diversas técnicas de caracterizacdo fenotipica (SZALLAS et al., 2001). Mais
recentemente, pesquisadores adotaram dados de sequéncia de conjuntos de dados
unicos e multigénicos para identificacdo de espécies ou cepas para abordar
guestdes evolutivas (LIU; BERRY; BLOUIN, 1999; TAILLIEZ et al., 2006; LEE;
STOCK, 2010; OROZCO et al., 2013).

As analises de sequéncia comparativa do gene 16S rRNA e varios genes de
manutencdo tém sido amplamente usados para o diagnostico de Xenorhabdus e
espécies de Photorhabdus, para inferir relacdes filogenéticas de novas espécies
bacterianas (KUWATA et al., 2012; FERREIRA, VAN REENEN, ENDO et al., 2013;
OROZCO et al., 2013).

Esses estudos moleculares tém contribuido para identificagcdo dos membros
das Enterobacteriaceae que desenvolveram uma variedade de associacdes
simbidticas com hospedeiros eucaridticos, variando de intracelular obrigatério a
comensalistico incluindo interacdes patogénicas ou associadas ao intestino,
indicando que essas associag¢des surgiram multiplas vezes em sua histdria evolutiva
(HUSNIK; CHRUDIMSKY; HYPSA, 2011).

Com base nisso, foi hipotetizado que Xenorhabdus e Photorhabdus podem ter
divergido de um ancestral enterobacteriano comum o qual foi capaz de colonizar
nematoides dos géneros Steinernema e Heterorhabditis (POINAR, 1990). Uma
associacdo de longo prazo com seus hospedeiros nematoides podem ter dado
independentemente origem a cada um desses géneros. Posteriormente, pressdes
seletivas podem ter contribuido para a manutencdo de sua associacdo simbiotica
com os hospedeiros nematoides, levando ambos os grupos a desenvolver diferentes
mecanismos para convergir para o mesmo estilo de vida (POINAR; BOEMARE,
2002).

Os avancos no melhoramento genético e o sequenciamento do genoma de

nematoides e seus simbiontes pode esclarecer formas de melhorar a eficacia desses
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agentes e potencializar sua eficiéncia (DUCHAUD et al., 2003; BAI et al., 2013;
DILLMAN et al., 2015).

Nesse sentido, estudos a respeito dessas interacdes simbidticas podem
esclarecer como diferentes organismos podem seguir rotas diferentes para atingir
pontos finais semelhantes (CHASTON et al., 2011). A este respeito o0 conhecimento
sobre o genoma de Photorhabdus e 0os novos projetos de sequenciamento tém
revelado a capacidade de Xenorhabdus e Photorhabdus em produzir varios
metabdlitos secundarios diferentes incluindo peptideos, policetideos, e hibridos de
ambos (BODE, 2009).

Como dito anteriormente, a primeira bactéria simbidntica de NEPs a ter seu
genoma completamente sequenciado foi o de Photorhabdus luminescens subsp.
laumondi  Fischer — LeSaux, Viallard, Brunnel, Normand, Boemare
(Enterobacteriales: Enterobacteriaceae) (isolado TT01) (DUCHAUD et al., 2003),
apresentando cerca de 5,7 milhdes de pares de base e 4.839 genes codificantes de
proteinas. Outras espécies de Photorhabdus que tiveram seus genomas
completamente sequenciados incluem Photorhabdus asymbiotica com 5,065 milhdes
de pares de base e Photorhabdus temperata - LeSaux, Viallard, Brunnel, Normand e
Boemare (Enterobacteriales: Enterobacteriaceae), com 5,5 milhdes de pares de
base (WILKINSON et al., 2009; PARK et al., 2013).

2.2.3 Caracteristicas biologicas e bioquimicas de Photorhabdus

As bactérias do género Photorhabdus sdo bacilos Gram negativos, Gamma-
Proteobacteria, da familia Enterobacteriaceae e sdo pleomorficas, ou seja, tem
formas distintas da colbnia e alteracdo de fase. As duas fases variantes podem ser
evidenciadas em varios aspectos, incluindo a viruléncia contra insetos ou ha
associacdo com os NEPs. De modo geral, as propriedades da fase | estdo muito
acentuadas ou ausentes na fase Il (GIVAUDAN; LANOIS, 2000; OROZCO, 2014).

A temperatura 6tima de crescimento é geralmente 28°C, mas algumas cepas
crescem a 37+1°C. Todas as cepas sdo cataliticas positivas, mas ndo sdo capazes
de reduzir o nitrato. Além disso, elas sdo negativas para muitos caracteres de

Enterobacteriaceae. Elas hidrolizam gelatina (protease positiva) e a maioria das
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linhagens sdo hemoliticas para sangue de ovelhas e cavalos, algumas produzindo
uma hemdlise anular incomum em sangue de ovelha a 25°C. Todos séo lipoliticas
em Tween-20 e muitos em Tweens-40, 60, 80 e 85 (lipase positiva). Também
apresentam glicose, frutose, D-manose, maltose, ribose e N-acetilglucosamina, séo
acidificadas e a fermentacéo a partir do glicerol é fraca (BOEMARE, 2001).

O genoma de Photorhabdus esta repleto de genes que codificam proteinas
gue compartilham similaridade de sequéncia com uma ampla gama de fatores de
viruléncia caracterizados anteriormente em patégenos de mamiferos (FFRENCH-
CONSTANT et al., 2000), e os papéis desses fatores de viruléncia ainda ndo foram
totalmente esclarecidos na patogenicidade dos insetos (FORST; TABATABAI, 1997,
HU; WEBSTER, 2000).

Durante o estagio estacionario a bactéria produz indmeras moléculas
incluindo agentes antimicrobianos e exoenzimas que s&o importantes no processo
simbidtico. Quando Photorhabdus e Xenorhabdus s&o inoculadas em meios
artificiais produzem diferentes combinacdes de proteases, lipases, quitinases e
lecitinases (AKHURST; BOEMARE, 1990; THALER et al.,, 1998) e até uma
metaloprotease foi identificada durante a fase pdés-exponencial do crescimento
bacteriano de P. luminescens tanto in vitro quanto in vivo (CLARKE; DOWDS, 1995;
DABORN et al., 2001).

A fase | das bactérias apresentam flagelos peritricos, produzem diversas
toxinas que sao as responsaveis pela morte do hospedeiro (BOEMARE; AKHURST,
1988). Na fase | também ocorre a producdo de antibiéticos que impedem o
crescimento de outros micro-organismos no mesmo ambiente e possui grandes
inclusdes para-cristalinas no seu citoplasma. Quanto a aparéncia, forma col6nias
pequenas que absorvem o corante Azul de Bromotimol e reduzem o Cloreto de
Trifenil-tetrazolio em placas de NBTA, adquirindo coloracdo verde e consisténcia
pegajosa, e em culturas artificiais as bactérias em fase | produzem também
combinacéo de proteases, lipases, quitinases e lecitinases (AKHURTS; BOEMARE,
1990).

A fase Il ndo apresenta flagelos e podem ser mantidas em cultivos in vitro por
um longe periodo. Sua atividade inseticida é menos eficiente (BOEMARE;
AKHURST, 1988) porém, € igualmente produtora de compostos com acao

antimicrobiana, mas nao forma inclusées para-cristalinas. As colénias marcadas por
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essa fase sao grandes, ndo adsorve o Azul de Bromotimol, e adquire uma cor
marrom - avermelhada apds a degradacdo do cloreto de trifeniltetrazolio em placas
de NBTA (ENSIGN, 2000; MARTINEZ, 2010).

Outra caracteristica que chama a atencdo em espécies do género
Photorhabdus é a possibilidade de produzir bioluminescéncia. A enzima catalisadora
da emisséo de luz foi identificada como luciferase bacteriana (dimero de alfa — beta).
Isto significa que utiliza o oxigénio molecular para oxidar dois substratos (um aldeido
alifatico de cadeia longa e um FMNH 2), responséavel por produzir uma luz de cor
verde-azul. Apesar da luciferase produzir uma luz azul verde, o inseto fica como uma
aparéncia vermelha (Figura 2.2) possivelmente devido ao pigmento vermelho
produzido pelas bactérias (FORST; NEALSON, 1996). Os genes responsaveis da

producéo da enzima luciferase sdo chamados de genes lux.

Figura 2.2 Lagartas de Galleria mellonella (Traca das colmeias) inoculadas com P.
luminescens. (A) Nao inoculada; (B) Ap6s 24 horas da inoculacdo; (C) Apds 48
horas da inoculacédo; (D) Bioluminescéncia (MANNHREZ, 2010).

2.2.4 Viruléncia e patogenicidade

A maioria das espécies de Photorhabdus sdo extremamente virulentas
guando injetadas diretamente em insetos (CLARKE; DOWDS, 1995), e na forma
mutualistica (encontrada no nematoide) as células da bactéria sdo 17 vezes
menores que a célula na forma patogénica (encontrada no inseto), produzem menos

metabdlitos secundarios e menos bioluminescéncia. Na forma patogénica a
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producdo de metabolitos secundarios é bem vasta. Os genes responsaveis pela
producdo destes metabdlitos sdo de cerca de 6% dos genes de P. luminescens
TTO1, quase o dobro dos 3,8% presentes em Streptomyces, que € conhecido como
modelo para o estudo dessas moléculas (BODE, 2009). Desta forma tornando as
bactérias do género Photorhabdus excelentes modelos para estudo de relacdes
simbidticas, objeto de mineracdo de compostos com atividade antibiéticas, e mesmo
nao sendo encontradas dissociadas na natureza elas podem ser cultivadas em in
vitro.

A patogenicidade das bactérias Photorhabdus est4 diretamente ligada a
inibicdo das reacdes de defesa do sistema imunolégico do hospedeiro (DOWDS;
PETERS 2002). O sistema imune do inseto é responsavel por dois tipos de reacdes
de defesa celular, promovidos por células livres da hemolinfa, chamadas hemacitos
(GOMES, 2002; OROZCO, 2014).

Apés a invasao do inseto alvo, ocorre a formacdo de nodulos ao redor dos
NEPs, resultando no seu encapsulamento e isolando do resto das células do
organismo por meio da formacédo de diversas camadas concéntricas formadas por
numerosos hemaocitos, chamados plasmatocitos. E em sequéncia ocorre a
fagocitose, provida por diversos tipos de hemdcitos, sendo os mais eficazes os
granulécitos. Este recurso € auxiliado pela cascata de Fenol-Oxidase (PO), um
composto do sistema imune do inseto, além de ser uma molécula essencial ao NEP,
sinalizando o momento certo para seu desenvolvimento no interior do inseto (JOYCE
et al., 2008).

As bactérias entomopatogénicas também produzem fatores de viruléncia que
sdo tdo eficientes a ponto de destruir as células responsaveis pela defesa
imunologica (GOMES, 2002) estas bactérias produzem exo-enzimas como lipases
(THALER et al., 1995), quitinases (CHEN et al., 1996), proteases (BOWEN et al.,
2000), e fosfolipases responsaveis por atuar nos tecidos e células do hospedeiro,
destruindo ou reduzindo suas defesas imunes. As lecitinases sao produzidas
somente por bactérias do género Xenorhabdus e estdo envolvidas na degradacéo
de fosfolipidios de insetos ocasionando uma fonte lipidica para o crescimento de
NEPs do género Steinernema (MAHAR et al., 2008).

