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RESUMO

Caracterizacdo das comunidades de microrganismossaxiados ao meséntero deiatraea
saccharalis e Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Crambidae e Noctuidae)

O primeiro passo para entender as funcoesidabiota do trato digestivo na biologia dos
insetos consiste na identificacdo dos membros slestmunidades. Neste trabalho, as bactérias
presentes no meséntero de lagartas da broca dadeawdicarDiatraea saccharalise da
lagarta-do-cartucho-do-milhdSpodoptera frugiperdaprovenientes de diferentes localidades,
espécies ou variedades de plantas hospedeiras) fdeatificadas por isolamentos em meio de
cultura TSA (Triptona de Soja Agar) e por técnigaseculares que independem do cultivo dos
microrganismos. As lagartas @e saccharalisforam coletadas em nove variedades de cana-de-
acucar nos municipios paulistas de Bocaina, Taeakiuis Anténio.S. frugiperdaforam
coletadas diretamente no campo em milho em Pifa&i&® e populacbes de campo e de
laboratorio foram também alimentadas com dietdi@ati, milho, algodao, sorgo e arroz. Foram
utilizadas 90 lagartas de. saccharalise 40 deS. frugiperdasendo a microbiota de cada lagarta
avaliada individualmente. As bactérias isoladasarfortestadas quanto a capacidade de
degradacéo de celulose, hemicelulose, lignina egeade cana. A caracterizagdao molecular foi
realizada por DGGE (Gel de eletroforese em graelidesnaturante) usando-se a regiao 16S do
RNA ribossémico amplificado de DNA metagenémicoraxto do meséntero de 57 lagartas de
D. saccharalise 26 deS. frugiperda Posteriormente, 6 destas amostras de DNA metagend
de cada uma das espécies de insetos foram clomadas 12 bibliotecas de clones foram
sequenciadas. A comunidade de bactérias cultiv@lasisluas espécies de insetos € composta por
representantes dos filos Firmicutes, ProteobacéeAatinobacteria. A afiliagédo filogenética das
sequéncias das bibliotecas de clones de rRNA 1é8ore a ocorréncia, além destes filos, de
Bacteroidetes enb. saccharalise Bacteroidetes e Acidobacteria €n frugiperda Somente
bactérias isoladas d&. saccharalisapresentaram resposta positiva nos testes dedaegmn
vitro para celulose, hemicelulose, lignina e bagacoade.cA capacidade destes microrganismos
de degradar celulose foi maior do que hemicelubopeucos produziram enzimas para degradar
lignina. Somente duas bactériagresentaram resposta positiva aos testes de degoagara
todas estas fontes de carbono. As sequéncias d& 1BSI destas se agrupam com representantes
de Phyllobacterium trifolii e Bacillus subtilis O maior niumero de sequéncias de bactérias
cultivaveis pertence aos génemacillus (26,4 e 32.4% enbD. saccharalise S. frugiperda
respectivamente)gnterococcus(12,1 e 13%) eMicrobacterium (18 e 12%). As analises das
sequUéncias obtidas do DNA metagendmico revelaraKbpbsiellaesteve presente em todas as
amostras analisadas de. saccharalis As comunidades de bactérias € frugiperda
apresentaram maior variacdo em funcédo do alimé&ntretanto,Ralstoniae Hydrogenophilus
estiveram presentes na maioria das lagartas. Aacd@as das estruturas das comunidades
bacterianas d8. frugiperdeae deD. saccharalisestao diretamente relacionadas com a origem das
populacdes e o tipo de alimentacdo dos insetosiefepca constante de algumas bactérias na
maioria dos insetos indica que estas possam seperdaveis, exercendo alguma fungéo vital
para o inseto ou que apresentam alguma relacaajosaipara o hospedeiro.

Palavras-chave: Diversidade microbiana; Broca daa-cke-acucar; Lagarta-do-cartucho-do-
milho; Microbiota intestinal; Bagaco de cana; Enzimasdigeluloliticas
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ABSTRACT

Characterization of the midgut bacterial communities of Diatraea saccharalis and
Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Crambidae e Noctuidae)

The identification of members of the microtmmmunities is the first step to understand
their roles on insect biology. We have characteritee midgut bacterial community of fifth
instar caterpillars of sugarcane bof@ratraea saccharalisand of fall armywormSpodoptera
frugiperdg through isolation on tryptic soy agar medium ahdough culture-independent
molecular technique®. saccharaliscaterpillars were collected on nine sugarcane trasien
Bocaina, Tanabi and Luis Antdnio cities in Sdo B&thte S. frugiperdawere collected directly
from corn fields in Piracicaba-SP and field andolabory populations were reared on artificial
diet, corn, cotton, sorghum and rice. Nin&y saccharaliscaterpillars and 46. frugiperda
caterpillars were used. The microbiota communitgach caterpillar was evaluated individually.
The ability of bacterial isolates to degrade cela, hemicellulose, lignin and sugarcane bagasse
was assessed. The molecular analyses were basbdnaturing Gradient Gel Electrophoresis
(DGGE) of 16S ribosomal RNA sequences amplifiednfrmetagenomic DNA extracted from 57
individual midgut ofD. saccharalisand 26 fromS. frugiperda Latter, 6 of these metagenomic
DNA of each insect species were cloned and the l@8eclibraries were sequenced. The
cultivable bacterial community of these two insgpecies is composed by representatives of the
phyla Firmicutes, Proteobacteria and Actinobactéertee phylotypes from the clone libraries of
16S rRNA were comprised by Bacteroidetes h saccharalis and Bacteroidetes and
Acidobacteria irS. frugiperdabesides the three phyla found by culturing. Qrdgteria isolated
from D. saccharalishad ability to degrade cellulose, hemicellulosignin and sugarcane
bagasse in thie vitro tests. The ability to degrade cellulose was moraraon than the ability to
degrade hemicelullose and just a few isolates hadability to degrade lignin. The ontwo
bacteria presenting a positive response to degosdat all carbon sources were clustered with
Phyllobacterium trifolii and Bacillus subtilis The greatest number of cultivable bacteria
sequences belongs to gen@acillus (26.4 and 32.4%, il. saccharalisand S. frugiperda
respectively), Enterococcus(12.1 and 13%) andMicrobacterium (18 and 12%). Sequence
analysis from metagenomic DNA revealed the gen€lebsiella in all samples fromD.
saccharalis Bacterial community varied according $ frugiperdahost plant; however, both
RalstoniaandHydrogenophiluggenera were present in the digestive tracts ofctaseom most
host plants. Community structure variationSoffrugiperdaandD. saccharaliss related directly
to insect population origin and type of insect feadirce. The constant presence of some bacteria
in the majority of insects indicates that those roocganisms might either be indispensable,
playing a vital role to the insect, or have sommlsiptic or commensal relation with the insect.

Keywords: Microbial diversity; Fall armyworm; Sugane borerGut microbes;
Sugarcane bagasse; Lignocellumbnzymes
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1 INTRODUCAO

O tubo digestivo € a maior regido de contato evgrasetos e o meio ambiente. Por isso,
€ excelente alvo para tentativas de controle dgaprditofagas de interesse econémico. As
comunidades de microrganismos no trato digestivingetos variam de simples a complexas.
Funcbes importantes tém sido atribuidas aos mianismos presentes no tubo digestivo.
Algumas possiveis func¢des relacionadas a nutriggtuem digestdo de celulose e lignina,
fixacdo de nitrogénio, reciclagem de acido Uricetanogénese e acetogénese a partir de H
CO; (BRIDGES, 19810HKUMA; KUDO, 1996; AYRES et al., 2000).

Estudos mostram que a eliminagéo dos microrganisgeoalmente resulta na reducéo do
desenvolvimento e mortalidade dos insetos hospesjesugerindo assim que 0s microrganismos
sdo importantes para o desenvolvimento normal scienento do inseto. Simbiontes podem
detoxificar compostos de plantas (DOWD, 1992) dbuindo para quebrar a resisténcia de
plantas (KROKENE; SOLHEIM, 1998). Outras funcdes adprevencao da entrada de bactérias
e fungos patogénicos e a producdo de semioquinmgoartantes nas interacdes entre insetos,
sendo estes, em alguns casos, usados como ferardmiagregacdo (BRAND et al., 1975).
Entretanto, para a grande maioria das espéciemnsitos-praga nada se conhece sobre a
diversidade e o papel da microbiota do intestimop@ € o caso de duas importantes pragas no
Brasil: Diatraea saccharalis (Fabricius, 1794) (Lepidoptera: Crambidae) Spodoptera
frugiperda(J.E. Smith 1797) (Lepidoptera: Noctuidae) (ROEL@Qn press).

Estes insetos pertencem a Ordem Lepidoptera, queegundo maior grupo em namero
de espécies, com mais de 150.000 espécies, ateamsapla Ordem ColeoOptera. As lagartas
fitbfagas representam um componente importante @loitdt terrestre. Muitas espécies de
Lepidoptera tém um impacto significante na sociedagimana, tendo um papel benéfico como
polinizadores e fontes de alimento para outros aisiu negativo como pragas na agricultura e
silvicultura. Um caso especial € o bicho-da-sdtambix morj criado para producdo de seda
(sericultura), sendo esta uma das industrias ma®rtantes por muitos anos em mais de 30
paises, especialmente na Asia (China, Jap&o, Cardiailandia, india), Europa (Franca, Italia,
Russia, Roménia, e Bulgaria), e na América doBuad|l) (ROE, 2010 In press).
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B. mori ainda permanece como um dos insetos mais utilizadoestudos genéticos
moleculares e gendémica estrutural e funcioMdnduca sextdoi o primeiro inseto utilizado,
como modelo nos Estados Unidos para muitos estiuwshmiamentais nas areas de imunidade
inata, olfacdo e neurobiologia, endocrinologia, ®gbimica. Avancos em ferramentas
moleculares e técnicas genémicas e de criagdo esmanfizeram dos lepidopteros uma escolha
como sistema modelo de pesquisa (ROE, 2010 In)press

Atualmente, este grupo de insetos tem sido objetestudos que podem resultar em
importantes descobertas para a agricultura e sstndlicomo a necessidade urgente em achar
novos meétodos de controle de lepidopteros-pragssvetelando processos bioldgicos
fundamentais. Neste contexto, na ultima décadafa@scobertos microrganismos que auxiliam

no manejo ou podem controlar o desenvolvimentarkeos.

Outras linhas de pesquisa com Lepidopteros visamtendimento dos mecanismos de
resisténcia a inseticidas, resposta imune, ex@orac das interagcbes
polydnavirus/parasitoides/Lepidopteros inducdo denda nas plantas, neurobiologia, etc. O
sequenciamento do genoma de lepidopteros e seusrgaicismos certamente possibilitardo

novas abordagens cientificas num futuro proximo.

D. saccharalisé a principal praga de cana-de-acUcar no Brasita Espécie é
provavelmente originaria das Américas Central eSdib (SGRILLO, 1979), mas apresenta
atualmente uma ampla distribuicdo geogréfia. fémeas ovipositam, preferencialmente, na
parte dorsal das folhas. As lagartas recém ecledidapam as folhas e quando atingem o
segundo instar penetram no colmo, abrindo gal@PARRA, 1993). Além dos prejuizos diretos
causados como perda de peso, morte das gemasuwabde galerias nos colmos, a broca causa
prejuizos indiretos ainda mais significativos, devia penetracdo de microrganismos
(especialmente os fungdusarium moniliformee/ou Colletotrichum falcatum causadores de
podriddes, que degradam a sacarose diminuindo ezpudo caldo e, consequentemente,
reduzindo o rendimento da produc¢do de acuUcar (GAeLEl., 2002). Outro efeito causado pelos
microrganismos que contaminam o caldo € a conatier&rom leveduras na assimilacdo dos

acucares, levando a diminuicdo na producéo de l&cpeeda no rendimento fermentativo.
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Os prejuizos diretos podem ser causados em quatti@gio do desenvolvimento da
planta. Uma infestacdo no inicio da cultura (cateaaté quatro meses de idade) pode danificar a
regido meristematica da planta (gema apical) calesansintoma conhecido como “coracao
morto”, resultando em falhas nos canaviais (BRA@B01). Ja em plantas adultas, os danos
provocados causam brotacdes laterais, enraizaraéneo, perdas de peso, afinamento e quebra
do colmo, reducéo de entrends e morte da plargagdeva a uma acentuada queda da producao
(PARRA, 1993).