A analise do genoma de P. luminescens TTO1 descreveu que quase 6% de

seu genoma tem relacdo na producdo de metabdlitos (DUCHAUD et al., 2003;
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WILKINSON et al., 2009), e que ha um grande numero de adesinas, toxinas,
hemolisinas, proteases e lipases codificadas, também como uma extensa gama de
genes que sintetizam antibidticos (BODE, 2009). Essas proteinas podem
desempenhar um papel importante na colonizacdo, invasdo e bioconversao do
hospedeiro do inseto cadaver. A comparacdo desses genomas com bactérias
relacionadas também revelou que as bactérias entomopatogénicas adquiriram
fatores de viruléncia por extensas transferéncias (DUCHAUD et al., 2003; CHASTON
et al., 2011; GUALTIERI et al., 2014; LANOIS et al., 2013).

Essas bactérias desenvolveram mecanismos altamente eficientes para
impedir a resposta imune do inseto hospedeiro. Photorhabdus pode produzir um
inibidor termolabil de acédo trans do sistema fenoloxidase do inseto (BATH, 2000).
Xenorhabdus parece inibir a resposta imunologica do hospedeiro por ligacdo ou
entrada nos hemocitos do inseto (DUNPHY; WEBSTER, 1991). Da mesma forma
gue acontece com seus respectivos nematoides, parece que Photorhabdus e
Xenorhabdus podem ter desenvolvido diferentes estratégias para impossibilitar a
resposta do sistema imunitario do hospedeiro. A patogenicidade é uma etapa
extremamente importante para pré-requisito na simbiose bactéria-nematoide.

No momento que as bactérias sdo regurgitadas pelos nematoides, elas
identificam reconhecem a Prolina na hemolinfa do inseto. Este composto é
responsavel por induzir ou regular a mudanca metabdlica das bactérias as quais
passam a produzir toxinas, antibioticos e outros metabdlitos secundarios
(CRAWFORD et al., 2010).

Vérios estudos e pesquisas tém se dedicado na compreensao de relacdes
simbidticas e comunicacdo com bactérias, incluindo mecanismos de viruléncia e
metabdlitos bacterianos (BRIGHT; BULGHERESI 2010; CHASTON et al.,, 2011,
KAPLAN et al., 2012; NOGUEZ et al., 2012).

A patogenicidade de P. temperata K122 foi avaliada sobre formigas
cortadeiras Acromyrmex subterraneus subterraneus e Atta laevigata (Hymenoptera:
Formicidae). A bactéria ocasionou elevada mortalidade (>80% e 60%) para as duas
espécies de formigas apds 24h de inoculacdo, matando em tempo reduzido as
operarias de A. subterraneus quando comparadas com aquelas de A. laevigata (DE
PAULA, 2006).
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Em um estudo posterior, Carneiro (2008) testou os efeitos da bactéria P.
temperata sobre as enzimas digestivas de lagartas de Diatraea saccharalis (L),
conferindo reducdo na atividade da alpha-glucosidase em 50% e de alpha-
galactosidase em 70% apds 20h da inoculagdo da bactéria. Neste estudo o autor
relatou a morte de todas as lagartas apds 48 horas.

A patogenicidade de NEPs e de sua bactéria simbionte Photorhabdus,
também foram avaliadas pela injecdo em pré-pupas de Spodoptera frugiperda (L),
conferindo que os isolados bacterianos principalmente de Heterorhabditis, causaram
altos niveis de mortalidade (SALVADORI, 2011).

2.2.5 Antibidticos produzidos pelas bactérias

A producado de antibidticos pelas bactérias dentro do hospedeiro permite o
desenvolvimento dos nematoides em um ambiente oportuno no cadaver do inseto,
livre de outras bactérias, fungos e de outras espécies de nematoides (PARK; KIM,
2005; TRIVINO et al., 2006).

As bactérias simbiontes também produzem diversos fatores antimicrobianos,
como os derivados de Indol que possui uma ampla gama de efeitos com atividades
nematicidas (OROZCO, 2012) e o Rhabduscin composto com atividade anti-Fenol-
Oxidase, que é um componente inato que faz parte do sistema imune do inseto
(CRAWFORD et al., 2010).

As bactérias do género Photorhabdus produzem compostos poliquetideos,
como as antraquinonas poliaromaticos, que lhe conferem atividade antifangica e
antibacteriana reduzida, mas tem atividade para controlar formigas e passaros
(PANKEWITZ; HILKER, 2008), cuja producédo € regulada pela prolina. Photorhabdus
spp. também produz estilbenos (ST) que possui um amplo espectro antibacteriano e
caracteristicas antifungicas (ELEFTHERIANOS et al., 2007).

Este composto ST sdo algquenos conjugados que sdo produzidos
frequentemente pelo reino vegetal, e tém sido encontrados nas culturas de todas as
espécies do género Photorhabdus, de forma que essa bactéria vem sendo apontada
como 0 Unico organismo nao planta que produz essa familia de compostos até o
momento (CRAWFORD; CLARDY, 2011). A producédo deste composto € regulada

também pela prolina. Joyce et al. (2008) evidenciaram que o isopropyl estilbeno é de
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extrema importancia para desenvolvimento correto dos nematoides. Weber et al.
(2002) notaram também a producdo de hidroxiestilbeno, composto que possui
propriedade nematicida e antibittica.

2.2.6 Toxinas

As bactérias simbiontes de NEPs produzem toxinas que contribuem para a
letalidade do inseto e a prote¢cdo microbiana do cadaver. As proteinas Tc séo toxinas
inseticidas, produzidas por bactérias Gram-negativas e Gram positivas. Os genes
gue codificam essas toxinas foram primeiramente descritos em bactérias dos
géneros Photorhabdus e Xenorhabdus, e s6 subsequentemente, loci semelhantes a
Tc foram descritos em outras espécies bacterianas, algumas claramente associadas
a toxicidade a insetos (FFRENCH-CONSTANT et al., 2000).

Os genes Tc de P. luminescens, sdo genes que codificam toxinas e que sao
responsaveis para o sucesso da bactéria na infeccdo do inseto, apresentam
semelhanca com o correspondente em Yersinia pestis, agente causador da peste
negra (RODOU; ANKRAH; STATHOPOULOS, 2010). Este Tc representa em pelo
menos 10 polipeptidios que séo ligados em trés componentes proteicos de classe A,
B e C (BOWEN et al., 1998), e que se distribuem com base em similaridade da
sequéncia e tamanho. As proteinas de Classe A sdo consideradas grandes, com
peso molecular de 280 kDa, e as proteinas da Classe B com 170 kDa, e as
proteinas da classe C com 110 kDa (FFRENCH-CONSTANT et al., 2006; OROZCO,
2014).

As proteinas classificadas como A, estas sdo responsaveis pelos efeitos
citotoxicos do Tc, jA as que fazem parte da classe B controlam a toxicidade das
proteinas da classe A, e as proteinas de classe C abrigam a atividade biolégica. O
Tc de Photorhabdus é formado pelas proteinas TcdAl, TcdB2 e TccC3 ou TccC5h
(SHEETS et al., 2011).

Em trabalhos desenvolvidos por Duchaud et al. (2003) foi apresentado que as
bactérias do género Photorhabdus possuem proteinas relacionadas ao inseto
“Photorhabdus insect-related” — (Pir) que séo toxinas binarias PirAB.

Apontam ter atividade por via oral, e agrupam as proteinas relacionadas a

viruléncia “Photorhabdus virulence cassettes” (PVCs), que sao ativadas quando
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injetadas dentro da hemolinfa (FFRENCH-CONSTANT et al., 2006). Outras toxinas
proteicas sao produzidas pela expresséo de um gene chamado “makes caterpillars
floppy” (Mcf). Estas toxinas promovem a destruicdo rapida do intestino do inseto,
resultando na morte das lagartas (DABORN et al., 2002; OROZCO, 2014)

As bactérias produtoras de toxinas sdo particularmente atraentes como
agentes para o desenvolvimento de novos produtos, uma vez que frequentemente
possuem um espectro mais amplo de atividade, além de beneficios de formulacdo e
aplicacdo (LACEY et al., 2015).

Os PVCs correspondem a genes que codificam sequéncia de aminoacidos
semelhante da toxina Mcf de P. luminescens ou da toxina A de Clostridium difficile.
Cada um desses cassetes codifica de 15 a 20 proteinas que se assemelham as
piocinas do tipo R (tipo de bacteriocina). Os produtos proteicos dos PVCs nao tem
atividade antibacteriana direta, mas destroem os hemdcitos de insetos (RODOU et
al., 2010).

Com base no exposto acima cabe ressaltar, que NEPs e suas bactérias
simbiontes estdo sendo investigados como sistemas modelo para avancar o
conhecimento nas interacdes procariotos-eucariotos. A pesquisa tem se concentrado
na compreensdo de suas relagdes simbidticas e comunicacdo com suas bactérias
incluindo viruléncia, mecanismos e metabolitos bacterianos (BRIGHT; BULGHERESI
2010; CHASTON et al., 2011; KAPLAN et al., 2012; NOGUEZ et al., 2012).

Além disso, a disponibilidade de um namero crescente de genomas de NEPs
e seus simbiontes bacterianos abriram espacos para investigar seu potencial na
medicina e a bioprospeccdo farmacéutica. A este respeito, projetos de
sequenciamento revelaram a capacidade de Xenorhabdus e Photorhabdus de
produzir varios metabdlitos secundarios, incluindo peptideos, policetideos, e hibridos
de ambos (BODE, 2009).

As bactérias simbiontes de NEPs tém a principal e uma das mais importantes
caracteristicas de produzir metabdlitos secundarios, que possuem estruturas
guimicas diversas e tem uma extensa gama de atividades de importancia medicinal
e agricola, como antibiéticos, antimicoticos, inseticidas, nematicidas e antiviral
(WANG et al., 2011). Cada vez mais espécies sao descobertas com mais frequéncia
(POWELL; WEBSTER, 2004), ampliando a chance de mais pesquisas e da
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identificacdo de compostos de carater natural que atuam como toxinas e antibiéticos
(PARK et al., 2009).

Por isso, o estudo desses metabdlitos secundérios é de extrema importancia
e tem se tornado tdo ou mais importante quanto a identificacdo dessas espécies de
bactérias, pois entre estas substancias podem ser encontrados uma vasta fonte de
compostos organicos bioativos para o controle de doencas das plantas, doencas
humanas ou substancias com potencial de uso direto no controle de insetos.

Assim, este trabalho objetivou identificar as cepas bacterianas simbiontes de
quatro isolados de NEPs nativos do norte pioneiro do Parana, bem como
caracteriza-las bioquimicamente e realizar uma prospeccao de seus metabdlitos

secundarios.
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3. ARTIGO A: IDENTIFICACAO E CARACTERIZACAO BIOQUIMICA DE
BACTERIAS SIMBIONTES DO GENERO PHOTORHABDUS

RESUMO

As bactérias do género Photorhabdus sdo conhecidas por sua associagéo simbidtica
com nematoides do género Heterorhabdits, cuja acdo conjunta apresenta alta
viruléncia e leva os hospedeiros a morte em até 48 horas apds sua infeccdo. Assim,
este trabalho teve como objetivo, identificar as bactérias simbiontes de quatro
isolados de nematoides entomopatogénicos (NEPs) do género Heterorhabditis sp.

(isolados UENPO4, 05, 06 e UELO0S8), nativos do Norte do Parana, e realizar a
caracterizacdo molecular, bioquimica e bioloégica destas bactérias. As bactérias
foram isoladas a partir de hemolinfa de lagartas de Galleria mellonella L
(Lepidoptera: Pyralidae) inoculadas com os isolados de NEPs e cultivadas em meio
de cultura (NBTA). A identificacdo molecular foi feita a partir da amplificacdo de parte
do gene rDNA 16S e a caracterizacado por meio de testes bioquimicos de motilidade,
coloracdo de Gram, atividade de lipase, protease e lecitinase. Também foi avaliada a
patogenicidade dessas cepas bacterianas sobre trés espécies de insetos, e a
viruléncia de duas delas em diferentes concentracbes ao longo do tempo sobre
lagartas de G. mellonella. As colbnias de bactérias isoladas em NBTA também
apresentaram caracteristicas tipicas do género Photorhabdus, com coloracdo verde
escuro, brilhantes e consisténcia pegajosa quando manipuladas. A identificacédo
molecular confirmou que trés cepas de bactérias sdo da espécie Photorhabdus
luminescens (P05, P06 e L08) e uma de Photorhabdus asymbiotica (P04). Quanto
aos testes bioquimicos observou-se que todas as cepas apresentaram atividade
positiva para todos os testes descritos em exce¢do para atividade lecitinase,
confirmando que esse composto é produzido apenas por bactérias do género
Xenorhabdus. Todas as cepas mostraram-se patogénicas e altamente virulentas
sobre as trés espécies de insetos avaliadas, causando mortalidade entre 85% a
100%, sendo que LO8 foi a Unica que causou 100% de mortalidade sobre os trés
hospedeiros avaliados. Quando avaliadas em diferentes concentracdes e ao longo
do tempo, P04 e LO8 apresentaram comportamento diferentes, sendo P04 mais

virulenta e causando mortalidade mais rapida em lagartas de G. mellonella.
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ABSTRACT

Bacteria of the genus Photorhabdus are known for their symbiotic association with
nematodes of the genus Heterorhabdits, whose joint action presents high virulence
and leads the hosts to death within 48 hours after infection. Thus, this study aimed to
identify the symbiont bacteria of four isolates of entomopathogenic nematodes
(EPNSs) of the genus Heterorhabditis sp. (isolates UENPO4, 05, 06 and UELOS),
native to Northern Parand, and to perform the molecular, biochemical and biological
characterization of these bacteria. The bacteria were isolated from hemolymph of
caterpillars of Galleria mellonella L. (Linnaeus 1758) (Lepidoptera: Pyralidae)
inoculated with the NEPs isolates and grown on culture medium (NBTA). Molecular
identification was done by amplification of part of the 16S rDNA gene and
characterization by biochemical tests for motility, Gram staining, lipase, protease and
lecithinase activity. We also evaluated the pathogenicity of these bacterial strains on
three insect species, and the virulence of two of them at different concentrations over
time on G. mellonella larvae. The bacterial colonies isolated in NBTA also showed
characteristics typical of the genus Photorhabdus, with dark green coloration, shiny
and sticky consistency when handled. Molecular identification confirmed that three
strains of bacteria are of the species Photorhabdus luminescens (P05, P06 and L08)
and one of Photorhabdus asymbiotica (P04). Regarding the biochemical tests, it was
observed that all strains showed positive activity for all the tests described, except for
the lecithinase activity, confirming that this compound is produced only by bacteria of
the genus Xenorhabdus. All strains were pathogenic and highly virulent on the three
species of insects evaluated, causing over 90% mortality and showing no statistical
difference among them. On the other hand, when evaluated in different
concentrations and over time, P04 and LO8 showed different behavior, being P04

more virulent and causing faster mortality in G. mellonella larvae.

KEY-WORDS: Photorhabdus luminescens, Photorhabdus asymbiotica,

entomopathogenic nematodes, molecular identification.
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3.1 INTRODUCAO

As bactérias do género Photorhabdus (BOEMARE, AKHURST, MOURANT,
1993) da Familia Enterobacteriaceae sdo Gram-negativos com capacidade de
produzir bioluminescéncia, e associam-se mutualisticamente com nematoides
parasitos de insetos do género Heterorhabditis (Nematoda, Heterorhabditidae).
(GAUGLER; KAYA, 1990; GREWAL et al., 2005).

A simbiose dos NEPs com as bactérias apresentam um papel muito
importante, pois além de matar o hospedeiro em um periodo de 24 a 48 horas, a
bactéria produz enzimas que sao responsaveis pela bioconversdo dos tecidos
internos do hospedeiro, facilitando a alimentacdo do nematoide. As bactérias
também controlam o microecossistema (interior do cadaver) impedindo a infec¢ao
por outros microorganismos que estdo presentes no ambiente, através da sintese de
varios metabdlitos secundarios, que entre outras fungbes, podem ter acéo antibibtica
sobre outros agentes microbiano (ALMENARA et al., 2012).

Segundo Salazar-Gutiérrez et al. (2017), muitos trabalhos desenvolvidos com
NEPs, se preocupam apenas em avaliar o desempenho do complexo NEP+bactéria
como um todo, sem se preocupar em conhecer as caracteristicas individuais de
cada um desses agentes. No entanto, estudos tem indicado que conhecer a espécie
de bactéria simbionte e os fatores patogénicos associados a ela, sdo tdo importantes
guanto aos da espécie de nematoide, e que este tipo de caracterizacdo é
indispensavel ndo apenas para esclarecer os mecanismos patogénicos, mas
também para desenvolver formulacdes para controle de pragas baseadas apenas
em bactérias do género Photorhabdus.

Assim, o objetivo desse estudo foi realizar a identificacdo molecular e a
caracterizacdo bioquimica, das bactérias simbiontes do género Photorhabdus
associadas aos nematoides entomopatogénicos do género Heterorhabditis sp.
isolados UENPO4, P05 e P06 e LO8.
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3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Nematoides entomopatogénicos, isolamento bacteriano

Os isolados de NEPs dos quais as bacterias simbiontes foram isoladas
(Tabela 3.1) foram multiplicados por método in vivo em lagartas de ultimo instar de
Galleria mellonella (Lepidoptera: Pyralidae) de acordo com a metodologia de Molina
e Lopes (2001).

Tabela 3.1. Nematoides entomopatogénicos utilizados para isolamento das

bactérias simbiontes.

Espécies de Nematoides Isolados  Local de obtencéo Referéncia
Entomopatogénicos

Heterorhabdtis UEL 08 Londrina — PR Guide (2019)
amazonensis
Heterorhabdtis UENP 05 Ribeirdo Claro — Doneze (2019)
amazonensis PR
Heterorhabdtis UENP 06 Ribeirdo Claro — Doneze (2019)
amazonensis PR

Heterorhabdtis mexicana UENP 04  Ribeirdo Claro — Fernandes (2020)

PR

Para isolamento das bactérias, lagartas de G. mellonela foram infectadas pelo
complexo NEP+bactéria e apos 48 horas da inoculacéo, foi feita uma perfuracao
com auxilio de agulha esterilizada na ultima perna abdominal da lagarta morta. Em
seguida o inseto foi levemente pressionado par extravasamento da hemolinfa a qual
foi inoculada por estriamento com alca de platina em meio NBTA (15g de agar
nutriente; 0,025g de azul de Bromotimol; 0,04g de Cloreto de Trifenil-Tetrazolio;
1000 mL de agua destilada).

Todas as avaliagbes deste estudo foram realizadas a partir de colbnias
bacterianas isoladas em meio NBTA, com 48 horas de crescimento e que tenham
expressado coloracdo verde, caracteristica da absor¢do do corante Azul de

Bromotimol e reducédo do Cloreto de Trifenil-tetrazolio.

39



3.2.2 Identificagédo molecular

Extracdo do DNA bacteriano

As bactérias isoladas foram cultivadas em meio Luria-Bertani (LB) (10g de
Triptona; 5 g de Extrato de levedura, 5g de NaCl, 1000 mL de agua destilada)
mantido a 28° em camara climatizada. Posteriormente o DNA foi extraido utilizando
o Kit comercial “Pure Link” da Invitrogen®, para bactérias Gram-negativas. A
concentracdo de DNA foi determinada por espectrofotometria usando o equipamento

Qubit Fluorometer.

Amplificagcdo e sequenciamento do gene

Para identificacdo molecular das cepas, parte do gene 16S rDNA foi
amplificado utilizando os primers (16S rRNA fD1 5’ AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3
e 16S rRNA rP1 5’ACGGTTACCTTGTTACGACTT 3). As reacdes de PCR (Reacéo
em Cadeia da Polimerase) foram conduzidas em um volume final de 15 uL, incluindo
1X GoTaq Master Mix Color Less (Promega), 0,67 yM de cada primer e 15 ng de
DNA.

A amplificacdo foi conduzida em termociclador utilizando as seguintes
condicBes: desnaturacao inicial de 95 °C por 5 minutos, seguida de 35 ciclos de 95
°C por 45 segundos, 50°C por 30 segundos e 72 °C por 1 minuto, e uma elongacao
final de 72 °C por 10 minutos. Posteriormente, os produtos da PCR foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose 1% (m/v) a 100 V, corados com
Brometo de Etidio e visualizados a partir da luz ultravioleta de Transiluminador UV.

Depois da confirmacdo de amplificagcdo das amostras, os produtos da PCR
foram purificados com a enzima lllustraExoStar IT® (GE), ficando a 37°C por 1 hora,
seguido de 15 minutos a 80°C para desativacdo da enzima. As reacles de
sequenciamento foram conduzidas em um volume final de 10uL com 5,75uL de
Agua ultra pura, 1pL de Tamp&o de Sequenciamento, 0,25 pL do primer a 20 pM, 2
uL de Big Dye Terminator (Applied Biosystems) e 1 puL da PCR purificada. Os ciclos
das reacdes PCR de sequenciamento consistiram em uma desnaturagao inicial a
95°C por 2 min, seguido de 30 ciclos a 95°C por 20 s, 50°C por 15 s, e 60°C por 2

min, e uma extensao final a 60°C por 2 min. O sequenciamento pelo método de
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Sanger foi realizado em sequenciador automatico ABI-PRISM 3500 XL (Applied

Biosystems).