Devido ao hébito criptico, o controle quimico De saccharalis além de ser oneroso,
torna-se inviavel jA que esta passa a maior pa&tseud fase larval dentro do colmo, ficando
dificil o contato com inseticidas (GALLO et al.,@&). O controle varietal desta praga também
ndo tem sido uma opcao viavel. O controle biolégioon o parasitdideCotesia flavipese
eficiente, mas ndo atinge a totalidade das lagapgrsnanecendo um residuo ndo controlado.
Estudos de transformacgdes genéticas da cana caes gar codificam inibidores de proteinases
ou a toxina CrylAb d®acillus thuringiensigBt) podem ser uma opcéo viavel de manej®de
saccharalis (FALCO; SILVA-FILHO, 2003; BRAGA et al., 2003), mas a eficiéncia destas
taticas de controle ainda precisa ser confirmadiagonibilizada.

O Brasil é, atualmente, o maior produtor de acdeacana e de alcool combustivel que
tem se firmado como alternativa renovavel e pouctugmte ao petréleo. O mercado
sucroalcooleiro movimenta cerca de 12,7 bilhdesedes por ano com vendas de acucar, alcool,
aguardente e subprodutos da cana (O Banco Naderiaésenvolvimento Econémico e Social —
BNDES; Centro de Gestéo e Estudos EstratégicosEEC@008), por constituir um mercado de
expressao na economia brasileira, preocupacdes curalidade e a produtividade sdo constantes

no setor.

S. frugiperda conhecida também como lagarta-do-cartucho-doemitgarta-militar ou
lagarta-dos-milharais, € a principal praga da caltlo milho (CRUZ, 1995) e causa prejuizos
econdmicos consideraveis a uma série de culturas cana-de-agucar e algodao (DEGRANDE,
1998), arroz (BOTTON et al., 199BEREIRA; CALAFIORI, 1989), amendoim (ISIDORO; DE
ALMEIRA; PEREIRA, 1997), soja (MOSCARDI; KASTELIC, 1985), sorgo (CORZ;
WAQUIL, 1997), trigo (TAKAHASSHI et al., 1980), afa, abdbora, batata, couve, espinafre,
feijdo, repolho e tomate (CRUZ; MONTEIRO, 200%). frugiperdaocorre em quase todo o
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continente americano, mas, nao apresenta mecanendmpausa e, portanto, ndo é capaz de

sobreviver continuamente em regides de clima teacioer

Na cultura do algodéo, principalmente nas regiGeslyioras dos cerrados, as injurias
causadas pd. frugiperdgpodem ser diagnosticadas desde a emergénciaagé dd maturacao.
As lagartas recém eclodidas desta praga raspamrémouama foliar, enquanto as lagartas
pequenas e médias, por sua vez, geralmente, raspgiderme das bracteas dos botdes florais,
flores e macas antes de perfurarem estas estrugmalutivas. Desde mod8, frugiperdapode
causar seérios prejuizos a producdo em decorrédomgianos causados as macéds do algodao
(DEGRANDE, 1998).

A diferenca na preferéncia alimentar enfde saccharalise S. frugiperdae o
conhecimento do processo digestivo e nutricionadtede insetos sdo questbes cientificas
interessantes. A caracterizagdo da diversidade ideonganismos do trato digestivo pode
fornecer subsidios para elucidar algumas destast@pse O trato digestivo pode ainda ser um
nicho para prospecc¢éao de novos microrganismosimaszjue podem auxiliar na decomposicéo
de varias moléculas. Embora alguns insetos produzahulases, acredita-se que o0s
microrganismos do tubo digestivo tenham um papgomante na quebra desta de lignina e
celulose, especialmente em insetos cuja dieta ke @b nitrogénio e rica em fibras.

Estudos recentes mostraram que bactérias celcdaiestdo presentes em espécies de
cerambicideos, mas, ndo em espécies de escolitilBEALIBERA; HANDELSMAN;
RAFFA, 2005;VASANTHAKUMAR et al., 2007), embora as espécieuudatias desenvolvam-
se em troncos de arvores. A dieta das espéciestigadas € significativamente diferente, sendo
qgue os cerambicideos se alimentam exclusivamenteadeira e os escolitideos de seiva e fungo.
Desta forma, aquelas espécies que se alimentanbdt&rato rico em lignocelulose podem conter
microrganismos com caracteristicas desejaveis pa@arporacdo em processos industriais,
objetivando a decomposicéo de residuos ricos entosel Celulose € um constituinte importante
de residuos lignoceluldsicos renovaveis, como adagle cana, uma importante fonte com
potencial para producdo de glicose, para alimeatagémal e producédo de alcool combustivel.
Uma importante limitacdo no uso de materiais lighalésicos € o alto custo da producéo de

celulases (GADGIL et al., 1995). Véarios microrgamiss sdo capazes de sintetizar celulases, mas
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muito poucos tém demonstrado alto potencial incll6UPTA; MADAMWAR, 1997), sendo

um dos motivos a dificuldade da hidrélise da lignin

Além da importancia econdmica d& saccharalise S. frugiperda estes insetos sao
modelos interessantes para o estudo da participd@amicrobiota do tubo digestivo em
importantes aspectos fisioldgicos e ecoldgicossdns hospedeiroB. saccharalisalimenta-se
de um numero restrito de plantas hospedeiras etm@arfrugiperdaé um inseto polifagd.
saccharalisé sensivel a proteina CrylAc inserida em plangasgiénicas (BRAGA et al., 2003),
assim como a inibidores de proteinase do tipo BawBigk e Kunitz (POMPERMAYER et al.,
2003). Por outro lado$S. frugiperda ndo é susceptivel a CrylAc e é capaz de adaptar-se,
fisiologicamente, a estes inibidores (PAULILLO &t 2000).

O trato digestivo de insetos pode ser uma imptatéonte de novos microrganismos e
genes com potencial de utilizacdo industrial e gm@atica. O trato digestivo de alguns insetos
apresenta camaras com caracteristicas distintagHdenivel de oxigénio e populacdes de
microrganismos que podem funcionar como reator@stribuindo para producdo de energia e
decomposicado de material lignoceluldsico, como fasl® em cupins e besouros que vivem no
tronco de arvores e se alimentam de material meaceulose. Estes microrganismos podem ter
utilizacdo, por exemplo, na producao de glicoserirpde bagaco de cana, para producéo de

etanol.

As bactérias florescem dentro destes organismobaditats naturais caracterizados por
amplas flutuacdes de diferentes fatores como phipeeatura e disponibilidade de nutrientes. As
bactérias adquiriram um grau alto de plasticidaake suas respostas fisiolégicas as mudancas do
ambiente. Assim, a expressdo dos genes relaciomados producdo de enzimas é diretamente
influenciada pelas mudancas ambientais onde artzact® desenvolve e resulta em variacdes
drasticas da atividade enzimatica (HERBERT, 1961 WOOD; TEMPEST, 1969; MELLING,;
BROWN, 1975).

Estes mecanismos reguladores podem operar ao divekitoplasma bacteriano,
controlando a atividade enzimatica envolvida, sdgua natureza da molécula da enzima e o
substrato onde os microrganismos estdo crescen@N@®D; CHANGEUX; JACOB, 1963).

Este tipo de controle é util para os microrganispaster a capacidade de regular a sintese das
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enzimas a nivel genético, e poder controlar a gr@&alule acordo com as condi¢cdes do ambiente.
Isto é alcancado, através de mecanismos reguladmme® inducdo, repressdo (JACOB;
MONOD, 1961) e repressao catabolica (MAGASANIK, 1P6evitando uma producéo e gasto

de energia desnecessario.

A técnica de crescimento continuo em meio de aulpermite vislumbrar estas variacdes
na producdo das enzimas, permitindo mostrar a gwessletiva de diferentes isolados, um
crescimento e producdo enzimatica em ambientedadioal Em geral, isto permite uma maior
compreensao do comportamento microbiano hum cantenaldgico, sendo que a maioria dos
trabalhos que usam o crescimento continuo de ng@n@@mos nas mesmas condicdes ambientais
em situacdes diferentes obtém uma resposta doisngaras condi¢cdes particulares. Porém, a
transicdo entre um estado e outro é um passodiigtal importante nos microrganismos, que
pode permitir induzir a producdo de enzimas derest® (CARLSSON; ELANDER, 1973;
ELLWOOD; HUNTER; LONGYEAR, 1974).

A prospeccdo da producédo de enzimas por micromgasisem grande potencial e esta
diretamente relacionada com a mudanca da depead@mcecursos ndo renovaveis de alto custo
como o petréleo, (LYND et al., 1991). Com a obtend& combustiveis alternativos, podem-se
diminuir as emissdes de gas carbbnico, respongireimais da metade das alteracbes que
desencadearam a mudanca climatica. Converséao bimguile madeira ou residuos agricolas em
etanol, isto parece ser um das op¢des mais eksigrr utilizar todos os componentes basicos da
biomassa, que resultam num combustivel que podaistirrado com gasolina (etanol - gasolina:
15 - 85%), sendo que este novo sistema pode utifizanfra-estrutura do combustivel de

transporte atual.

Pré-tratamento de substratos lignoceluloliticogssencial para a hidrolise enzimatica
eficiente, por causa das varias barreiras fisicaguienicas que inibem, acentuadamente, a
acessibilidade do substrato celuloso pelas enzitegsadadoras. Pré-tratamento a vapor e hidro-
termolise eram dois dos métodos usados no prévteatim para prover a recuperacao da maioria
da hemicelulose derivada do acucar, afracéo facligtina pela extracéo de alcali e a producao
de um residuo de celulose que era, prontamentmlibatio através de enzimas celuloliticas. A
maioria dos métodos de pré-tratamento resultou emaumento dos rendimentos de glicose

enzimética, porém, ao comparar a efetividade ddrptémento, baseado em dados de literatura
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de grupos diferentes, é dificil, pelo uso de vasobstratos celuloliticos (BELTRAME et al.,
1991).

O custo de enzimas usado para a sacarificacaosttios celuloliticos, ainda é a parte
mais cara de um processo de bio-conversao glolsalada em hidrdlise enzimatica e, como
resultado, atencao consideravel tem sido dada@daisnzimas obtidas de microrganismos para
a sacarificacdo de substratos lignoceluloliticos pné-tratamento. Embora, ainda ndo haja
nenhum mecanismo claro do mecanismo pelo qual estasnas promovem a degradacéo
enzimatica. Estas enzimas permitem aproveitar meteomo a lignina, que é o componente da
madeira, com o contetdo de calor alto (26.3 MX&@D) e contribui com 16-33% do peso da
biomassa. A recuperacdo de lignina e sua utilizaz&oitica e a viabilidade econémica da
producao de etanol, sendo que, com aproximadarthewgele lignina é co-produzido um litro de
etanol por um processo de hidrdlise enzimaticanf@acto positivo de co-producéo, até mesmo

se s6 uma fracdo de lignina disponivel é utilizadsignificante (MEISTER, 1996).

Por outro lado, um grande avanco nos estudos dagsanicrobiana foi dado com a
aplicacdo de técnicas moleculares, baseadas naeadal DNA total extraidos diretamente de
ambientes naturais, sem necessidade de cultivaomganismos (MUYZER; SMALLA, 1998;
ARMANN; LUDWIG, 2000; @VERAS, 1997;MUYZER; WAAL; UITTERLINDER, 1993;
ZHOU et al.,, 2004KEMP; ALLER, 2004). Os estudos moleculares tornasanpossiveis a
partir de Pace et al., (1986), pioneiros em arglde comunidades microbianas utilizando
informacfes de sequéncias de nucleotideos do gemecafificam o RNA ribossémico 16S

(rDNA), um gene muito conservado, encontrado eras@s$ células procariotas.

Uma das técnicas utilizadas para avaliar as esasitdas comunidades microbianas,
através da variabilidade das sequéncias de rDNA 68 DGGE (Gel de eletroforese em
gradiente desnaturante), método desenvolvido pozbty Wall e Uitterlinder (1993). O DGGE
consiste na separacdo de fragmentos de DNA de m&snanmho, obtidos por amplificacdo de
uma regido especifica de um gene pela reacédo eemacdd polimerase (PCR), em um gel de
poliacrilamida contendo um gradiente desnaturaatardia e formamida. O padrdo de migragéo
desses fragmentos (amplicons) no gel é resultadmm@osicdo de nucleotideos dos mesmos e
seu teor G+C (LAMBAIS et al., 2005). A técnica d&BGE néo é suficiente para determinar e

identificar diretamente as espécies ou grupos faxawos em uma amostra (JOYNT et al.,
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2006). Para tanto, € necessario fazer a excis@ngdicon do gel e sequencia-lo (LAMBAIS et
al., 2005).