Analises das sequéncias

Ap6s a obtencdo das sequéncias estas foram comparadas com outras
sequencias semelhantes do banco de dados GenBank utilizando o BLAST
(ALTSCHUL et al., 1990), o que permitiu iniciar a identificacdo taxondmica das
bactérias estudadas, bem como obter sequéncias de individuos e espécies mais
proximas para as analises posteriores. Procedeu-se entdo o alinhamento e a edi¢cao
do conjunto de dados com auxilio do programa BioEdit (Sequence Alignment Editor)
(HALL, 1999). Em seguida, as sequéncias parciais do gene do rRNA 16S foram
analisadas utilizando o programa MEGA 5.0 (TAMURA et al., 2011), o qual testou o
sinal filogenético dos dados, utilizando o método de Maxima Parcimbnia e o0s
parametros Mini heuristic com o nivel de pesquisa 1, no qual as arvores iniciais
foram obtidas pela adicdo aleatoria de sequéncias (10 réplicas) e todas as analises

foram conduzidas com 1000 repeti¢cdes de bootstrap.

3.2.3 Caracterizacao fenotipica e bioquimica das bactérias

Para caracterizacdo bacteriana foi empregada analise morfotintorial
(Coloracdo de Gram), avaliacdo da motilidade, além de testes bioquimicos para
atividade lipase, protease e lecitinase. Foi avaliado a producdo de compostos com
atividade antimicrobiana e de bioluminescéncia de acordo com Boemare et al (1988)
e Akhurst (1980). Além disso, foi observada a capacidade de absor¢cédo de vermelho
neutro em meio MacConkey, absor¢cdo de Azul de Bromotimol e reducéo de Trifenil-
Tetrazolio em meio NBTA (GUERRA et al., 2014).

Para avaliacdo da bioluminescéncia, lagartas de G. mellonella foram
inoculadas com microseringa Hamilton contendo 10uL da suspensdo. Para cada
isolado, preparou-se uma suspensao celular diluindo uma algada contendo as
bactérias em 200uL de agua destilada estéril. A inoculacao foi feita no dltimo par de

pernas das lagartas. Para cada isolado de bactéria foram inoculadas trés lagartas.
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Ap6s 48 horas as lagartas foram submetidas a luz U.V. para observacdo da

presenca/auséncia de luminescéncia.

Teste de motilidade

A motilidade foi avaliada em meio Agar Nutriente semissolido (3g de extrato
de levedura; 5g de Peptona; 8g de NaCl; 5g de agar nutriente; 1000 mL de agua
destilada). Os testes foram realizados em tubos de ensaio de 15 cm de altura
contendo 10 mL do meio de cultura. Para os testes, a suspencdo celular foi
inoculada no meio, com auxilio de agulha de platina estéril, em uma unica picada,
descendo com a agulha e voltando no mesmo sentido. Os tubos foram mantidos em
camara climatizada a 28°C, sem fotoperiodo com umidade relativa de 50%. A
avaliacdo ocorreu apds 48 horas para observacdo da presenca ou ndo de turbidez

no meio de cultura.

Lipase

A atividade lipase foi determinada em meio Agar Peptona (10g de Peptona
Bacteriol6gica; 5g de NaCl; 0,1g de CaCl2.1H20; 15g de agar; 1000 mL de agua
destilada) suplementado com Tween 80 a 10%, de acordo com a metodologia de
Sierra (1957), na qual foi feita a adicdo do Tween quando o meio auto clavado
atingiu a temperatura entre 50 e 40° C. O meio foi vertido em placas de Petri de 9 cm
de diametro e apo6s a solidificacdo, foi inoculado as bactérias. Em seguida, foi
aplicado sobre 0 meio uma gota de 10uL de cada suspensdo celular. As placas
foram armazenadas em camara climatizada a 28°C, sem fotoperiodo com umidade
relativa de 50% por 48 horas. Apos este periodo foi observado se havia a formacgéo
de halos claros ao redor das colonias, que correspondem as zonas do substrato

hidrolisado.

Protease

A producdo de protease foi avaliada utilizando o meio Agar Nutriente

contendo 4% de gelatina segundo Whaley et al. (1982). Foi adicionado a gelatina
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depois do meio de cultura auto clavado e com temperatura proxima a 50°C. Apos
solidificagdo, o meio de cultivo foi perfurado formando pocos de 0,5 cm, para
obtencdo dos pocos no centro das placas (MELO et al.,, 2015) onde foram
inoculados 50pL da suspenséao celular. Foram feitas trés placas para cada isolado e
estas placas foram colocadas em camara climatizada a 28°C, sem fotoperiodo e
com umidade relativa de 50%. ApoOs 48 horas de incubacdo as placas foram
avaliadas para verificar presenca ou auséncia de halo transparente ao redor do

crescimento bacteriano, que € indicativo da degradacgao da gelatina.

Lecitinase

Avaliou-se a atividade lecitinase em meio Agar Nutriente (Kasvi®)
suplementado com gema de ovo pasteurizada liquida a 10% (15g de Agar Nutriente;
1000 mL de agua destilada). A gema de ovo foi adicionada apdés o meio de cultura
auto clavado e com temperatura préxima a 50°C. Verteu-se 0 meio em placas de
Petri, e apos solidificado, inoculou-se uma gota de 10uL de suspenséo celular de
cada bactéria. A suspenséo foi preparada para cada isolado de bactéria, diluindo
uma colbnia bacteriana em 200uL de solucdo salina. As placas foram armazenadas

em camara climatizada a 28°C, sem fotoperiodo e com umidade relativa de 50%.

3.2.4 Producéo de compostos com atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana foi avaliada por meio do halo de inibicdo de
crescimento frente a Bacillus thuringiensis (Bt) e Escherichia coli, Staphylococcus
aureus. Apés cultivo por 24 horas em meio LB liquido, uma suspensao celular de
cada bactéria foi inoculada em agar nutriente (15g de agar nutriente; 5g de peptona
bacteriol6gica; 1000 mL de agua destilada). O in6culo foi efetuado utilizando-se
swab estéril embebido da suspenséo celular, em trés sentidos a fim de obter
crescimento confluente em todo o meio. Apds cinco minutos para secagem das
placas, foi realizado o inéculo das bactérias isoladas dos NEPs. Para isso, um disco
de papel filtro estéril de 0,3 cm de diametro foi embebido na suspensédo celular e

colocado no centro da placa. As placas foram armazenadas a 28°C, sem fotoperiodo
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e com umidade relativa de 50%. Apoés 24 horas foi realizado a avaliagdo por meio

da observagéo da presenca ou ndo do halo de inibicdo do crescimento de Bt.

3.2.5 Efeito inseticida

A) Avaliagcédo da patogenicidade em lagartas de Galleria mellonella, Spodoptera
frugiperda e Anticarsia gemmatalis

Avaliou-se o efeito inseticida das bactérias simbiontes quando inoculadas na
hemolinfa de lagartas de G. mellonella, Spodoptera frugiperda (Lepidoptera:
Noctuidae) e Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae).

Para o preparo do inoculo bacteriano, as cepas bacterianas foram inoculadas
em meio de cultura liquido LB e crescidas em camara de germinacgao por 48 horas a
28°C.

Em seguida, as bactérias foram aplicadas nas lagartas de G. mellonella. S.
frugiperda e A. gemmatalis com auxilio da microseringa de Hamilton. Seguiu-se o
protocolo de lavagem da seringa que inclui uma série de lavagens em solucdo de
hipoclorito a 1%, em agua destilada, em alcool 70% e em solucéo salina. O processo
de lavagem foi realizado antes, durante e depois do experimento. As lagartas
utilizadas foram escolhidas por igual tamanho, cor clara e sem manchas pretas. A
inoculacdo foi feita no ultimo par de pernas injetando-se 10uL de suspensao
bacteriana diretamente na hemolinfa.

Cada tratamento teve trés repeticbes que constituiram uma placa de cultivo
de células de 12 pocos contendo papel de filtro umedecido com 0,25 uL de agua
destilada e dez lagartas inoculadas com a suspensdo bacteriana de cada bactéria
(uma lagarta por poc¢o). No tratamento controle as lagartas foram inoculadas com
10uL de &agua destilada. As placas foram tampadas e mantidas em camara
climatizada a 28°C. As lagartas foram mantidas sem alimentacdo durante todo o
experimento e apos 48 horas foi feita a avaliacdo, contando o numero de lagartas
mortas e observando-se o sintoma de infeccéo pelas bactérias.

Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas
pelo teste de Tukey a 5%, utilizando o programa estatistico Sisvar 5.4 (FERREIRA,
2011).
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B) Avaliacao da viruléncia das cepas bacterianas em lagartas de Galleria mellonella

aplicadas em diferentes concentragdes e avaliadas ao longo do tempo

Avaliou-se o efeito inseticida das bactérias simbiontes das cepas P04 e L08
inoculadas na hemolinfa de lagartas de G. mellonella em diferentes concentracoes.
Para o preparo do indculo bacteriano, as cepas bacterianas foram inoculadas em
meio de cultura NBTA e crescidas em camara de germinacdo por horas a 48°C.
Ap6s esse periodo, uma coldnia foi suspensa em solucdo salina (0,85%) e a
suspensao foi quantificada por comparacdo com a Escala de MacFarland e
padronizada nas concentracdes de 0,25, 0,5 e 1,0.

Em seguida, as bactérias foram aplicadas nas lagartas de G. mellonella com
auxilio da microseringa de Hamilton. Previamente a inoculacdo seguiu-se 0
protocolo de lavagem da seringa que inclui uma série de lavagens em solucdo de
hipoclorito a 1%, em agua destilada, em alcool 70% e em solucao salina. O processo
de lavagem foi realizado antes, durante e depois do experimento. As lagartas
utilizadas foram escolhidas por igual tamanho, cor clara e sem manchas pretas. A
inoculacdo foi feita no ultimo par de pernas injetando-se 10uL de suspensao
bacteriana diretamente na hemolinfa.

Cada tratamento teve trés repeticdes que consistiu de uma placa de Petri de 9
cm de diametro contendo papel de filtro umedecido com 2mL de agua destilada e
dez lagartas inoculadas com a suspensdo bacteriana. No tratamento controle, as
lagartas foram inoculadas com 10uL de agua destilada. As placas foram tampadas e
mantidas em camara climatizada a 28°C.

As lagartas foram mantidas sem alimentacdo durante o experimento, e as
avaliacdes ocorreram a cada 6 horas durante dois dias (48 horas), contando-se o
namero de lagartas mortas e observando-se o sintoma de infeccéo pelas bactérias e
os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo
teste de Tukey a 5%, utilizando o programa estatistico Sisvar 5.4 (FERREIRA,
2011).
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3.2.6 Efeito fungicida

Os isolados de campo de Beauveria bassiana e Metharizium anisopliae foram
obtidos do Laboratério de Biotecnologia da UNIOESTE. Os fungos foram cultivados
em meio BDA por 15 dias, tempo necessério para que ocorresse a esporulacdo. Os
esporos foram coletados e armazenados em freezer por no maximo 30 dias, antes
de serem utilizados nos ensaios. Suspensdes de esporos foram preparadas e 50
microlitros da suspenséo (1x10° esporos/mL) foram espalhados em placa de Petri de
10 cm de diametro em meio BDA, apdés a secagem foi adicionado 3 discos
embebidos com suspensao bacteriana. As placas foram incubadas no escuro a 25°C
durante 24 h. A atividade antifingica das suspensfes foi determinada medindo-se a
zona de inibicdo do crescimento ao redor dos discos nas placas de BDA. Os
controles consideraram a adi¢cdo apenas de agua destilada em cada disco da placa
de cultura. Foram feitas trés placas por tratamento, cada uma delas consideradas

uma parcela.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As lagartas de G. mellonella inoculadas com os isolados de NEPs UENPO04,
05, 06 e UELO8 apresentaram sintomatologia caracteristica da infeccdo pelo
complexo nematoide+bactéria dos géneros Heterorhabditis+Photorhabdus, pois
apresentaram tegumento integro, auséncia de odores putrefatos e coloracao

vermelho escuro.