O sequenciamento do rDNA 16S a partir de amostrdsemtais tem contribuido para o
conhecimento da diversidade e da estrutura dasruidades de procariotos nos mais diferentes
ambientes (SINGLETON, et al., 2001; LAMBAIS et akp05; KEMP; ALLER, 2004),
revelando que a diversidade microbiana € muito md que se imaginava (LOZUPONE;
KNIGHT, 2005; PACE, 1997;ZHOU et al.,, 2004;KEMP; ALLER, 2004). A analise de
comunidades microbianas, pode ser realizada atdavésquenciamento de clones de rDNA 16S,
gue se baseia na amplificacdo de um fragmento ifispedo rDNA 16S, a partir do DNA
metanogénico, utilizando-se iniciadores especifimsnagem desses amplicons em vetores
apropriados e sequenciamento dos insertos. UmadindiéggcOes da utilizacdo de PCR para
obtencado de clones representativos de uma comuné@adcamplificacdo preferencial de algumas
subpopulacdes mais abundantes em detrimento da®smapundantes. Esta técnica, que
possibilita a estimativa da diversidade microbidaaim ambiente, tem permitido a identificacdo
de parametros ambientais (poluicdo, manejo agrietds) que afetam essa diversidade (NUBEL
et al., 1999).

As informacgbes geradas a partir do sequenciameéatoDNA 16S representam uma
grande quantidade de dados que precisa ser prdaessen auxilio de algoritmos especificos
(LAMBAIS et al., 2005), que podem ser utilizadosegpdiferentes tipos de analises. A avaliacao
da diversidade e a comparacdo de comunidades dmrigtos sdo baseadas no grau de
similaridade entre sequiéncias de rDNA 16S, as g#&#osagrupadas em unidades taxonémicas
operacionais (UTO) ou filotipos (NUBEL et al., 1999TACH et al., 2003). Normalmente
sequéncias de rDNA 16S com similaridades maioregueo97% séo consideradas como sendo
da mesma espécie, muito embora, esse nivel deagtaille ndo tenha consenso na literatura
(LOZUPONE; KNIGHT, 2005;KEMP; ALLER, 2004;NUBEL et al., 1999;STACH et al.,
2003). A estimativa da diversidade baseada em Qldys ser cautelosamente interpretada, ja
gue os niveis de similaridade entre as sequéneiaBMA 16S para definicdo de OTUs ndo séo
consensuais. No entanto, o uso de UTOs é aproppadocomparar rigueza relativa quando se
avalia sequéncias de rDNA 16S de uma mesma regiadeanesmo tamanho (STACH et al.,
2003).



29

InformagOes geradas a partir do sequenciamentoedesgde rDNA 16S, podem ser
comparadas com seqiiéncias depositadas em bandadatepublicos (GeneBank do NCBI) para
determinacdo do organismo com sequéncia mais siemgaas possiveis funcées no ambiente do
qual foram obtidas (LAMBAIS et al., 2005), e o Réisomal Database Project I, o qual permite a
determinacdo das relacdes filogenéticas das segiéme rDNA 16S obtidas com sequiéncias
depositadas. Por meio dessas seqiéncias, tambéssigg) comparar comunidades microbianas
de ambientes diferentes. Para isso foi criado o grpma  S-LibShuff
(HTTP:/lwww.plantpath.wisc.edu/fac/joh/S-LibShuffil), o qual foi utilizado para determinar
as dissimilaridades entre duas ou mais bibliotedasrDNA 16S (SCHLOSS; LARGET,
HANDELSMAN, 2004).

Métodos paramétricos e ndo-paramétricos vém serndto mtilizados para estimar a
rigueza de espécies microbianas em amostras amiBig@BOHHANNAN; HUGHES, 2003;
GASTON, 1996; CHAO; SHEN; HWANG, 2006;SHEN; CHAO; LIN, 2003). Modelos
paramétricos sdo muito eficientes para avaliar @enddncia relativa de UTOs em amostras
relativamente grandes. Por tanto, este método @mermdado para estimar diversidade de
microrganismos que sdo dominantes necessitandeaddeas quantidades de dados para suportar
0s modelos de abundancia. Em contraste, métodepardmétricos foram desenvolvidos para
estimar diversidade a partir de pequenas amosrasrdunidade considerando as espécies raras,
presentes uma ou duas vezes por amostra e ndoddegenconhecimento prévio do tipo de
distribuicao de frequéncia de ocorréncia dos mgaoismos (KEMP; ALLER, 2004).

Os estimadores nao-paramétricos mais utilizados gealiar a diversidade de espécies
microbianas séo o Chaol e o ACE (Abundance-Bass@i@ge Estimator). O primeiro utiliza o
namero de espécies raras para estimar a riquekil @s (BOHANNMAN; HUGHES, 2003),
considerando os filotipos que apareceram uma ots digges dentro de uma biblioteca
determinada. O segundo separa as espécies em gaups abundantes e somente 0S grupos
raros sao utilizados para estimar a diversidadecnébecida (CHAO; LEE, 1992), estimando o
namero total de filotipos em um ambiente. Estenesdior € recomendado para amostras que
contém uma maior abundancia de individuos da messpécie (KEMP; ALLER, 2004). A
rigueza de espécies € um dos componentes dos dndécaliversidade que é utilizado para

compreensdo do funcionamento de uma comunidade leempOs indices de diversidade
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consistem nas relagBes entre o nimero de espamesompdem a comunidade e o numero de
individuos de cada populagdo (MARGALEF, 1958).

Foram objetivos deste trabalho a Identificagc&do masorganismos associados ao tubo
digestivo de larvas d®. saccharalise S. frugiperda,caracterizandoatravés de meétodos
microbiolégicos tradicionais e por métodos molemdaas populacbes de microrganismos
associados e identificar aqueles que possuem &idada para degradar deferentes fontes de
carbono na tentativa de determinar a sua funcadigestdo destes insetos e o potencial para
utilizacdo na decomposicéo de residuos ricos emdigjulose.



31

Referéncias

ARMANN, R.I.; LUDWIG, W. Ribosomal RNA- targered oleic acid probes for studies in
microbial ecologyMicrobiology Reviews New York, v. 24, p. 555-565, 2000.

AYRES, M.P.; WILKENS, R.T.; RUEL, J.J.; LOMBARDER®.J.; VALLERY, E. Nitrogen
budgets of phloem-feeding bark beetles with antiauit symbiotic fungiEcology, Washington,
DC, v. 81, n. 8, p. 2198-2210, 2000.

BELTRAME, P.L.; CARNITI, P.; VISCIGLIO, A.; FOCHERB.; MARZETTI, A. Fractionation
and bioconversion of steam-exploded wheat stBaaresource TechnologyEssex, v. 39, p.
165-172, 1991.

BOHHANNAN, B.J.M.; HUGHES, J. New approaches tolgmiag microbial biodiversity data.
Current Opinion in Microbiology , London, v. 6, p. 282-287, 2003.

BOTTON, M.; CARBONARYI, J.J.; GARCIA, M.S.; MARTINSI.F. Preferéncia alimentar de
Spodoptera frugiperdél].E. Smith, 1997) (Lepidoptera: Noctuidae) enoag capim-arroz.
Anais da Sociedade Entomoldgica Brasileiralaboticabal, v. 27, p. 207-212, 1998.

BRAGA, D.P.V.Caracterizagéo de duas variedades de cana de acudeansformadas
geneticamente com o gene que codifica a proteinay@A(B) de Bacillusthuringiensis (Bt)
para resisténcia aDiatraea saccharalis (Lepiddptera : Crambidae). 2001. 71p. Dissertacdo
(Mestrado em Genética e Melhoramento de Plantasgela Superior de Agricultura “Luis de
Queiroz”, Universidade de Sao Paulo, Piracicab@120

BRAGA, D.P.V.; ARRIGONI, E.D.B.; SILVA-FILHO, M.C.JULIAN, E.C. Expression of the
Cryl1Ab protein in genetically modified sugarcanetfte control oDiatraeasaccharalis
(Lepidoptera: Crambidae)ournal of New SeedsPhiladelphia, v. 5, p.209-222, 2003.

BRAND, J.M.; BRACKE, J.W.; MARKOVETZ, A.J.; WOOD, b.; BROWNE, L.E.
Production of verbenol pheromone by a bacteriudaisd from bark beetledlature, London,
v. 254, p. 136-137, 1975.

BRIDGES, J.R. Nitrogen-fixing bacteria associatethwark beetlesMicrobial Ecology, New
York,v. 7, p. 131-137, 1981.

CARLSSON, J.; ELANDER, B. Regulation of dextranssg formation btreptococcus
sanguis Caries ResearchBasel, v.7, p. 89-101, 1973.

CHAO, A.; LEE, S.M. Estimating the number of class@& sample coveragéournal of the
American Statistical Association Alexandria, v. 87, p. 210-217, 1992.

CHAO, A.; SHEN, T.J.; HWANG, W. Application of Lagte’s boundary-mode approximations
to estimate species and shared species richhessalian & New Zealand Journal of
Statistics Melbourne, v. 48, n. 2, p. 117-128, 2006.



32

COORDENACAO BNDES e CGEE. Bioetanol de Cana-de-acgugnergia para o
desenvolvimento sustentavel. Rio de Janeiro, 2€6)8.6, p. 151-169. Disponivel em:
http://www.bioetanoldecana.org. Acesso em : 1609

CORTEZ, M.G.R.; WAQUIL, J.M. Influéncia de cultikes e nivel de infestacdo 8podoptera
frugiperda(J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) no rendiraid SorgoAnais de Sociedade
Entomologica do Brasi| Jaboticabal, v.26, p. 407-410, 1997.

CRUZ, I.A lagarta do cartucho do milho.Sete Lagoas: EMBRAPA-CNPMS, 1995. 45p.
(Circular Técnica, 21).

CRUZ, I.; MONTERO, M.A.RControle biologico da lagarta do cartucho do milho
Spodoptera frugiperda utilizando o parasitdéide de ovodrichogramma pretiosum. Sete
Lagoas: EMBRAPA-Milho e Sorgo, 2004. 4p. (Comuniaéécnico, 98.).

DELALIBERA, Jr. I.; HANDELSMAN, J.; RAFFA, K.F. Cotmasts in cellulolytic activities of
gut microorganisms between the wood boBaperda vestitéColeoptera: Cerambycidae), and
the bark beetlesps piniandDendroctonus frontaligColeoptera: Curculionidae)
Environmental Entomology, College Parky. 34, p. 541-547, 2005.

DEGRANDE, P.E.Guia prética de controle das pragas do algodoeir®ourados: UFM,
1998. 60p.

DOWD, P.F. Insect fungal symbionts: A promising imeuof detoxifyinenzymeslournal of
Industrial Microbiology , Berlin,v. 9, p. 149-161, 1992.

ELLWOOD, D.C.; TEMPEST, D.W. Control of Teichoicc&l and Teichuronic Acid
Biosyntheses in Chemostat Cultures of BacillusiBsivar. niger. Biochemistry Journal,
London,v. 111, p. 1-5, 1969.

ELLWOOD, D.C.; HUNTER, J.L.; LONGYEAR, V.M.C. Growtof Streptococcus mutans in a
chemostatArchives Oral Biology, London, v. 19, p. 659-664, 1974.

FALCO, M.C.; SILVA FILHO, M.C. Expression of soybeg@roteinase inhibitors in trangenic
sugarcane plants: Effects on natural defense d@daiasaea saccharalisPlant Physiology and
Biochemistry, Paris, v.41, p. 761-766. 2003.

GADGIL, N.J.; DAGINAWALA, H.F.; CHAKRABARTI, T; KHANNA, P.Enhanced cellulase
production by a mutant dfrichoderma reeseEnzyme and Microbial Technology, New York,
v. 17, n. 10, p. 942-946, 1995.

GALLO, D.; NAKANO, O.; SILVEIRA, N.S.; CARVALHO, RP.L.; BAPTISTA, G.C. DE;
BERTI FILHO, E.; PARRA, J.B.P.; ZUCCHI, R.A.; ALVES.B.; VENDRAMIN, J.D;
MARCHINI, L.C.; LOPES, J.R.S.; OMOTO. Manual de entomologia agricolal10.ed.
Piracicaba: FEALQ. 2002. 920p.