3.3.1 Caracterizacao fenotipica

Apbs o isolamento bacteriano, foi possivel observar que as colénias obtidas
em meio NBTA também apresentaram caracteristicas fenotipicas de bactérias
simbiontes do género Photorhabdus isoladas na fase | podendo-se observar
colénias convexas, brilhantes, circulares e de consisténcia pegajosa, com coloracao
verde escuro caracteristica devido a absor¢éo do Azul de Bromotimol e a reducgéo do

Cloreto de Trifenil-Tetrazolium conforme observado para outros isolados bacterianos
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do género Photorhabdus (FUKRUKSA et al., 2017; OROZCO et al., 2013) (Figura
3.1).

Fonte: Brito, 2020.

Figura 3.1. Morfologia das colénias da bactéria Photorhabdus sp. (UELO8) Apds 48h

de crescimento em meio de cultura NBTA.

3.3.2 Identificacdo molecular

A amplificacdo e sequenciamento de parte do gene do rRNA 16S para as

guatro cepas analisadas no presente estudo obteve: um segmento de 643
nucleotideos para L8, 575 nucleotideos para P5, 636 nucleotideos para P6 e 427
nucleotideos para P4.
Estas sequéncias foram entdo submetidas ao BLAST do NCBI (ALTSCHUL et al.,
1997) e se mostraram similares a seguimentos de bactérias do género
Photorhabdus (Tabela 3.2). As sequéncias que apresentaram maior similaridade
foram entdo submetidas a andlise e geraram arvore filogenética apresentada na
Figura 3.2.

Apartir das analises moleculares foi possivel identificar que as cepas
bacterianas pertenciam a duas espécies distintas, mas ambas do género
Photorhabdus. As cepas bacterianas simbiontes isoladas da espécie de nematoide
H. amazonensis (UEL 08, UENP 05, UENP 06) foram identificadas pertencendo a
espécie Photorhabdus luminescens. Por outro lado, a bactéria simbionte associada
ao isolado Heterorhabditis mexicana (UENP 04) foi identificada como sendo da
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especie Photorhabdus asymbiotica (Figura 3.2).

Tabela 3.2. Valores de homologia (%) das sequéncias de nucleotideos das cepas de

Photorhabdus utilizadas neste trabalho e sequencias provenientes do BLAST.

Espécies NEPs (Isolados) Cepa Espécies de % Acesso
bactéria Similaridade

Heterorhabdtis LO8 Photorhabdus 100% NR_115332.1

amazonensis (UELOS8) luminescens

Heterorhabdtis P05 Photorhabdus 99% JQ912649.1

amazonensis (UENPO5) luminescens

Heterorhabdtis P06 Photorhabdus 100% JQ912644.1

amazonensis (UENPO6) luminescens

Heterorhabdtis P04 Photorhabdus 98% AY278672.1

mexicana (UENPO04) asymbiotica

P. luminescens é uma espécie de bactéria encontrada exclusivamente em
associacdo com nematoide do género Heterorhabditis e ja teve seu genoma
sequénciado (PARK et al., 2013), onde foi possivel observar a presenca de diversos
genes com expressao exclusiva na fase mutualistica com o nematoide, indicando

forte regulacdo da simbiose entre nematoide e bactéria (CLARKE, 2014).

Como citado anteriormente neste trabalho, a espécie P. luminescens é a mais
comumente encontrada associada a NEPs Heterorhabditideos, sendo conhecidas

cinco subespécies que se associam a mais de uma espécie de nematoides.
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485: NR 115190.1:29-666 P_luminescens
76 NR 115332.1:17-654 P. luminescens

19 { JQ912649.1:45-680 P. luminescens
g 88 JQ912644.1:45-675 P. luminescens
UEL 08
85
UENP 6
UENP 5

AY278652.1 P. temperata
KJ413081.1 P. temperata
UENP 4

70 { NR 036851.1:1-417 P. asymbiotica
90 AY278672.1:28-444 P. asymbiotica

MG995578.1 X. bovienii
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Figura 3.2. Relagbes filogenéticas de bactérias simbiontes baseadas na analise de
parte do gene 16S do rRNA inferidas pela analise de Maxima Parcimbnia (MP).

Xenorhabdus bovienii foi usado como grupo externo.

Em trabalho desenvolvido por Orozco (2013), observou-se que o isolado de
NEP H. amazonensis possui associacdo com a bactéria da espécie Photorhabdus
luminescens, e que esta apresentou similaridade de 96% com outra sequéncia
obtida a partir do Genbank. Neste trabalho observamos que todas as cepas de
bactéria simbiontes obtidas a partir dos isolados de H. amazonensis mostraram-se
proximos da espécie P. luminescens, porém com valores de similaridade superiores
aos observados no trabalho acima citado (Tabela 3.2), corroborando com o
resultado encontrado no trabalho citado.

P. asymbiotica foi originalmente descrita em 1989, apds ser isolada de um
paciente com Ulcera de perna nos Estados Unidos, sendo inicialmente uma bactéria
de importancia clinica (FARMER et al. 1989; HAPESHI; WATERFIELD, 2016).
Eventualmente, verificou-se que estava associado simbioticamente a NEPs do
género Heterorhabditis (GERRARD et al., 2006), mas estudos mais recentes tem
indicado que esta espécie ocorre associada a NEPs com mais frequencia do que se
imaginava, e novos relatos dessa associacdo vem sendo feitos em paises como
EUA (PLICHTA et al., 2009), Japao (KUWATA et al., 2008) e Australia (GERRARD
etal., 2011).
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Em estudos desenvolvidos por Gerrard et al. (2006), um paciente australiano
foi exposto a Photorhabdus, e o mesmo relatou ter contato com solo cavando
buracos e apo6s isso apresentou febre e wuma infeccdo local grave.
Photorhabdus sp. foi isolado em cultura pura de pus coletado da ferida do paciente,
e foi coletado 7 amostras de solo no local onde o paciente teve contato.

A amostra de solo e da ferida foram comparadas para elucidar se havia
alguma relacdo entre as cepas bacterianas, confirmando que os isolados
bacterianos tanto dos nematoides coletados no solo, quanto das cepas de
Photorhabdus proveniente das feridas eram da mesma estirpe de P. Asymbiotica.

3.3.3 Caracterizacao bioquimica

Quanto a caracterizacdo bioquimica os dados obtidos para as cepas P04,
P05, P06 e LO8 sao apresentados na Tabela 3.3. Observou-se que estas
apresentaram reacdes positivas para o teste de motilidade em agar semissolido,
pois foi possivel observar turbidez (Figura 3.4) no meio de cultura, indicando que as
bactérias possuem flagelos peritriquios que lhes conferem mobilidade, como
relatado para outros isolados destas mesmas espécies. Essa caracteristica pode ser
observada somente na fase | pois a bactéria em fase Il ndo possui flagelos, pode ser
cultivada in vitro por longo tempo e, embora apresente acdo inseticida, € menos
efetiva (BOEMARE; AKHURST, 1988).

Fonte: Brito, 2020.
Figura 3.4. Teste de motilidade em meio agar semissélido bactéria Photorhabdus

sp. (P04) apds 48h de crescimento.
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No teste de coloracdo de Gram, as quatro cepas foram classificadas como
Gram-negativas, de cor vermelha e células com formato de bastonete.

As quatro cepas testadas apresentaram reagao positiva para assimilacao da
atividade lipase caracterizado por halo ao redor do crescimento bacteriano, que é
considerada uma caracteristica tipica das bactérias simbiontes (THALER et al.,

1995), confirmando os resultados neste trabalho (Figura 3.5).

Fonte: Brito, 2020.
Figura 3.5. Atividade lipase da bactéria Photorhabdus sp. (P04).

Para atividade da protease as cepas demonstraram reacao positiva, que pode
ser visualizada pela presenca de halo claro, indicativo da degradacédo da gelatina.
Essas carateristicas também foram observadas por Guide (2019), trabalhando com

bactérias simbiontes obtidas de um isolado de NEP H. amazonensis.

Tabela 3.3. Caracteristicas bioquimicas das cepas de Photorhabdus obtidas a

partir de nematoides entomopatogénicos nativos do Norte do Parana.

Cepa bacteriana Motilidade Lipase Protease Lecitinase Ab;?éﬁéo
P04 + + + . +
PO5 + + + . +
PO6 + + + ) +
LO8 + + + - +

A.B* = Azul de Bromotimol;
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Para avaliacdo da atividade Lecitinase, observou auséncia de halo em torno
do crescimento bacteriano para as cepas P04, P05, P06 e L08, confirmando que
esses isolados nao possuem atividade lecitinase. Resultados confirmados por Mahar
et al. (2008) indicam a producao de lecitinase somente por Xenorhabdus, uma vez
gue estas estdo envolvidas na quebra de fosfolipidios de insetos, proporcionando
assim uma fonte lipidica para o crescimento de NEPs do género Steinernema.

3.3.4 Atividade antimicrobiana

Com relacdo a avaliacdo da producdo de compostos com atividade
antimicrobiana utilizando as cepas de Photorhabdus P04, P05, P06 e L0O8 frente as
bactérias B. thuringiensis, E. coli e S. Aureus, todas as cepas apresentaram halo de
inibicdo, com excecao da cepa P04 sobre S. aureus (Tabela 3.4) (Figura 3.6).

Fonte: Brito, 2020.

Figura 3.6. Atividade antimicrobiana de Photorhabdus luminescens (P05) sobre

Bacillus thuringiensis.

Também foi observado por Fodor et al. (2010) que isolados de Photorhabdus
da forma primaria produziram zonas claras de inibicdo contra S. epidermidis, S.
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aureus, Staphylococcus sp. e E. coli, corroborando com os resultados obtidos neste

presente trabalho.

Tabela 3.4. Atividade antimicrobiana de cepas de Photorhabdus sp. sobre

diferentes espécies de bactérias de importancia médica e agricola.

) _ . Staphylococcus Bacillus
Cepa bacteriana Escherichia coli AUreus thuringiensis
P04 + - +
P 05 + + +
P 06 + + +
L 08 + + +

3.3.5 Efeito inseticida

A) Avaliacdo da patogenicidade em lagartas de Galleria mellonella, Spodoptera

frugiperda e Anticarsia gemmatalis

Todas as cepas testadas apresentaram efeito inseticida sobre os hospedeiros
avaliados, mostrando-se altamente virulentas, com porcentagem de mortalidade
acima de 85%. Observou-se também que houve diferenca quanto a viruléncia das
cepas testadas quando comparamos as porcentagens de mortalidade nos diferentes
hospedeiros e entre as cepas em um mesmo hospedeiro (Tabela 3.5).