33

GASTON, K.J. Species richness: measure and measatem: GASTON, K. JBiodiversity:
A biology of numbers and difference. Cambridge: lBngd: Blackwell, 1996. p. 77-113.

GUPTA, A.; MADAMWAR, D. Solid state fermentation dgnocellulosic waste for cellulase
and beta-glucosidase production by cocultivatioAsgergillus ellipticusand Aspergillus
fumigatus Biotechnology ProcessNew York, v. 13, n. 4, p. 166-169. 1997.

HERBERT, D.SymposiumSociety for General Microbiology ProceedingsMarlborough, v.
11, p. 391-416, 1961.

ISIDORO, R.; DE ALMEIRA, R.P.; PEREIRA, J.0.V. Camso foliar deSpodoptera frigiperda
em amendoim cultivares Tatu e CNPA BRREvista de Oleagionosas e Fibrosa8ampina
Grande, v.1, p. 37-42, 1997.

JACOB, F.; MONOD, J. Genetic regulatory mechanigmthie synthesis of proteindournal
Molecular Biology, Boston, v. 3, p. 318-356, 1961.

JOYNT, J.; BISCHOFF, M.; TURCO, R.; KONOPKA, A.; NATSU, C.H. Microbial
community analysis of soils contaminated with legdomium and petroleum hydrocarbons.
FEMS Microbiology Ecology, Oxford, v. 51, p. 209-219, 2006.

KEMP, P.F.; ALLER, J.Y. Bacterial diversity in adgiaand other environments: what 16S
rDNA libraries can tell usfEMS Microbiology Ecology, Oxford, v. 47, p. 161-177, 2004.

KROKENE, P.; SOLHEIM, H. Pathogenicity of four lelu stain fungi associated with
aggressive and nonaggressive bark bed®legtopathology, Saint Paul,v. 88, p. 39-44, 1998.

LAMBAIS, M.R.; CURY, J.C.; MALUCHE-BARETTA, C.; BUL, R.C. Diversidade
Microbiana nos Solos: Definindo Novos ParadigmasVIDAL-TORRADO, P.; ALLEONI,
L.R.F.; COOPER, M.; SILVA, A.P.; CARDOSO, E:Dopicos em ciéncia do solovicosa, MG:
Sociedade Brasileira de Ciéncia do Solo, 2005..chap. 43-84.

LOZUPONE, C.; KNIGHT, R. UniFrac: A New PhylogereMethod for Comparing Microbial
CommunitiesApplied and Environmental Microbiology, Washington, DC, v. 71, p. 8228-
8235, 2005.

LYND, L.R; CUSHMAN, J.H.; NICHOLS, R.J; WYMAN, C.B-uel Ethanol from Cellulosic
Biomass.Science Washington DC, v. 251, n. 4999, p. 1318-1323, 1991.

MARGALEF, R. Information theory in ecologgenetic SystematicNew York, v.3, p. 36-71,
1958.

MAGASANIK, B. Catabolite Repressiofold Spring Harbor Symposia on Quantitative
Biology, New York, v. 26 p. 249-256, 1961.



34

MEISTER, J.J. Chemical Modification of Lignin. :IBAVID, N.; HON, S.Chemical
modifications of lignocellulosic material.New York: Marcel Dekker, 1996. chap 5. p. 129-
157.

MELLING, J.; BROWN, A. Sensitivity oPseudomonus aeruginotaPolymyxin B sulphate
and EDTA: Role of the Divalent Cation of the Growdledium.Society for General
Microbiology Proceedings Marlborough, v. 3, p. 68-69, 1975.

MONOD, J.P.; CHANGEUX; JACOB, F. Allosteric protaimnd cellular control systems.
Journal of Molecular Biology, Boston, v. 6p. 306—329, 1963.

MOSCARDI, F.; KASTELIC, J. 1985. Ocorréncia de wmepoliedrose nuclear e virus de
granulose em populacdes 8podoptera frugiperdatacando soja na regiao de Sertaneja, PR. In:
EMBRAPA. Centro Nacionalde Pesquisa de Soja. Resalios de pesquisa de sqja

Londrina. SC. Brasil. 1984/85. p.128. ( EMBRAPA-C3&? Documentos, 15).

MUYZER, G.; WAAL, E.C. de; UITTERLINDEN, A.G. Prding of complex microbial
populations by denaturing gradient gel electropsisranalysis of polymerase chain reaction-
amplified genes encoding for 16S rRN¥pplied and Enviromental Microbiology,
Washington, DC, v. 59, p. 695-700, 1993.

MUYZER, G.; SMALLA, K. Application of degradient gjelectrophoresis (DGGE) and
temperature gradient gel electrophoresis (TGGH)igrobial ecologyAntonie van
Leeuwenhoek Wageningen, v. 73, p. 127-141, 1998.

NUBEL, U.; GARCIA-PICHEL, F.; KUHL, M.; MUYZER, GQuantifying microbial diversity:
morphotypes, 16S rRNA genes, and carotenoids ajemg phototrophs in microbial mats.
Applied and Environmental Microbiology, Washington, DC, v. 65, p. 422-443, 1999.

OHKUMA, M; KUDO, T. Phylogenetic diversity of thatestinal bacterial community in the
termiteReticulitermes speratupplied and Environment Microbiology, Washington, DC, v.
62, p. 461-468, 1996.

@VERAS, L; FORNEY, L.; DAAE, F.L.; TORSVIK, V. Disibution of bacterioplankton in
meromitic lake saelevannet, as determined by dangtgradient gel electrophoresis of
PCRamplified gene fragments coding for 16S rRpplied and Environmental
Microbiology, Washington, DC, v. 63, p. 3367-3373, 1997.

PACE, N.R.; STAHL, D.A.; LANE D.J.; OLSEN, G.J. Tlamalysis of natural microbial
populations by ribosomal RNA sequenc&dvances in Microbial Ecology New York, v. 9, p.
1-55, 1986.

PACE, N.R. A molecular view of microbial diversimd the biospher&cience Washington,
DC, v. 276, p. 734-740, 1997.

PARRA, J.R.P. Controle das principias pragas da danacucar. In: CAMARA, G.M.S.;
OLIVEIRA. E.M. de (Ed.)Producéo de cana de acucalPiracicaba: FEALQ. 1993. p. 184-197.



35

PAULILLO, L.C.; LOPES, R.A.; PLINIO, T.C.; PARRA,R.P.; TERRA, W.R.; SILVA
FILHO, M.C. Changes in Midgut Endopeptidase Activaf Spodoptera frugiperda
(Lepidoptera: Noctuidae) are Responsible for Adamtao Soybean Proteinase Inhibitors.
Journal of Economic Entomology Lanham, v. 93, 892-896, 2000.

PEREIRA, M.C.C.F.; CALAFIORI, M.H. Prejuizos @podoptera frugiperd@).E. Smith, 1797)
na cultura do arroz (Oriza sativa LEcosistema Espirito Santo do Pinhal, v. 14, p.193-196,
1989.

POMPERMAYER, P.; FALCO, M.C.; PARRA, J.R.P.; SILVALHO, M.C. Coupling diet
quality and Bowman-Birk and Kunitz-type soybeantpimmase inhibitor effectiveness atraea
saccharalisdevelopment and mortalitiEntomologia Experimentalis etApplicata, Dordrecht,
v. 109, p.217-224, 2003.

ROE, A.D.; WELLER, S.J.; BAIXERAS, J.; BROWN, J.UMMINGS, M.P.; DAVIS, D.R;
KAWAHARA, A.Y.; PARR, C.S.; REGIER, J.C.; RUBINOFB.; SIMONSEN,T.J;
WAHLBERG, N.; ZWICK, A. Evolutionary framework fdrepidoptera model systems. In:
GOLDSMITH, M.R.; MAREC F. (Ed.Molecular Biology and Genetics of the Lepidoptera.
Boca Raton: Taylor & Francis Group, 2010. Unpulddhchap. 1, p. 1-19. In press.

SCHLOSS, P.D.; LARGET, B.R.; HANDELSMAN, J. Intetemm of microbial ecology and
statistics: a test to compare gene libradgmplied and Environmental Microbiology,
Washington, DC, v. 70, n.9, p. 5485-5492, 2004.

SGRILLO, R.B. Desenvolvimento de modelo matematico para populacé@a broca da cana
de acucar,Diatraea saccharalis (Fabr., 1974) e simulacdo da técnica do individusstéril.
1979 189p. Tese (Doutorado em Entomologia) - EsSolgerior de Agricultura “Luis de
Queiroz”, Universidade de Sao Paulo, Piracicab@919

SHEN, T.J.; CHAO, A.; LIN, C.F. Predicting the nuerlof new species in further taxonomic
sampling.Ecology, Ithaca, v. 84, n. 3, p. 798-804, 2003.

SINGLETON, D.R.; FURLONG, M.A.; RATHBUN, AND WHITMA\, W.B Quantitative
comparisons of 16S r RNA gene sequence librarga gnvironmental sample&pplied and
Environmental Microbiology, Washington, DC, v. 67, p. 4374-4376, 2001.

STACH, J.E.M.; MALDONADO, L.A.; MASSON, D.G.; WARDA.C.; GOODFELLOW, M.;
BULL, A.T. Statistical approaches for estimatingimabacterial diversity in marine sediments.
Applied and Environmental Microbiology, Washington, DC, v. 69, p. 6189-6200, 2003.

TAKAHASSHI, M.K.; NAKANO, O.; ORSI, J.R. Avaliacade danos causados por Spodoptera
frugiperda (J.E. Smith, 1797) (Lepidoptera — Nasthig)) em cultura de trig&olo, Piracicaba,
V.72, p.43-44, 1980.

VASANTHAKUMAR, A.; CARDOZA, Y.; DELALIBERA Jr., |.; SCHLOSS, P.D.
HANDELSMAN, J.; KLEPZIG, K. D.; RAFFA, K. F. Gut Baeria of Bark and Wood Boring



36

Beetles INWORKSHOP ON GENETICS OF BARK BEETLES AND ASSOCIATE D
MICROORGANISMS ,3., 2007. Asheville, North Carolina, USA: Procegd Fort Collins:
U.S. Department of Agriculture, Forest Service, Roglountain Research Station, CO, 2007.
p.49-51.

ZHOU, J.; XIA, B.; HUANG, H.; PALUMBO, A.V.; TIEDJEJ. M. Microbial Diversity and
Heterogeneity in Sandy Subsurface Sdlgplied and Enviromental Microbiology,
Washington, DC, v.70, n.3, p. 1723-1734, 2004.



37

2 BACTERIAS CULTIVAVEIS DO MESENTERO DE Spodoptera frugiperda E Diatraea
saccharalis E CAPACIDADE DESTAS EM DEGRADAR CELULOSE, HEMICELU LOSE
E LIGNINA

Resumo

A diversidade de bactérias do meséntero darti@do-cartucho-do-milhoSpodoptera
frugiperda e da broca da cana-de-acucBiatraea saccharalis(Lepidoptera: Crambidae e
Noctuidae) foi determinada por isolamento em meccdltura TSA (Triptona de Soja Agar) e
sequenciamento parcial da regido 16S do RNA ribbogsd As lagartas dB. saccharalisforam
coletadas nas variedades de cana-de-agUcar SP33-3B83-5054, RB84-5210, RB86-7515,
RB93-5744, RB72-454, SP81-3250, SP91-1049, RB8&-508s municipios paulistas de
Bocaina, Tanabi e Luis AntbnioS frugiperdaoriundas dos hibridos de milho Pioneer 30F90 e
DowAgroScience 2B710, de Piracicaba. Foram utiksadO lagartas de quinto instar de
saccharalispor variedade de cana totalizando 90 lagartas de®) frugiperdapor variedade de
milho, totalizando 40 lagartas, sendo a microbdsacada lagarta avaliada individualmente. As
bactérias isoladas foram testadas quanto a caplactttadegradacao de celulose, hemicelulose,
lignina e bagaco de cana. Foram isoladas 140 @d@ie bactérias d2 saccharalise 108 deS.
frugiperdaque resultaram na identificagao de 59 e 52 unided@mnomicas operacionais (UTO),
respectivamente. A comunidade bacteriana das dyegies de insetos foi composta na maioria
por representantes de Firmicutes e também pordbratéeria e Actinobacteria. O maior nimero
de sequéncias de bactérias cultivaveis pertenceg@osrosBacillus (26,4 e 32.4%, enb.
saccharalise S. frugiperdarespectivamenteélnterococcugl2,1 e 13%) dicrobacterium(18 e
12%). Somente bactérias isoladaddesaccharalisapresentaram resposta positiva nos testes de
degradacéan vitro para celulose, hemicelulose, lignina e bagaco alea.c Somenteduas
bactérias apresentaram resposta positiva nos tdstekegradacdo para todas estas fontes de
carbono. Estas apresentam seqUéncia de rRNA 168lhsartes aPhyllobacterium trifolii e
Bacillus subtilis A capacidade destes microrganismos de degradiaose foi maior do que
hemicelulose e poucos produziram enzimas para diglignina. As bactérias que apresentaram
a maior capacidade de degradacao de celulose @aliogicado> 2cm) sdo agrupadas préximo a
Microbacterium paraoxydans e Bacillus licheniformis