Quando avaliado o efeito das diferentes cepas sobre o hospedeiro G.
mellonella, a cepa P05 foi a menos virulenta, diferindo das demais que nao
apresentaram diferenca entre si. Com relacdo ao efeito das cepas sobre A.
gemmatalis, PO5 e L0O8 foram mais virulentas que P04 e P06, e ambas nao diferiram
entre si, e com relacdo a S. frugiperda, todas as cepas apresentaram diferenca
estatistica significativa (Tabela 3.5).

Comparando os resultados para cada cepa bacteriana, observou-se que L08
foi a mais virulenta, causando 100% de mortalidade sobre todos os hospedeiros
avaliados. Para as demais cepas, verificou-se que houve variabilidade, sendo que

todas apresentaram diferenca entre todos os hospedeiros avaliados (Tabela 3.5).
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Tabela 3.5. Porcentagem de mortalidade de trés hospedeiros inoculados com

diferentes cepas bacterianas ap6s 48 horas da inoculacéo.

Hospedeiros

Cepas bacterianas Galleria Anticarsia Spodoptera
Mellonella gemmatalis frugiperda
Controle 10,0 £5,77 Aa 10,0 £ 0,0 Aa 0,0 £0,0 Aa
P05 86,6 + 5,77 Ca 100,0 £ 0,0 Cc 96,6 + 5,77 Db
LO8 100,0 £ 0,0 Ba 100,0 £ 0,0 Ca 100,0 £ 0,0 Ea
P04 100,0 + 0,0 Ba 93,3+11,5Bb 90,0 +0,0 Cc
P06 100,0 £ 0,0 Bc 93,3+5,77 Bb 86,7 £5,77 Ba
CV.=199%

* Médias seguidas de letras mailsculas iguais nas colunas e minasculas nas linhas
nao diferiram entre si pelo teste de Tukey (P< 0,05).

Em trabalho desenvolvido por Guide et al. (Dados n&o publicados), os autores
também observaram alta mortalidade para o hospedeiro G. mellonella quando
inoculado com diferentes bactérias simbiontes de nematoides do género
Heterorhabditis.

As atividades inseticidas da bactéria também foram avaliadas por Salvadori
(2011) pela injecdo em pré-pupas de Spodoptera frugiperda (L), concluindo que os
isolados bacterianos, especialmente de Heterorhabditis, causaram altos niveis de
mortalidade.

Bowen e Ensign (1998) também observaram altos niveis de viruléncia
utilizando P. luminescens em lagartas de G. mellonella, comprovando que quando
inoculadas na hemolinfa estas bactérias entomopatogénicas sdo extremamente
virulentas, e mesmo a injecdo de doses baixas (1-15 células bacterianas) resultaram
em 100% de mortalidade dos insetos (MILSTEAD, 1979), pois o principal
mecanismo da atividade inseticida € a producdo de toxinas de alto peso molecular
(Tcs) que sdo eficazes contra muitos géneros e ordens de insetos (FFRENCH-
CONSTANT; BOWEN, 2000).

Segundo BOWEN e ENSIGN (1998), os complexos sao letais tanto quando
alimentados oralmente ou injetados diretamente na hemocele e conforme dados
obtidos neste trabalho, também é confirmada alta patogenicidade das bactérias
guando injetadas diretamente na hemolinfa de insetos.

Trabalhos desenvolvidos por Clarke e Downs (1995) sugeriram que a

atividade lipase € um fator de viruléncia para G. mellonella e que as bactérias

54



entomopatogénicas que produzem esses fatores de viruléncia s&o capazes de
destruir as células responsaveis pela defesa imunitaria (GOMES, 2002). No caso
das bactérias do género Photorhabdus estas se caracterizam por produzirem uma
vasta gama de exo-enzimas tais como lipases (THALER et al.,, 1995), quitinases
(CHEN et al., 1996), proteases (BOWEN et al., 2000), e fosfolipases que sé&o
responsaveis por atuar nos tecidos e células do hospedeiro, causando alta
letalidade.

Além disso, de acordo com trabalhos de Daborn et al. (2001) e Bowen et al.
(2003), as proteases parecem desempenhar um papel importante na bioconverséo
dos tecidos do inseto em nutrientes assimilaveis para o nematoide e na inibicdo dos
fatores antibacterianos segregados pelo inseto (CABRAL et al., 2004). Fato pelo
gual ndo séao encontrados outros microrganismos parasitando 0 mesmo inseto.

Por outro lado, Schmidt et al. (1988) sugerem que as proteases podem ter
um papel na toxicidade de insetos por analogia com proteases produzidas por outros
patdgenos de insetos. Desta forma, se faz necesséario mais estudos relacionados a
esta enzima para entender a sua real funcéo na patogenicidade de insetos.

De acordo com Akhurst e Paul (1982), além das enzimas de biodegradacéao,
as bactérias também produzem antibioticos para evitar necréfagos (insetos,
bactérias, fungos etc.) invadindo a carcaca do inseto. Resultados obtidos neste
trabalho utilizando a bactéria simbionte frente a B. thrurigiensis, E. coli e S. Aureus

também pode observar a inibicdo do crescimento.

B) Avaliacéo da viruléncia das cepas bacterianas em lagartas de Galleria mellonella
aplicadas em diferentes concentracfes e avaliadas ao longo do tempo

Com relacdo ao teste para comparacdo da viruléncia das cepas P04 (P.
asymbiotica) e LO8 (P. luminescens) sobre lagartas de G. mellonella em diferentes
concentracfes e ao longo do tempo, observou que houve variacdes significativas
entre os parametros avaliados. A cepa P04 ndo apresentou variagdo entre as
concentragfes avaliadas, causando mortalidade de mais de 90% das lagartas para
as trés concentragfes na avaliagdo de 18 horas apdés a aplicacéo, apresentando um
pico bastante marcante de mortalidade nesse periodo (Tabela 3.6).

Por outro lado, a cepa LO8 mostrou maior variabilidade entre ambos os

fatores avaliados. A menor concentracao testada (0,25 da escala de Macfarland) foi
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a que causou mortalidade significativamente diferente na avaliagdo de 24 e 30
horas, enquanto nas demais concentragdes ndo houve variabilidade significativa nos
diferentes tempos avaliados (Tabela 3.6).

Observando os resultados ao longo do tempo, é possivel verificar que a cepa
P04 demora mais para comecar a matar, mas o efeito € mais homogéneo, matando
acima de 90% das lagartas em todas as concentracOes avaliadas com 18 horas

apos a aplicacao (Figura 3.7).

LO8 0,25 0,5 1 PO4 0,25 0,5 1
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Figura 3.7. Porcentagem de mortalidade acumulada de Galleria mellonella ao longo
do tempo, inoculadas com diferentes concentracdes de Photorhabdus luminescens
LO8 (A) e Photorhabdus asymbiotica P04 (B).

Como citado anteriormente, P. luminescens e P. asymbiotica sdo bactérias
diferentes, sendo que a Ultima aparentemente é capaz de tolerar intervalos maiores
de temperatura, sendo inclusive capaz de infectar humanos (GERRARD et al.,
2004).

Em estudos desenvolvidos por Gerrard et. (2004) as cepas de P. asymbiotica
até agora testadas em insetos tém provado ser altamente virulento, e se os fatores
de viruléncia associados a infeccdo humana séo responsaveis por este elevado grau
de patogenicidade de insetos ndo é conhecida. Ndo ha atualmente modelo
experimental de vertebrados para P. asymbiotica e pouco é conhecida em relacéo
aos mecanismos patogénicos especificamente associados a infeccdo humana.

Em trabalho recente desenvolvido por Maldonado e Eleftherianos (2021), os
autores avaliaram a acdo patogénica de P. luminescens e P. asymbiotica em
culturas de células de insetos, e observaram que a sobrevivéncia e o metabolismo

das células de insetos, bem como a proliferacdo bacteriana, diferem entre as
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infeccbes com duas espécies de Photorhabdus, reforcando a idéia de que P.
luminescens e P. asymbiotica empregam diferentes taticas para infectar as células

dos insetos.
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Tabela 3.6. Porcentagem média (+ Desvio Padrdo) de mortalidade de Galleria mellonella ap6s aplicacado de suspensédo bacteriana
de Photorhabdus asymbiotica (P04) e Photorhabdus luminescens (L08) na hemolinfa em diferentes concentracdes e avaliada por
36 horas.

Tempo de avaliagéo

Cepa Conc* 6 12 18 24 30 36

P04 0,25 0,0+0,0Aa 0,0+0,0Aa 96,7+5,77Ab 3,315,77Aa 0,0+0,0Aa 0,0+0,0Ab
P04 0,50 0,0+0,0Aa 0,0+0,0Aa 96,7+5,77Ab 3,3+5,77Aa 0,0+0,0Aa 0,0+0,0Aa
P04 1,0 0,0+0,0Aa 6,67+5,77Aa 93,315,77Ab 0,0+0,0Aa 0,0+0,0Aa 0,0+0,0Aa
LO8 0,25 0,0+0,0Aa 0,0+0,0Aa 13,3+15,28Ba 43,31+11,54Bb 30,0+10Ab 13,3+11,54Ba
LO8 0,50 0,0+0,0Aa 6,67+11,54Aa 16,67+11,54Ba 26,67+5,77Ba 16,67+15,27Aa 30,0+10,0Ba
LO8 1,0 0,0+0,0Aa 13,3+11,54Aa 23,315,77Ba 30,0+10,0Ba 10,0+£10,0Aa 23,3115,27Ba

C.V.: 88,88; Conc* = Concentracéo estimada com base na escala de MacFarland; Médias seguidas de mesma letra mailscula na coluna e mindscula na
linha ndo diferiram entre si pelo teste de Skot-knot com P+0,05.
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3.3.6 Efeito fungicida

Foi possivel observar a presenca de halo de inibicdo do crescimento para os
fungos testados M. anisopliae e B. bassiana utilizando as cepas bacteriana P04,
P05, P06 e LO8 (Figura 3.8).

Fonte: Brito, 2020.

Figura 3.8. Atividade fungicida de Photorhabdus luminescens (P06) sobre Beauveria
bassiana.

Em trabalhos realizados por San-Blas et al. (2012), Shapiro-llan, Bock,
Hotchkiss (2014), Fang et al. (2014) esses autores testaram diferentes espécies de
bactérias dos géneros Xenorhabdus e Photorhabdus e todas demonstraram
capacidade de inibir o desenvolvimento dos fungos fitopatogénicos Moniliophthora
roreri, Armillaria tabescens, Fusicladium effusum, Phytophthora cactorum,
Phytophthora capsici e Botrytis cinérea, corroborando com os dados obtidos nesse
trabalho.