Palavras-chave: Lagarta-do-cartucho-do-milho; Baaaana-de-agucar; Microbiota
intestinal; Bagaco deaalignina; Hemicelulose; Celulose



Abstract

Midgut bacterial diversity from fall armyworn$podoptera frugiperda(Lepidoptera:
Noctuidae) and from sugarcane borBiatraea saccharalis(Lepidoptera: Crambidae) was
determined by isolation on the Tryptic Soy Agar med (STA) and identified by partial
sequencing of the 16S ribosomal RNA regin.saccharaliscaterpillars were collected from
sugarcane varieties SP83-2847, SP83-5054, RB84-12B686-7515, RB93-5744, RB72-454,
SP81-3250, SP91-1049, RB86-5035 from the followaiges of Sdo Paulo state: Bocaina,
Tanabi and Luis AntonidS. frugiperdacaterpillars were collected from Piracicaba, SRiifeg
on corn, varieties Pioneer 30F90 and DowAgroScigti8@10. TenD. saccharaliscaterpillars
from the fifth instar were used per sugarcane wgrieotaling 90 caterpillars. Twent§p.
frugiperdacaterpillars on the fifth instar were used pemceariety, totaling 40 caterpillars. The
microbiota community of each caterpillar was evtddaindividually. The ability of bacterial
isolates to degrade cellulose, hemicellulose, tigamd sugarcane bagasse was determined. From
D. saccharalisand S. frugiperdabacteria community, 140 and 108 colonies were fisdla
resulting in the identification of 59 and 52 operyaal taxonomic units (OTU), respectively. The
bacterial community of both insect species is casepanainly by Firmicutes representatives and
also by Proteobacteria and Actinobacteria. Thetgséaumber of cultivable bacteria sequences
belongs to generBacillus (26.4 and 32.4%, iD. saccharalisandS. frugiperda respectively),
Enterococcug12.1 and 13%) anillicrobacterium(18 and 12%). Only bacteria isolated fr@m
saccharalishad ability to degrade cellulose, hemicellulodiggin and sugarcane bagasse in the
in vitro tests. The onlywo bacteria presenting a positive response toadiegion of all carbon
sources were clustered wiBhyllobacterium trifoliiand Bacillus subtilis The ability to degrade
cellulose was more common than the ability to degrtaemicelullose and just a few isolates had
the ability to degrade lignin. The bacteria presgnthe greatest ability to degrade cellulose,
shown by inhibition halos greater than 2 cm, clestewith sequences closely related to the
speciedMicrobacterium paraoxydansndBacillus licheniformis

Keywords: Fall armyworm; Sugarcane borer, Gut nies) Sugarcane bagasse, Lignin,
Hemicellulose; Cellulose
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2.1 Introducgéo

A diversidade da microbiota intestinal dos insgiode ser bastante variavel, com alguns
insetos apresentando uma comunidade simples, ctengespoucas espécies até comunidades
bastantes complexas. A riqueza de espécies e alaimia relativa destas, provavelmente esta
diretamente ralacionada com a estrutura do tragestlvo, o pH, a condi¢do redox, o hébito
alimentar e as enzimas digestivas relacionadasNBI&, 1995). O trato digestivo constitui um
reservatorio enorme e quase inexplorado de relajdsoticas complexas, que podem permitir
a compreensdo de processos bioquimicos e fisia$gios insetos (STEINHAUS, 1960),
abrigando microrganismos que resultam da sua edmsio ambiente externo, os quais podem
ser transientes, crescer ou ser digeridos por exszeénexcretados (WALKER et al., 1999). Podem
também ter uma associacdo duradoura, exercendoddsingmportantes na nutricao,
desevolvimento, resisténcia a patdégenos e reproddgdhospedeiro (DILLON & DILLON,
2004).

A adequacdo dos meétodos para estimar a diversidadeicrobiota vai depender da
complexidade das comunidades. Em geral, a divelsidas microrganismos cultivaveis € menor
que a dos ndo cultivaveis. Técnicas molecularesfgddamentais para a identificacdo dos
organismos nédo cultivdveis e trouxeram um gran@m@y no entendimento das interagbes que
ocorrem em comunidades complexas (WALKER et 899). Estadiversidade é determinada
pela riqueza e abundancia relativa (equitatividabie)espécies. Estes fatores refletem pressoes
seletivas que amoldam os microrganismos preseptésato digestivo, 0s quais constituem um
reservatorio enorme e quase inexplorado de relapddsoticas. O entendimento destas relacdes
podem permitir a compreencao de processo bioquieitgiologico dos insetos. Desta forma, é
necessario que 0S microrganismos sejam estudaddso dde um contexto ecolégico como

importantes componentes do sistema (STEINHAUS, 1960

Dentro dos estudos de funcionalidade da microbesti#® bem estabelecida a relacdo entre
espiroquetas que fornecem carbono, nitrogénio reeg@a necesséria para a nutricdo de cipins
via acetogénese e fixacdo de nitrogénio (BREZNAKIgt2002). A degradagdo microbiana de
compostos aromaticos de plantas pode ocorrer twibtstinal de cupins e pode contribuir com
0 requerimento de carbono e energia para o INBROKNE et al., 1995). Enzimas digestivas de

alguns insetos podem ser derivadas da microbioténpexistem poucos estudos que mostram a
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contribuicdo da producdo de enzimas pelos micresges no trato digestivo nos insetos
(DILLON; DILLON, 2004).

Em Lepidopteros, devido a falta de estruturas éslmadas e ao fluxo rdpido do
alimento, alguns pesquisadores acreditam que ailmagéio na nutricdo e digestdo pelos
microrganismos seja pouca (BIGNELL; EGGLETON, 1P9Bm contra posicdo, Cambell
(1990), afirma que os microrganismos exercem ummgdfol fundamental, jA que o perfil
metabdlico da digestdo dos insetos pode se defieias suas relagBes simbidticas com
microrganismos, podendo contribuir na transformagBo macromoléculas em nutrientes
essenciais. Assim, faz-se necessaria uma caragi@oizda microbiota intestinal aerdbica e
anaerobicas usando técnicas convencionais e matesulpermitindo conhecer a diversidade de
géneros presentes. No caso das principais espggmiésrianas cultivaveis que sdo capazes de
produzir proteases, 0 crescimento em meio de eufiarmite isolar, identificar e caracteriza-las
(BRENNAN et al 2004).

Enzimas séo necessarias para degradacao da pelaglde dos tecidos, como é o caso da
celulose, que € o componente principal das plaatgsr isso € o material organico mais
abundante na natureza. A maioria dos materiaisotiéicos contém trés componentes principais:
celulose, hemicelulose e lignina. Estas molécuts guebradas pela acdo de um grande
diversidade de bactérias e fungos que as utilimeodonte de energia (GOKS@YR, et al., 1975).

A celulose é um polimero linear de 8000-12000 wedade glicose, dispostas em
moléculas paralelas mantidas unidas por pontesidtegénio. Estas fibras sdo, além disso,
cristalinas e na madeira estéo revestidas pomnkgmiao soé o tipo de acoplamentos, mas também
a composicdo biologica inteira e faz deste um baaterial estrutural que dé forca e rigidez a
planta. Porém, sdo exatamente estas propriedadetomam as plantas resistentes ao ataque

enzimatico e a descomposicao de materiais ligntmdticos (HAMADA et al., 1999).

A procura por novas matérias-primas renovaveis papaoducdo de energia e comida
gerou um grande interesse na hidrdlise enzimatcandteriais lignoceluloliticos. A vantagem
principal desta hidrolise enzimética € que a reggéde ser levada a cabo em condi¢des
relativamente moderadas; nao requerendo tempesarirpressbes altas ou valores de pH
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extremos. Também o processo € mais especifico asgecomposicdo dos agucares produzidos
(STERNBERG e DORVAL, 1979).

Entretanto, a tarefa de desenvolver um procesgedniolégico economicamente viavel
para a producdo de acucares fermentaveis a partieldlose ndo é facil. Nao obstante, pesquisa
intensiva durante os ultimos anos conduziu a umarnsamprencao da bioquimica da hidrolise
enzimatica da celulose. Embora alguns detalhesaaindo sejam compreendidos, as
caracteristicas principais do processo sdo condecid

A hidrdlise microbiana da celulose nativa é detaada por trés tipos de enzimas, endo
1,4$-D-glucanase, exo-1@D-glucanase, ep-glicosidases (HAMADA et al., 1999;
GOKS@YR et al., 1975) que atuam de forma complearediguns microrganismos excretam
quantias grandes de enzimas celuloliticas em meiaudtura, outros, ainda crescendo em
celulose, excretem pouca ou nenhuma enzima no eeetolltura. No caso de enzimas que agem
em substratos macromoleculares insolliveis comduose, as enzimas devem ser excretadas
para fora da bactéria, ou podem estar ligadas @fétip de célula. Embora muitas espécies de
bactérias possam sintetizar enzimas celulolit®aslgumas séo eficientes o bastante para serem

de interesse industrial.

Uma série de bactérias celuloliticas Gram-positev& am-negativas tem sido estudadas,
em especial algumas espécies aerdbicas ddymmbacteria, Actinomycetes, Pseudomoras
anaerdbias facultativas conBacillus e CellulomonasUma bactéria amplamente estudada é a
Cellulomonas ud@SRINIVASAN, 1975). Observacdes microscépicas deucas desta bactéria,
mostraram que ela liga-se firmemente as fibras elelase, 0 que sugere que as enzimas

celuloliticas sao liberadas pelo contato da bactém o material.

A hidrdlise enzimatica da hemicelulose é mais fgcik a da celulose e a lignina. A
hemicelulose e celulose sdo moléculas muito grapalesserem utilizadas como fonte energética
direta para os microrganismos. Acredita-se que catdé intermediarias menores possam ter um
papel importante na ativacéo dos genes das hetaisedu(ARO; PAKULA; PENTILLA, 2005).

Nas espéciedspergillus nidulang Trichoderma reeseiobservou-se que a presenca das
hemicelulose (xilana, arabinana, e manana), assimocoutros componentes derivados de

acucares de cadeia longa, como galactose e marmseEam a alta producdo de hemicelulases
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(MARGOLLES-CLARK; ILME; PENTTILA, 1997). Ja no casda lignina, em geral, a
expressdo de genes lignoliticos é induzida pelaigés de alguns nutrientes como nitrogénio,
carbono ou enxofre. Assim, acredita-se que a esfoedestes genes € vista como resposta ao

estresse de nutrientes.

Diante disto, o objetivo deste estudo foi caraztgria microbiota cultivavel do trato
digestivo deD. saccharalise S. frugiperdae inferir sobre o potencial destes na degradagao de
celulose, hemicelulose, lignina e bagacgo de cana.

2.2 Desenvolvimento

2.2.1 Material e métodos
2.2.1.1 Coleta das lagartas:
2.2.1.1.1D. saccharalis

Coletas de lagartas foram realizadas entre fewvemimarco de 2008, nas seguintes
cidades do estado de S&o Paulo: Tanabi (Usina @uarAcucar e Alcool), Bocaina (Usina
Santa Candida — Acucar e Alcool Ltda.) e Luis AdéiCentral Energética Moreno Aculcar e
Alcool Ltda.) (Figura 2.1). Dentro de cada locatidaforam selecionados para amostragem,
campos com variedades diferentes de cana (Fig2ird)2As coletas foram feitas com o apoio do
pessoal responsavel pelo monitoramento de pragasdesderminacdo do momento adequado
para liberacdo do parasitoideotesia flavipese aplicacdo do fungdMetarhizium anisopliae
(Controle Biologico), nas areas plantadas com ckagucar. Desta forma, evitou-se areas onde
eram feitas aplicac6es de produtos quimicos paraate de pragas, o que poderia influenciar o

conteudo e as caracteristicas da microbiota no diigestivo.