Embora B. bassiana e M. anisopliae sejam fungos benéficos, a acao fungicida
das cepas avaliadas sobre eles sugere que estas possam ser utilizadas na inibicédo
de fungos fitopatogénicos, sendo necessarios mais estudos para confirmar esta

acao.
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3.4 CONCLUSAO

As cepas bacterianas P05, P06 e LO8 foram identificadas como da espécie
Photorhabdus luminescens e P04 como P. asymbiotica e apresentaram
caracteristicas fenotipicas e bioquimicas compativeis com o observado para outras
cepas das mesmas espécies, além de apresentarem efeito com atividade
antimicrobiana sobre E. coli, S. aureus e B. thuringiensis. As cepas também
apresentaram efeito fungicida e mostraram-se altamente virulentas sobre insetos

guando inoculadas na hemolinfa dos hospedeiros.
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4. ARTIGO B: PROSPECCAO DE METABOLITOS SECUNDARIOS PRODUZIDOS
POR BACTERIAS SIMBIONTES DO GENERO PHOTORHABDUS

RESUMO

Photorhabdus séo bactérias simbidnticas de nematoides entomopatogénicos que se
caracterizam por produzirem um complexo de toxinas, enzimas, antibidticos de
amplo espectro e metabdlitos secundarios que sédo responsaveis pela rapida morte
de seus hospedeiros e impedir a colonizacdo de patégenos oportunistas no cadaver.
Assim, este trabalho teve como objetivo prospectar a capacidade de producéo de
metabolitos secundarios com efeitos antimicrobiano, fungicidas e inseticidas. As
bactérias foram isoladas a partir de hemolinfa de lagartas de Galleria mellonella L.
(Lepidoptera: Pyralidae) inoculadas com quatro isolados de NEPs (UENPO4, 05, 06
e UELO08). Apoés isolamento, identificacdo e caracterizacdo, as cepas foram
cultivadas em Caldo Triptona Soja (TSB), incubadas a 28°C com agitacdo a 200 rpm
no escuro, e no quarto dia de cultivo foi feito o processo de extracdo dos metabdlitos
secundarios. Os extratos obtidos foram testados quanto ao efeito inseticida sobre G.
mellonella (aplicacdo oral e via hemolinfa), antimicrobiano sobre as bactérias
Staphylococcus aureus, Escherichia coli e fungicida sobre os fungos M. anisopliae e
B. bassiana. Quanto ao efeito inseticida, observou-se que tanto os extratos
bacterianos inoculados na hemolinfa de lagartas de G. mellonella, quanto através de
ingestdo ndo foram capazes de causar mortalidade. Com relacdo ao efeito
antimicrobiano dos extratos observou-se que as cepas P04, P05 e P06 néo
apresentaram inibicdo frente ao crescimento das bactérias, porém o extrato
proveniente da cepa L08 apresentou halo de inibicdo para bactéria de S. Aureus, e
guanto a atividade fungicida apenas o extrato da cepa P04 apresentou atividade

contra os dois fungos testados.

PALAVRAS-CHAVES: Photorhabdus Iluminescens, Photorhabdus asymbiotica,

nematoides entomopatogénicos, controle bioldgico.

61



ABSTRACT

Photorhabdus are symbiotic nematode entomopathogenic bacteria that are
characterized by producing a complex of toxins, enzymes, broad-spectrum antibiotics
and secondary metabolites that are responsible for the rapid death of their hosts and
prevent the colonization of opportunistic pathogens in the corpse. Thus, this study
aimed to prospect the production capacity of secondary metabolites with bactericidal
(antibiotic), fungicidal and insecticidal effects. The bacterias were isolated from
hemolymph of larvae of Galleria mellonella L. (Linnaeus 1758) (Lepidoptera:
Pyralidae) inoculated with four isolates of EPNs (UENPO4, 05, 06 and UELO08). After
isolation, identification and characterization, the strains were grown in Soy Tryptone
Broth (TSB), incubated at 28°C with shaking at 200 rpm in the dark, following
procedures summarized by Stock and Goodrich-Blair (2012), and on the fourth day of
cultivation the extraction process of secondary metabolites was performed. The
extracts obtained were tested for insecticidal effect on G. mellonella (oral application
and via hemolymph), bactericidal on the bacteria Staphylococcus aureus,
Escherichia coli and fungicidal on the fungi M. anisopliae and B. bassiana. Regarding
the insecticidal effect, it was observed that both bacterial extracts inoculated into the
hemolymph of G. mellonella larvae and through ingestion were not able to cause
mortality. Regarding the antibiotic effect of the extracts, it was observed that the
strains P04, P05 and P06 did not inhibit the growth of bacteria, but the extract from
strain LO8 showed a halo of inhibition for S. Aureus bacteria, and regarding the
fungicidal activity, only the extract from strain PO4 showed activity against both fungi

tested.

KEY-WORDS: Photorhabdus luminescens, Photorhabdus asymbiotica,

entomopathogenic nematodes, biological control.
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4.1 INTRODUCAO

Dentre os diversos microrganismos habitando a natureza encontram-se as
entomobactérias dos géneros Xenorhabdus e Photorhabdus, que se caracterizam
por sua relacdo simbidtica com nematoides das familias Steinernematidae e
Heterorhabditidae, respectivamente e sdo promissoras fontes para novos compostos
inseticidas e parasiticidas (BODE, 2009) através da producdo de metabdlitos
secundarios como antimicrobianos, toxinas e exoenzimas (LEWIS et al., 2006;
BODE, 2009).

O papel dessas bactérias e seus compostos tem sido alvo de varios grupos
de pesquisas visando sua utilizacdo na area agricola, farmacéutica e produtos
industriais (TEMPLETON; HEINY, 1989; WHIPPS; LUMSDEN, 2001), pois a
capacidade das bactérias Photorhabdus e Xenorhabdus em causar a morte dos
insetos esta relacionada principalmente a inibicdo das reacdes de defesa do sistema
imunologico (DOWDS; PETERS, 2002), mas também por que produzem diversos
metabdlitos que impedem o crescimento de outras bactérias e fungos oportunistas,
incluindo derivados de estilbeno (SHI et al., 2016), acido trans-cinamico (TCA)
(BOCK et al., 2014), xenocoumacinas (YANG et al., 2011) e enzimas hidroliticas
(CHEN et al., 1996).

Photorhabdus e Xenorhabdus podem secretar varios fatores de viruléncia na
hemocele do inseto hospedeiro para suprimir as respostas imunoldgicas, e
consequentemente causar septicemia fatal. A imunossupressao do inseto pode
ocorrer pela inibicdo da atividade da fosfolipase A2 (PLA2), que é conhecida por
catalisar a liberacdo de araquidénico (acido de fosfolipidios), que é uma etapa
comprometida para a producdo de varios eicosandides, que medeiam as respostas
imunes celulares e humorais contra varios patdgenos microbianos em insetos (KIM
et al., 2005; MOUCHLIS et al., 2018).

Outra forma de imunossupressdo através de metabolitos secretados pelas
bactérias é a producéo de rabducina, um composto contendo isocianeto produzido a
partir do cluster de genes biossintéticos, que pode inibir a atividade da fenoloxidase
(PO) em lagartas de Galleria mellonella (CRAWFORD et al., 2012). Mais de 70 tipos
de rabdopeptideo/xenortida peptideos derivados de Peptideos néo ribossomais
(NRPS) sao estruturalmente semelhantes a inibidores de protease. Eles podem

degradar varias proteinas associado a imunidade. Também furealipidios produzidos
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de NRPS pode impedir a expressdao de genes de peptideos antimicrobianos
(SUSSMUTH et al., 2017, NOLLMANN et al., 2015).

Considerando o potencial de bio-controle dos metabdlitos produzidos pelas
bactérias simbiontes do género Photorhabdus, o objetivo desse estudo foi realizar a
prospeccéo e determinar a viruléncia de metabdlitos secundarios provenientes das
bactérias simbiontes do género Photorhabdus com base em suas atividades

inibitorias contra insetos, fungos e bactérias.
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4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Cepas bacterianas

Os extratos bacterianos foram produzidos a partir de quatro cepas
bacterianas do género Photorhabdus, isoladas e identificadas conforme descrito no
capitulo 3 deste trabalho (Tabela 4.1).

Tabela 4.1. Cepas bacterianas utilizadas como fonte de metabdlitos secundarios.

Isolados Cepa Nematoides Espécies de bactéria

NEPs bacteriana Entomopatogénicos

UEL 08 LO8 Heterorhabdtis Photorhabdus luminescens
amazonensis

UENP P05 Heterorhabdtis Photorhabdus luminescens

05 amazonensis

UENP P06 Heterorhabdtis Photorhabdus luminescens

06 amazonensis

UENP P04 Heterorhabdtis mexicana Photorhabdus asymbiotica

04

4.2.2 Prospeccao de metabdlitos secundarios

Culturas bacterianas

Para a producdo de metabdlitos secundarios em meio de cultivo, as bactérias
foram cultivadas em Caldo Triptona Soja (TSB) e incubadas a 28°C com agitacdo a
200 rpm no escuro, seguindo procedimentos resumidos por Stock e Goodrich-Blair
(2012). A cultura bacteriana inicial foi preparada a partir de uma Unica colbnia
recuperada de uma placa NBTA suspensa em 30 mL de TSB e depois incubada a
28° C, 100 rpm. A partir dessa cultura, 1L TSB foi inoculado a 1% (10 mL), e
cultivado sob as mesmas condi¢Bes durante quatro dias antes da extracdo. Em cada
etapa da subcultura, a pureza das culturas foi verificada por estrias em NBTA.

Apbs os 4 dias de crescimento as culturas foram acidificadas com 5M HCI
para pH 4,0. Apés duas horas, os metabdlitos secundarios (MS) foram extraidos
usando um volume igual de acetato de etila. Uma segunda extracdo foi realizada
para garantir o maximo de recuperacdo de MS. As camadas organicas foram
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separadas por centrifugacdo da mistura a 5.000 rpm por 10 minutos. As amostras
foram entdo concentradas em evaporador rotatério Buchi 011 in vacuo a 37-40 °C
até obtencado de residuo oleoso espesso. O solvente remanescente foi evaporado
até a secagem completa por meio de fluxo de ar. Os extratos controle foram
preparados a partir de meio TSB ndo inoculado com a bactéria, utilizando os

mesmos procedimentos de extragao.

4.2.3 Ensaios de bioatividade com extratos de metabolitos secundarios

Os extratos foram avaliados quanto aos efeitos inseticida, antimicrobiano e
antifangicos considerando 0s seguintes organismos: a) lagartas de G. mellonella, b)
bactérias das espécies B. thuringiensis, E. coli e S. aureus e c) fungos: Metarhizium

anisopliae e Beauveria bassiana.

a) Toxicidade sobre insetos

O efeito dos extratos sobre insetos foi avaliado em lagartas de G. mellonella
de duas formas: através de aplicacdo na hemolinfa e por via oral. Na primeira
metodologia, a aplicacdo foi feita com auxilio da microseringa de Hamilton.
Previamente a aplicacdo seguiu-se o protocolo de lavagem da seringa que inclui
uma série de lavagens em solucdo de hipoclorito a 1%, em agua destilada, em
alcool 70% e em solucéo salina. O processo de lavagem foi realizado antes, durante
e depois do experimento. As lagartas utilizadas foram escolhidas por igual tamanho,
cor clara e sem manchas pretas. A inoculacdo foi feita no ultimo par de pernas
injetando-se 10uL de suspenséao bacteriana diretamente na hemolinfa.

Cada tratamento teve trés repeticbes que constituiram uma placa de cultivo
de células de 12 pocos contendo papel de filtro umedecido com 0,25 uL de agua
destilada e dez lagartas inoculadas com as bactérias (uma lagarta por poco). No
tratamento controle, as lagartas foram inoculadas com 10uL de agua destilada. As
placas foram tampadas e mantidas em camara climatizada a 28°C. As lagartas
foram mantidas sem alimentacdo durante todo o experimento e ap0s 48 horas foi
feita a avaliagdo, contando o nimero de lagartas mortas e observando-se o sintoma

de infeccao pelas bactérias.
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Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas
pelo teste de Tukey a 5%, utilizando o programa estatistico Sisvar 5.4 (FERREIRA,
2011).

Para a segunda metodologia, o extrato foi misturado ao alimento, onde cada
larva recebeu 0,25 g de dieta contendo 20uL dos extratos bacterianos. Cada
tratamento foi repetido trés vezes, e cada parcela consistiu de 10 insetos por
repeticdo. O controle consistiu em dieta suplementada com agua e <1% DMSO, para
contabilizar quaisquer efeitos do solvente. A mortalidade foi registrada uma semana

apos o tratamento.

b) Atividade antimicrobiana

Culturas de B. thuringiensis, E. coli e S. aureus foram obtidas apés cultivo por
24 horas em meio LB liquido, uma suspenséao celular de cada bactéria foi inoculada
em agar nutriente (15g de agar nutriente; 5g de peptona bacteriologica; 1000 mL de
agua destilada) (COSTA et al., 2010). O inoculo foi efetuado utilizando-se swab
estéril embebido da suspensdo bacteriana, em trés sentidos, a fim de obter
crescimento confluente em todo o meio. ApGs cinco minutos para secagem das
placas, foram perfurado quatro pocos na placa de Petri e adicionados 60uL do
extrato de cada cepa em pocos individualizados. As placas foram armazenadas a
28°C e apobs 24 horas foi realizado a avaliacdo por meio da observacdo da presenca

ou ndo do halo de inibic&o.

c) Atividade antifangica

Para avaliacdo do efeito antifungico dos extratos foi utilizada a mesma
metodologia descrita no item 3.3.6, substituindo-se as suspensdes bacterianas pelos
extratos.

Os isolados de campo de B. bassiana e M. anisopliae foram obtidos do
Laboratério de Biotecnologia da UNIOESTE. Os fungos foram cultivados em meio
BDA por 15 dias, tempo necessario para que ocorresse a esporulacdo. Os esporos
foram coletados e armazenados em freezer por no maximo 30 dias, antes de serem

utilizados nos ensaios. Suspensdes de esporos foram preparadas e 50 microlitros da
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suspensdo (1x108 esporos/mL) foram espalhados em placa de Petri de 10 cm de
didametro em meio BDA, apos a secagem foram adicionado discos embebidos com
0s extratos e estes foram dispostos em quatro pontos (um por extrato) equidistantes
na placa. As placas foram incubadas no escuro a 25°C durante 24 h. A atividade
antifingica dos extratos foi determinada observando-se a zona de inibicdo do
crescimento ao redor dos discos nas placas de BDA. Os controles consideraram a

adicao apenas de 4gua destilada em cada disco da placa de cultura.
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Atividade inseticida

Para os testes de toxicidade dos efeitos dos extratos metabdlitos injetados
diretamente na hemolinfa de lagartas de G. Mellonella ndo se observou mortalidade
para nenhum dos extratos testados, indicando que estes ndo apresentam atividade
inseticida para esse hospedeiro.

Em trabalhos desenvolvidos por Orozco et al., (2016) os autores observaram
gue a mortalidade de insetos foi variavel (de 0 100%), dependendo do extrato e dos
insetos considerados nos bioensaios.

O teste de ingestdo utilizando dieta umedecida com os extratos das cepas
bacterianas P04, P05, P06 e L08 também nado apresentou mortalidade para as
lagartas de G. mellonella (Figura 4.1).

Fonte: Brito, 2020.

Figura 4.1. Lagartas de Galleria mellonella submetidas a dieta contento extratos
bacterianos de Photorhabdus sp.

Por outro lado, estudos desenvolvidos por Shrestha et al. (2012) mostram que
0 sobrenadante livre de bactérias de diferentes espécies de Photorhabdus spp. ou
cepas quando administradas com dieta em varias espécies de insetos exibiu
toxicidade oral. Também em trabalho desenvolvido por Orozco et al. (2016) foram

observadas atividade inseticida apds ingestdo dos extratos de Photorhabdus, e os
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autores indicam ser o primeiro relato de toxicidade oral de extratos brutos dessa
bactéria, e ainda nesse mesmo estudo foi observado que houve diferenca na
mortalidade quanto a concentragdo do extrato disposto para os insetos.

Se faz necessario mais avaliacbes de ingestdo oral com concentracdes
diferentes para confirmar os resultados obtidos nesse trabalho.

4.3.2 Atividade antimicrobiana

Os extratos das cepas bacterianas P04, P05, PO6 ndo apresentaram halo de
inibicdo para as bactérias testadas, mas para o extrato da cepa LO8 foi possivel
observacdo de um halo de inibicdo ao entorno do desenvolvimento da bactéria S.

aureus (Figura 4.2).

Fonte: Brito, 2021.

Figura 4.2. Atividade antimicrobiana de extrato proveniente da cepa L08 de

Photorhabdus luminescens sobre Staphylococcus aureus.

Os extratos de Photorhabdus produzem MS com atividade de antibiéticos de
amplo espectro (MAXWELL et al.,, 1994; ELEFTHERIANOS et al. 2009;
WATERFIELD et al., 2009) e em trabalhos desenvolvidos por HEVESI, AL-ARABI
(2004) relatam que extratos de varias cepas de Photorhabdus spp. apresentaram
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atividade bactericida contra Erwinia amylovora, o agente causador da queima do
fogo. Em outro estudo, Uma et al. (2010) mostraram o potencial de P. luminescens
para controlar dois importantes patdégenos de plantas, Xanthomas e Pseudomonas

spp.

4.3.3 Atividade fungicida

Para avaliacdo da atividade antifingica dos extratos provenientes das cepas
bacterianas P05, P06 e LO8 utilizando os isolados M. anisopliae e B. bassiana néo
foi possivel a observacado de halo para as cepas citadas, indicando que os extratos
gue corresponde as bactérias da espécie Photorhabdus luminescens nao possuem
atividade responsavel para inibicdo dos fungos, porém a cepa que corresponde ao
isolado P04 da espécie Photorhabdus asymbiotica apresentou halo de inibicao
contra os dois fungos testados (Figura 4.3).

Fonte: Brito, 2021.

Figura 4.3. Atividade antifangica do extrato de Photorhabdus asymbiotica (P04)

frente a Metharizium anisopliae.
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Fang et al. (2014), Chen et al. (1996) e Hazir et al. (2016) sugerem que as
bactérias do género Xenorhabdus tem gerado altos niveis de inibicdo de
crescimento de fungos fitopatogénicos, em relacdo aqueles produzidos por
Photorhabdus, apresentando indices de inibi¢do do fungo N. parvum acima de 70%
comparado com as do género Photorhadbus.

Varios grupos de genes para a biossintese de MS foram identificados em
sequéncias do genoma de Photorhabdus spp. (DERZELLE et al., 2002; CICHE et
al.,2003; BRACHMAN et al., 2007; JOYCE, et al. 2008; BRACHMAN et al., 2012).
Muitos dos compostos biossintetizados pelas enzimas codificadas estao atualmente
sendo investigados para quantificar suas propriedades antimicrobianas
(ELEFTHERIANOS et al., 2008; BOCK et al., 2014; HAZIR et al., 2016).

Segundo Bode (2009), as bactérias simbidnticas de NEPs produzem diversos
metabdlitos que impedem o crescimento de outras bactérias e fungos oportunistas,
incluindo derivados de estilbeno (SHI et al., 2016), acido trans-cinamico (TCA)
(BOCK et al., 2014), xenocoumacinas (YANG et al.,, 2011) e enzimas hidroliticas
como as quitinases, um peptideo que decompde majoritariamente a quitina na
parede celular dos fungos filamentosos (CHEN et al., 1996).

Em trabalho desenvolvido por Hazir et al. (2016) estes avaliaram filtrados
livres de células, obtidos de sete espécies de Xenorhabdus spp. e Photorhabdus
spp. contra Fusicladium carpophilum, F. effusum, Monilinia fructicola, Glomerella
cingulata e Armillaria tabescens. Os autores também verificaram maiores niveis de
inibicdo com metabdlitos de X. szentirmaii, em relacdo as outras bactérias testadas e
ao controle.

Ainda, em trabalho desenvolvido por Orozco et al. (2016) os autores
observaram que os extratos inibiram fortemente o crescimento do fungo Fusarium
oxysporum (Hypocreales: Nectriceae) mas ndo o de Alternaria alternata
(Pleosporales: Pleosporaceae), e apresentarm efeito inibitério moderado a alto foi
sobre B. bassiana.

De forma geral os extratos provenientes das bactérias do género
Photorhabdus, cepas P04 e L0O8 apresentaram atividades de inibicdo para os testes
de atividade antimicrobiana e antifingica realizados, sendo necessario mais testes
para confirmacdo dos resultados. Ja para os extratos provenientes das cepas P05 e

P06 nao apresentaram nenhuma das atividades avaliadas.
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De acordo com Orozco et al. (2016) os extratos provenientes de
Photorhabdus apresentam atividade antimicrobiana variavel, dependendo das
espécies bacterianas alvo.

Em estudo desenvolvido por Orozco et al. (2016), observou-se que 0os MS
produzidos por cepas de Photorhabdus sp. in vitro e in vivo diferiram entre si, 0 que
sugere que o sistema imune do inseto pode estimular a producdo de compostos que
ndo ocorrem quando estes microrganismos séo cultivados em meios de cultura.
Ainda segundo Bode (2009), as variagbes nas porcentagens de inibicdo devem-se
as diferencas de compostos ativos produzidos pelos diferentes géneros de bactérias,
ou mesmo por diferentes cepas de uma mesma espeécie.

Nesse mesmo trabalho citado acima foram realizados testes com nematoides
fitopatogénicos do género Meloidogyne incognita no qual para uma determinada
estirpe CH35 aplicada na concentracdo mais elevada apresentou mortalidade de
100% em todas as concentracbes dos extratos, independente das concentracdes
aplicadas. Do mesmo modo para os extratos da estirpe Caborca relatou menor
mortalidade variando entre 35% e 73%. Indicando baixa atividade considerando a
concentracdo do extrato utilizado bem como o organismo alvo.

Assim, os resultados obtidos neste trabalho sdo considerados iniciais, e se faz
necessario testar outras metodologias para producdo dos extratos, bem como
avaliar o efeito destas sobre outros organismos para uma efetiva comparacdo da

eficiéncia desses extratos.
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