Foram amostradas areas representativas das vatedadana: SP83-2847 (6 meses apos
o terceiro corte), SP83-5054 (12 meses apos o pdncerte), RB84-5210 (12 meses apos o
primeiro corte) e SP79-1011 (8 meses apds o quome) em Bocaina/SP; RB86-7515 (2 meses
apos o segundo corte), RB83-5054 (5 meses apdseairtecorte), RB93-5744 (13 meses apols o
primeiro corte), RB72-454 (6 meses apds o0 prim@oote) e RB85-5453 em Tanabi/SP;
SP800185 (9 meses apos o terceiro corte), RB83-Glib4#neses apos o segundo corte), SP81-
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3250 (11 meses apoOs o0 sétimo corte), RB72-454 Gesnepos o sexto corte), RB72-2025 (12
meses apods o terceiro corte), SP91-1049 (10 messsoasegundo corte), RB86-7515 (5 meses
apos o quarto corte), RB86-5035 (6 meses apoés rtoguorte) RB85-5453 (4 meses apos o

sétimo corte), RB83-5054 (3 meses apos o primair@rem Luis Antbnio/SP.
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Figura 2.1 - Distribuicdo geografica dos locaiscdieta das lagartas ddatraea saccharalisem regides canavieira
do Estado de S&o Paulo

Em cada talhdo, foram coletadas lagartasDdesaccharalisnos instares finais de
desenvolvimento que foram mantdas em isopor com gel campo (Figura 2.2 B). Em
laboratorio, selecionou-se as lagartas de quirstiainestimado pela medicdo da capsula cefalica,
sendo que aproximadamente 50% destas foram arnuE=epato com os toletes de cana para

manté-las vivas para isolamento dos microrganisenos outros 50% foram transferidos para
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recipientes com alcool 70% para serem usadas madossmoleculares (DGGE e biblioteca de
clones).

2.2.1.1.2S. frugiperda

Foram realizadas coletas de lagartas $le frugiperda nos instares finais de
desenvolvimento na fazenda Aredo da ESALQ — USPPeaticaba/SP em plantas de milho
hibridos Pioneer 30F90 e DowAgroScience 2B710 ne d&marco de 2008. Em laboratdrio,
foram selecionadas as que se encontravam no quistar por meio da medicdo da capsula
cefalica As lagartas coletadas em milho Pioneer 30F90 fowitizadas diretamente para
isolamento e também armazendas para estudos narkx@ as coletadas em DowAgroScience

2B710 foram usadas somente nos estudos moleculares.

2.2.1.2 Dissecacéao das lagartas

As lagartas foram processadas no laboratério (&i@u2 C) logo apds a coleta para
evitar a rapida decomposi¢cdo do substrato alimep&#a acdo de microrganismos como
Fusarium moliniformee Colletotrichum falcatunem cana (Figura 2.2 D). Dez lagartas de quinto
instar deD. saccharalisdas variedades de cana-de-agucar SP83-2847, SB83f8B84-5210,
RB86-7515, RB93-5744, RB72-454, SP81-3250, SP9B,1RB86-5035 (90 lagartas no total) e
20 lagartas d&. frugiperdadas plantas de milho da ESALQ (Pioneer 30F90 eAypoScience
2B710) (40 lagartas em total); foram desinfectailgeerficialmente pela imersdo em hipoclorito
de sddio 2% por um minuto (Figura 2.2 E)

Apos a esterilizacdo superficial, os insetos passaor trés lavagens sequenciais em
agua destilada estéril para a retirada do excessbigbclorito de sédio. Os insetos foram
dissecados dentro de uma camara de fluxo lamirsardostesouras de dissecacao finas e pincas
(Figura 2.2 F). O meséntero foi entdo colocado wmg de microcentrifuga de 1,5mL contendo
90QuL de solucdo de NaCl 0,5% esteéril. O mesénterarfacerado com um micro-pistilo de

plastico para retirar os microrganismos da paredeiloo digestivo.
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2.2.1.3 Isolamento de bactérias cultivaveis do trat digestivo de D. saccharalis e S.

frugiperda

Os microrganismos cultivaveis foram obtidos apdsighes seriadas (10até 1) e
inoculacdo de 100puL em meio TSA — Triptona de SAgar, que € um meio geral para
isolamento de microrganismos. As placas de Petanfoincubadas a 28°C em camara
climatizada tipo B.O.D. de trés a sete dias (c@@aagédo dependeu da taxa de crescimento dos
microrganismos presentes). Apos diversos re-isatémse colbnias puras foram obtidas (Figura
2.2 G). As bactérias do meséntero de cada lagamaanfcategorizadas com base na morfologia
das colbnias (forma, elevacdo, opacidade, pigm@&ojaetc.) e por meio de observacfes
microscopicas (Figura 2.2 H-l), e entdo quantifasadas maiores diluicdes contaveis para cada
morfotipo. Pelo menos uma colbnia de cada morfap@ada inseto foi armazenada a -20°C ou
-80°C em tubos tipo Eppendorf de 1,5mL, contendaub@le solucdo de glicerina 17%. Todos
os morfotipos diferentes e alguns morfotipos seardls entre as diferentes lagartas foram

identificados por sequenciamento parcial da red@&RNA 16S.
2.2.1.4 PCR e sequenciamento das bactérias cultiess

Depois de realizada a extracdo do DNA das colgmimas dos microrganismos com o
Kit InstaGeneGenomicDNA, seguindo recomendacdes do fabricante, foafaitamplificacdo
por PCR utiizando os iniciadores universais de aetdria 27F (5'-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') e 1492R (5-TACCTTGTTACGAT-3") (LANE, 1991).
Para as reacdes de PCR deals@oram adicionados os seguintes ingredientegl 20 DNA,
1,5uL de cada iniciador (primer — QB1), 1uL dNTPs (0,2mM), 0,6L de Taq polimerase (2,5
unidades) e o de tampéo (1X) para Tag DNA Polimerase (10mM-HGI - pH 8,4) (50mM
KCI), 1,5uL de MgCh (1,5mM) e 19L de agua mili-q. As condi¢bes das reacdes fore&sHC9
por 3 min, 35 ciclos a 95°C por 1 min, 54°C por thma 72°C por 1,5 min, e extensao final a
72°C por 10 min.
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Figura 2.2 - (A) Coletas em campo, (B) Busca dadfas no interior do caule da cana, (C-D) Processtimdo
material no laboratério, (E) Dissecacdo de lagaffas Obtencdo do meséntero e plaqueamento de
microrganismos em placas de Petri (Capela de flamonar), (G) Colénia pura e (H-I) Observacgéo
das caracteristicas ao microscopio
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Para a confirmacdo da amplificacdo por PCR, as taasodoram submetidas a
eletroforese em gel de agarose a 1% na voltagerd0Q% (7,5V/cm), juntamente com o
marcador molecular Low Range 100pb DNA Ladder (Mof®). Os produtos de PCR foram
purificados usando QIAquick® PCR Purification KQiagen®).

Em seguida foi realizado o sequenciamento da regmplificada usando apenas o
iniciador UN518R (5-ATTACCGCGGCTGCTGG-3'). As réms de sequenciamento foram
feitas no Laboratério de Biotecnologia Agricola BSALQ-USP no aparelho 3100 Genetic
Analyzer.

2.2.1.5 Andlises das sequéncias do rRNA

As sequéncias obtidas dos fragmentos de rRNA 16%detéria foram analisadas pelo
programa PhredPhrap (EWING; GREEN, 1998), remov&gdas seqiéncias do vetor e as bases
de baixa qualidade. Somente sequéncias contendidaplea>20, apresentando 1 erro a cada 100
bases lidas, foram consideradas para analisesiposse A afiliacdo taxondmica das sequéncias
foi feita comparando-se as seqUéncias de rRNA 1&8 as seqUéncias depositadas no
Ribossomal Database Project (http:// rdp.cme.msaj.eersao 9.42), utilizando-se o programa
RDPquery http://simo.marsci.uga.edu/public_db/repguntm) e o software MEGAN (HUSON
et al., 2007).

O numero de unidades taxondmicas operacionais (Pfbudeterminado utilizando-se o
programa DOTUR (Distance Based OTU and Richnessrbtation) (SCHLOSS; LARGET;
HANDELSMAN, 2004). Para tanto, as sequéncias foedimhadas utilizando-se o programa
Clustal X 1.83 (THOMPSON; HIGGINS; GIBSON, 1994)ncoos parametros “gap-opening
penalty” de 10.0 e “gap-extention penalty” de @lalinhamento foi utilizado para calcular uma
matriz de distancia evolutiva pelo DNADIST, progerdo pacote PHYLIP 3.63, usando o
algoritmo de Jukes-Cantor (CHAO; SHEN-

http://evolutiongenetics.washington.edu/phyilip.Htm

As estimativas de riqgueza de UTOs, considerandtamtiia evolutiva de 0.03 para
definicdo de UTOs, foram feitas pelo programa SPAizando os métodos ndo-paramétricos
ACE (Abundance-based Coverage Estimator) e Chaol HAE
SHENRhttp://chao.stat.nthu.edu.com). Os indices tersidade de Shannon e reciproco de
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Simpson e a cobertura de amostragem também foréenmdeados utilizando-se o programa
SPADE.

2.2.1.6 Avaliacaan vitro da producgéo de enzimas por microrganismos com a gacidade de

degradar substratos celuloliticos, hemicelulolitice e lignoliticos

Todos os morfotipos que foram isolados e identliisa de cada lagarta de.
saccharalise S. frugiperdanas diferentes variedades e localidades foranadestquanto a
capacidade de degradacao de celulose, hemicelaldgmina (como fontes de carbono). Os
microrganismos foram inoculadas em placas de Patni meio basal (MB) + suplemento (fonte
de carbono). Cada vez que os ensaios de degradag@m conduzidos incluiu-se um
microrganismo controle cuja capacidade de degragAsubstrato testados era conhecida. O
microrganismo utilizado como controle para degradade celulose fdacillus pumilus — Cepa
CL16(Lima, et al., 2005.) e para a degradacao deasdud hemicelulose foi usadiachoderma
reesei(HENRISSAT et al., 1985). Todos os testes forano$eem triplicata.

2.2.1.6.1 Meio basal (MB)

O meio base usado é composto por solucdo convealensais 4,3 g/Lt (Murashige
Sigma M5524) + 2% de Agar + substrato para avaliad@d atividade enzimética (celulose,

hemicelulose ou lignina) e pH 7,0.
2.2.1.6.2 Atividade celulolitica

No meio MB, foi incluido 0,5% de celulose (Carbogiittelulose, baixa viscosidade
SIGMA-ALDRICH), inoculando-se os diferentes micrangjsmos, sendo estes deixados em
crescimento por 18 horas a 37°C em camara clinttiipo B.O.D. Ap0s o crescimento de cada
microrganismo neste meio, a placa foi submetidma coloracdo com vermelho do congo 0,1%
por 15 minutos, depois lavada varias vezes conetdade sodio 1M, preenchida depois com
acido acético 5% por 30 segundos e finalmente fmita lavagem final com cloreto de sédio 1M
EDTA por trés horas (GAMUNDI et al., 1989).

O ensaio mostra a atividade d#&sD-Glucanases usando um substrato soluvel
(carboximetil celulose) em agua. Apos adicdo dane#no do congo, o meio adquire a cor

caracteristica do corante, e depois das suceskivagens, é possivel visualizar a zona de
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hidrélise (zona sem cor) pela presenca de um hdfar ao redor da colénia. As zonas de
hidrélise se estabilizam inundando as colénias amolu¢do de &cido acético, que muda a cor do

meio (celulose — degradada) para azul violaceo (GARI et al., 1989).
2.2.1.6.3 Atividade hemicelulolitica

No meio MB foi adicionado 0,2% de hemicelulose &xid, Birchwood. SIGMA
ALDRICH), inoculando-se em cada placa os microrgiamais, sendo deixados em crescimento
por 18 horas a 37°C em luz continua em camara tiiata tipo B.O.D. Apds o crescimento de
cada microrganismo neste meio, a placa foi inundada uma solucéo de iodo 2% e os xilanos
nao degradados adquirem uma coloragéo escurataat@na regido da hemicelulose degradada,
manifesta-se com um halo bem definido, claro eadigf ao redor da colénia (GAMUNDI et al.,
1989).

2.2.1.6.4 Atividade Lignolitica

No meio MB foi fornecido 1% de lignina comercial ighina alcalina, SIGMA-
ALDRICH), inoculando-se os diferentes microrganismgendo estes deixados em crescimento
por 18 horas a 37°C na luz em camara climatizaata B.0.D. ApGs o crescimento de cada
microrganismo neste meio, a placa foi inundada oom solucdo de Fe£(1%) e KFe(CN}
numa proporcao de 1:1, deixando-se no escuro panidétos. A lignina ndo degradada fica de
uma cor azul-esverdeado; no entanto, a desferéilizdg produto se vislumbra como uma regido

de cor amarelo-verde ao redor e abaixo da col@#UNDI et al., 1989).
2.2.1.6.5 Producgédo enzimética em meio contendo bagade cana-de-acucar

O meio de verificacdo da producdo enzimatica usaidcomposto por 2% de bagaco de
cana moido e peneirado (1,19 mm) como Unica foetecatbono e 1,6% de Agar. Foram
selecionados para estudo apenas 0s microrganiso@agresentaram os maiores indices de
degradacédo para celulose, hemicelulose e lignima.mixrorganismos foram mantidos em
crescimento por 18 horas a 37°C na luz em camenattada tipo B.O.D. Para visualizacdo da
degradacido de lignina no bagago foi adicionado i nBuaiacol 2% (CINETICA), como
indicador de atividade enzimatica lignolitica. Aidacao do guaiacol em tetraguaiacol gera um
halo de hidrolise claro (BOERGE, 1997). Ja paraliag@ da atividade de celulose e
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hemicelulose no meio com bagaco, foram adiciona8asl da solucdo de 5 % de iodo e 10% de
iodeto de potassio. Estes indicadores reagem cluiose, hemicelulose e outros polissacarideos
(amido, glicogénio e dextrinas) (HANKIN et al., B)7

2.2.1.7 Escala estimativa para avaliacédo da atividea enzimatica

A atividade enzimética foi quantificada de acordmm tamanho da zona de degradagéo
(hidrélise ou oxidacéao) segundo adaptacdo da epoagmsta por NAZARENO et al., (2008). O
diametro do halo de degradacdo foi medido em to&sc@es da colonia. A média de trés

medigOes por coldnia de trés colbnias de cada miaoftoi entdo calculada.

Parametros de quantificacao (adaptado de Nazatexhg 2008)

Diametro da zona de hidrolise* (Cm) Sigla
Forte &2) Tt
Moderada (<2 e > 1) t1
Fraca€ 1) t

Igual ao tamanho da col6nia =
Sem hidrélise
Sem crescimento da bactéria no meio 0

2.3 Resultados

2.3.1 Isolamento

Foram obtidas colénias puras dos microrganismossificadas de acordo as suas
caracteristicas morfolégicas (Figura 2.3). A deadéd de microrganismos obtidos da regido
meséntero dé. saccharalisvariou de 1.900 a 1.370.000 unidades formadoragafiénias
(UFC), ja emS. frugiperdaocorreu uma variacdo ainda maior, de 133.000 é02086 UFC. O
numero de morfotipos de microrganismos cultivaves lagarta deD. saccharalise S.

frugiperdaprovenientes do campo variou de 4 a 11 e 3 ae$pectivamente.
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Figura 2.3 - Bactérias isoladas do mesénteidgaea saccharaligcaracteristicas morfoldgicas das
colbnias puras)

2.3.2 Identificacao das bactérias cultivaveis poregsjuenciamento

As bactérias isoladas @k saccharaliee S. frugiperdgpoertencem aos filos Proteobacteria
Firmucutes e Actinobacteria, sendo que Firmicutggeasenta 59,6% de todas as sequéncias
avaliadas déD. saccharalise 49,3% das sequéncias Sefrugiperda(Figura 2.4). Da mesma
forma, a proporcdo de representantes do Filo Fratteria foi semelhante entre as duas
espécies, sendo que mais de 70% destas sequélasisiicadas na Classe Gamaproteobacteria
seguido por Alfaproteobacteria e poucos represtesate Betaproteobacteria. A diversidade de
bactérias cultivaveis encontradas Bmsaccharalisfoi maior do que en$. frugiperda Em D.
saccharaliso maior nimero de sequéncias de bactérias culiv@eetence aos génerBacillus

(26,4%), Enterococcus(12.1%) eMicrobacterium (18%). Em S. frugiperda,foi encontrado
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predominantemente espécies Rigcillus (32.4%), Enterococcuq13%), Microbacterium(12%)
(Figura 2.5).

Na figura 2.6 se observa que bactérias da failtarococcacea do géner&lebsiella
estiveram presentes no trato digestivo tant® dsaccharalisquanto deS. frugiperda Ja dentro
da familiaMicrobacteriaceaga distribuicdo dos géneros foi claramente diddimhde o género
Microbacterium esteve presente s60 ebB. saccharalise o géneroLeucobacters6 emS.
frugiperda

A riqueza de UTOs (D=0,03) das sequéncias das rimctéultivaveis obtidas db.
saccharalisfoi de 59 e par&. frugiperdade 52, essas UTOs representam 42,1% do total@e 14
sequéncias e 48,1% do total de 108 sequénciagctespnente. O indice de diversidade e a
estimativa de riqueza foram calculados apenasqmmgparacoes estatisticas atraves do intervalo
de confianca (95% de probabilidade) e revelou pieseparametros para bactérias cultivaveis
(dados nédo apresentados) foram semelhantes pdoasgspécies de insetos.
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Figura 2.4 — Frequéncias relativas de sequénciaRNA 16S de bactérias cultivaveis nos diferentes {A) e
classes de Proteobacteria (B) obtidas do mesédiiiatraea saccharalig(1) e Spodoptera
frugiperda(2)
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Figura 2.5 - Frequéncia relativa de bactérias\augis identificadas por seqiiéncias de rRNA 16&labtdo
meséntero de lagartas de quinto instaD@draea saccharaligA) e Spodoptera frugiperdéB)
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2.3.3 Degradacao enzimética de celulose, hemiceksce lignina

Das 140 col6nias de bactérias isoladas do trawstiigp deD. sacharalis 26 consiguiram
degradar algum dos substratos acrescidos ao mmio fumte de carbono (celulose, hemicelulose
e lignina) (Tabela 2.1 e Tabela 2.2). Destas, I2sgmtaram um halo de degradacdo maior do
que o tamanho da col6nia (Figura 2.7). A capacidiedées microrganismos de degradar celulose
foi maior do que hemicelulose e poucos produziramingas para degradar lignina. As bactérias
que apresentaram a maior capacidade de degradagdutbse, com halos de inibicd® cm,
apresentam sequéncia de rRNA 16S semelhantelcibacterium paraoxydang Bacillus
licheniformis Bactérias agrupadas proximo M. paraoxydans Bacillus sp, e Bacillus
thuringiensisapresentaram uma degradacdo moderada de henseetuks Unicas bactérias que
degradaram lignina foram identificadas como présimdacillus pumiluse Bacillus sp com
uma fraca atividade enzimatica (Tabela 2.1). Unflatdm proximo aBacillus sp, apresentou
digestdo de celulose, hemicelulose e lignina. Palmgaco de cana, as Unicas bactérias que
apresentaram uma resposta positiva para o tesied@ito de lignina, apresentando hidrolise
apenas na area da colbnia, apresentaram sequéeaeshantes 8. cereus B. subtilis M.
paraoxidanse P. trifolli

Nenhuma das 108 bactérias isoladas do trato digede S. frugiperda(Tabela 2.3)
apresentaram resultados positivos nas avaliagbestro para producdo enzimatica quando

celulose, hemicelulose e lignina e bagaco de canaanfadicionados ao meio de cultura.
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. Bacterias Cultivaveis Spodoptera

i i is Di i Enterobacteriaceae
. Bacterias Cultivaveis Diatraea Proeobacleria Gammaproieohacteria Enleobacleres . .mebsie”a
. . Laclobacillales
Fimicutes Bacill .Enterococcaceae
cellularganisms Bacteria
.Microbacterium
i Micrococcineae ,
ol Actinobacteria Actinobaceria (class) Actinobacteridae Achnor%cetales erobactenacea'
'Leucobacter

.Not assigned

Figura 2.6- Afiliacdo filogenética de sequéncias de rRNA 16Sdetérias cultivaveis do mesénteroSfmdoptera frugiperda Diatraea saccharalipela comparacdo
com a base de dados NCBI usando o software MEGAN
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Tabela 2.1 Hidrdlisén vitro de celulose, hemicelulose e lignina por bactéseladas do meséntero Beatraca

saccharalis
Continua
Isolado Afiliacao filogenética Celulose Hemicelulose Ligain

133 Pantoea agglomerans = - -
115 Escherichia coli = - =
136 Ochrobactrum anthropi T + =
126 Bacillus cereus T+ Tt =
34 Leifsonia sp. - - S}
7 Bacillus cereus - - =
2 Vagococcus sp. - - =
130 Ochrobactrum anthropi - - (S]
139 Bacillus licheniformis T+ -

48 Lactobacillus plantarum - T -
6 Enterococcus casseliflavus L Tt -
23 Bacillus subtilis T Tt -
72 Ochrobactrum antrhopi - - -
25 Bacillus pumilus - - -

1 Citrobacter farmeri = Tt

33 Bacillus subtilis t + =
30 Bacillus subtilis T+ 1

87 Enterobacter hormaechei - - -
89 Escherichia vulneris - - =
100 Bacillus cereus - Tt
131 Ochrobactrum grignonense - - -
8 Enterococcus casseliflavus - - =
28 Enterococcus italicus - - =
11 Microbacterium testaceum - - =
52 Stenotrophomonas maltophilia = - =
82 Enterobacter sp. - - -
71 Bacillus subtilis Tt T+t =
56 Bacillus pumilus L L =
43 Bacillus cibi - - =
83 Bacillus subtilis t T+ =
121 Pseudoclavibacter helvolus - - -
112 Enterococcus casseliflavus - - (2]
27 Phyllobacterium trifolii L L =
137 Bacillus subtilis T = =
129 Bacillus sp. -
102 Bacillus cereus L + -
85 Bacillus thuringiensis T+ Tt
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Tabela 2.1 Hidrdlisén vitro de celulose, hemicelulose e lignina por bactésisiadas do meséntero Béatraea

saccharalis
Concluséo
Isolado Afiliac&o filogenética* Celulose Hemicelulose Ligai

55 Leifsonia aquatica - - -
132 Bacillus pumilus = - -
51 Bacillus cereus - - -
45 Bacillus subtilis T - -
68 Bacillus licheniformis - - -
66 Microbacterium esteraromaticum = T -
49 Bacillus cereus = - -
124 Serratia marcescens = - e
106 Microbacterium paraoxydans = - =
118 Microbacterium sp. = - =
90 Enterobacter aerogenes - - e
99 Escherichia blattae - - -
113 Microbacterium paraoxydans T+t +t S]
60 Bacillus amyloliquefaciens - - =
41 Bacillus cereus = + S]
122 Bacillus sp. tt ++ +
96 Microbacterium paraoxydans T+t -

88 Bacillus thuringiensis + +t

53 Bacillus subtilis = - =
54 Leucobacter iarius = - =
76 Enterococcus gilvus - = =
57 Bacillus licheniformis +++ + =
110 Ochrobactrum anthropi - - =
120 Klebsiella oxitoca - - =
84 Pantoea ananatis - + =
109 Bacillus pumilus - - -
101 Bacillus pumilus = - =
114 Bacillus amyloliquefaciens = - =
104 Bacillus pumilus = - -
103 Bacillus subtilis = + -
40 Vagococcus sp. - - -
42 Bacillus pumilus tt - +
123 Bacillus subtilis + + -

*Afiliacao filogenética dos microrganismos feitd@®&CBI (Similaridade acima de 97%)
Diametro da zona de hidrdlise: t1t1 ForteZcm), T1 Moderada (< 2 e > 1cm), T Fraghcefn), = igual ao tamanho
da colbnia, - nenhuma degradag@iognhum crescimento do microrganismo.
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Figura 2.7 - Degradacdo de substratos lignocelido$i por enzimas produzidas por microrganismos obtidos d
meséntero d®iatraea saccharalisCirculo central delimita area da col6nia e coekterno delimita o
halo de inibicdo

Substrato avaliado

Afiliacao
Isolado filogenética
9 Celulose Hemicelulose Lignina Bagadle cana
10 Bacillus cereu:

21 Bacillus subtilis

3 Bacillus subtilis

Bacillus

62 thuringiensis

93 Microbacterium
paraoxydans

Phyllobacterium

107 wifolii
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Tabela 2.2- Composicdo das comunidades de bactérias cultivleeimseséntero dBiatraea saccharalisdentificadas por
sequéncias de rRNA 16S

Continua

Isolado N° de acesso E-valué  ID(%)° Afiliacao filogenéticd Autor’

1 S000402904  1.26e-160 94 Citrobacter

2 S000483704  0.00e+00 99 Vagococcus

3 S000382403  0.00e+00 98 Bacillus

4 S000387413  0.00e+00 99 Klebsiella Drancourt et al., 2001

5 S000430947 0.00e+00 99 Lactococcus Ennahar et al., 2003

6 S000437463  0.00e+00 99 Enterococcus Quoba et al., np 2008

7 S000398710  0.00e+00 98 Bacillus

8 S000407856  0.00e+00 99 Enterococcus Purohit et al., np 2003

9 S000407856  0.00e+00 99 Enterococcus Purohit et al., np 2003

10 S000388289  0.00e+00 98 Bacillus

11 S000392953 0.00e+00 98 Microbacterium

12 S000009662  0.00e+00 97 Microbacterium

13 S000026008  0.00e+00 98 Klebsiella Shen; He,. np 2007

14 S000141549  0.00e+00 94 Microbacteriaceae

15 S000390575 0.00e+00 96 Tsukamurella

16 S000437463 0.00e+00 94 Enterococcus Fonty et al., 2007

17 S000009662 0.00e+00 98 Microbacterium

18 S000344930  0.00e+00 98 Rhizobiales

19 S000334993  0.00e+00 97 Microbacterium

20 S000426019 1.26e-138 93 Microbacterium

21 S000362580  0.00e+00 97 Bacillus

22 S000344930 3.16e-170 96 Rhizobiales

23 S000494966  0.00e+00 99 Bacillus

24 S000333359 0.00e+00 99 Enterobacteriaceae

25 S000483704  0.00e+00 99 Bacillus

26 S000430947  0.00e+00 98 Lactococcus Ennahar et al., 2003

27 S000009662  0.00e+00 98 Phyllobacterium

28 S000437463  0.00e+00 95 Enterococcus Quoba et al., np 2008

29 S000407856  0.00e+00 98 Enterococcus Purohit et al., np 2003

30 S000388289  0.00e+00 97 Bacillus

31 S000402904  0.00e+00 98 Citrobacter

32 S000009662  0.00e+00 97 Microbacterium

33 5000482230  0.00e+00 98 Bacillus

34 S000436545  0.00e+00 98 Leifsonia

35 S000141549 0.00e+00 95 Microbacteriaceae

36 S000394170  0.00e+00 99 Klebsiella Rasche et al., np 2005
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Tabela 2.2- Composi¢do das comunidades de bactérias cultivdeeimseséntero deiatraea saccharalisdentificadas por

sequéncias de rRNA 16S

Continuacao

Isolado N° de acesso E-valué  ID(%)? Afiliacdo filogenétici Autor’
37 S000392953 0.00e+00 98 Microbacterium
38 S000478875 5.01e-166 93 Enterococcus Lawes et al., 1994
39 S000478990 5.01e-137 93 Enterococcus Manero; Blanch, 2002
40 S000483704  0.00e+00 99 Vagococcus
41 S000416000 3.16e-154 96 Bacillus
42 S000398710  0.00e+00 99 Bacillus
43 S000483704  0.00e+00 98 Bacillus
44 S000392953  0.00e+00 97 Microbacterium
45 S000398710  0.00e+00 99 Bacillus
46 S000437466  0.00e+00 99 Klebsiella
47 S000141549 0.00e+00 96 Microbacteriaceae
48 S000437463  0.00e+00 97 Lactococcus Quoba et al., np 2008
49 S000483704  0.00e+00 95 Bacillus
50 S000448048 2.51e-87 89 Microbacterium
51 S000483704  0.00e+00 98 Bacillus
52 S000484401  0.00e+00 99 Stenotrophomonas Luna et al., np 2008
53 S000398710  0.00e+00 99 Bacillus
54 S000324194  0.00e+00 97 Leucobacter Somvanshi et al., 2006
55 S000009662  0.00e+00 98 Leifsonia
56 S000495033 2.51e-171 93 Bacillus
57 S000382403  0.00e+00 98 Bacillus
58 S000333366 0.00e+00 98 Enterobacteriaceae
59 S000441081 5.01e-94 90 Enterobacteriaceae
60 S000482230  0.00e+00 99 Bacillus
61 S000407856  0.00e+00 98 Enterococcus Purohit et al., np 2003
62 S000398710  0.00e+00 97 Bacillus
63 S000139224  0.00e+00 98 Enterobacter Chopade et al., np 2007
64 S000418563  0.00e+00 97 Enterobacteriaceae Heykdn np 2006
65 S000387415  0.00e+00 98 Klebsiella Babu; Pandian; np 2004
66 S000484140 3.16e-116 91 Microbacterium
67 S000026008  0.00e+00 98 Klebsiella Rasche et al., np 2005
68 S000362578  0.00e+00 98 Bacillus
69 S000247308  0.00e+00 98 Klebsiella Rasche et al., np 2005
70 S000133483 5.01le-70 86 Enterococcus Ueki et al., np 2007
71 S000494966  0.00e+00 99 Bacillus
72 S000009662 0.00e+00 98 Ochrobactrum
73 S000441075  0.00e+00 96 Enterobacteriaceae
74 S000483704  0.00e+00 99 Vagococcus
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Tabela 2.2- Composi¢cdo das comunidades de bactérias cultivdeeiseséntero deiatraea saccharalisdentificadas por

sequéncias de rRNA 16S

Continuacao

Isolado N° de acesso E-valué  ID(%)° Afiliacao filogenéticd Autor’
75 S000402904  0.00e+00 98 Citrobacter Mbengue et al., np 2003
76 S000407856  0.00e+00 98 Enterococcus Purohit et al., np 2003
77 S000448048  0.00e+00 95 Microbacterium
78 S000009662 0.00e+00 97 Microbacterium
79 S000334993  5.01e-150 94 Microbacterium
80 S000344930  0.00e+00 98 Rhizobiales
81 S000248958  2.51e-151 94 Microbacterium
82 S000378084 0.00e+00 97 Enterobacter
83 S000482230  0.00e+00 98 Bacillus
84 S000407856  0.00e+00 98 Pantoea Purohit et al., np 2003
85 S000494966  0.00e+00 96 Bacillus
86 S000141549 0.00e+00 96 Microbacteriaceae
87 S000440928 2.51e-25 89 Enterobacter
88 S000483704  0.00e+00 98 Bacillus
89 S000495034  2.51e-155 95 Escherichia
90 S000407856  0.00e+00 98 Enterococcus Purohit et al., np 2003
91 S000344930  0.00e+00 97 Rhizobiales
92 S000438943 5.01le-61 97 Staphylococcus
93 S000021091 2.51e-68 88 Microbacterium
94 S000430947 0.00e+00 98 Lactococcus Ennahar et al., 2003
95 S000437466  0.00e+00 98 Klebsiella Rasche et al., np 2005
96 S000009662  0.00e+00 98 Microbacterium
97 S000418562 0.00e+00 97 Enterobacteriaceae
98 S000418563  0.00e+00 97 Enterobacteriaceae Heykdn np 2006
99 S000362522  0.00e+00 95 Escherichia
100 S000362580  0.00e+00 98 Bacillus
101 S000411538  0.00e+00 98 Bacillus
102 S000398710  0.00e+00 98 Bacillus
103 S000392895  0.00e+00 94 Bacillus
104 S000483704  0.00e+00 99 Bacillus
105 S000417566 5.01le-63 85 Burkholderia
106 S000009662  0.00e+00 97 Microbacterium
107 S000011610  0.00e+00 98 Phyllobacterium
108 S000437463  0.00e+00 98 Enterococcus Quoba et al., np 2008
109 S000278713 1.26e-73 85 Bacillus
110 S000009662 0.00e+00 97 Ochrobactrum
111 S000344930  0.00e+00 98 Rhizobiales
112 S000407856  0.00e+00 98 Enterococcus Purohit et al., np 2003
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Tabela 2.2- Composi¢cdo das comunidades de bactérias cultivdeemseséntero deiatraea saccharalisdentificadas por

sequéncias de rRNA 16S

Concluséo

Isolado N° de acesso E-valué  ID(%)? Afiliacdo filogenétici Autor’

113 S000392953 0.00e+00 97 Microbacterium

114 5000483704  0.00e+00 98 Bacillus

115 S000398710  0.00e+00 99 Escherichia

116 S000344930  0.00e+00 99 Rhizobiales

117 S000384829 2.51e-93 89 Enterobacteriaceae oahi np 2007

118 S000009662  0.00e+00 98 Microbacterium

119 S000387415  0.00e+00 98 Klebsiella Rasche et al., np 2005

120 S000026008  0.00e+00 99 Klebsiella Shen; He, np 2007

121 S000382403  0.00e+00 98 Pseudoclavibacter

122 S000483704  0.00e+00 98 Bacillus

123 S000437463  0.00e+00 99 Bacillus Ouoba et al np 2008

124 S000453137 0.00e+00 98 Serratia Wang, np 2009

125 S000009662  0.00e+00 98 Microbacterium

126 S000483704  0.00e+00 99 Bacillus

127 S000026008  0.00e+00 96 Klebsiella Shen; He, np 2007

128 S000418563  0.00e+00 95 Enterobacteriaceae

129 S000382403  1.00e-179 94 Bacillus

130 S000410307  0.00e+00 97 Ochrobactrum

131 S000011610 2.51e-149 90 Ochrobactrum

132 5000483885  0.00e+00 98 Bacillus

133 S000483704  0.00e+00 98 Pantoea

134 S000333359  0.00e+00 99 Enterobacteriaceae

135 S000344930  0.00e+00 98 Rhizobiales

136 S000483704  0.00e+00 97 Ochrobactrum

137 S000483704  0.00e+00 97 Bacillus

138 S000441075  0.00e+00 98 Enterobacteriaceae tHeyt., np 2006

139 S000483885  0.00e+00 99 Bacillus

140 S000483704  0.00e+00 98 Vagococcus

INumero de acesso no banco de dados RERpectation-value® Valor de identidade entre as sequéncias obtidas e
as de maior similaridade no banco de da8idaxon definido com o programa RDP classiffekutores do trabalho

no qual se originou a sequéncia de maior simildada
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Tabela 2.3- Composicao das comunidades de bactérias do mesé&e&podoptera frugiperdadentificadas por
sequéncias de rRNA 16S.

Continua

Isolado N° de acesSo E-valué¢ ID(%)* Afiliacdo filogenétici Autor’

1 S000402904 1.26e-160 94 Citrobacter

2 S000483704 0.00e+00 99 Bacillus

3 S000382403 0.00e+00 98 Bacillus

4 S000387413 0.00e+00 99 Klebsiella Drancourt et al., 2001

5 S000430947 0.00e+00 99 Lactococcus Ennahar et al., 2003

6 S000437463 0.00e+00 99 Enterococcus Quoba et al., np 2008

7 S000398710 0.00e+00 98 Bacillus

8 S000407856 0.00e+00 99 Enterococcus Purohit et al., np 2003

9 S000407856 0.00e+00 99 Enterococcus Purohit et al., np 2003

10 S000388289 0.00e+00 98 Bacillus

11 S000392953 0.00e+00 98 Microbacterium

12 S000009662 0.00e+00 97 Microbacterium

13 S000026008 0.00e+00 98 Klebsiella Shen; He, np 2007

14 S000141549 0.00e+00 94 Microbacteriaceae

15 S000390575 0.00e+00 96 Tsukamurella

16 S000437463 0.00e+00 94 Enterococcus Ouoba et al., np 2008

17 S000009662 0.00e+00 98 Microbacterium

18 S000344930 0.00e+00 98 Rhizobiales

19 S000334993 0.00e+00 97 Microbacterium

20 S000426019 1.26e-138 93 Microbacterium

21 S000362580 0.00e+00 97 Bacillus

22 S000344930 3.16e-170 96 Rhizobiales

23 S000494966 0.00e+00 99 Bacillus

24 S000333359 0.00e+00 99 Enterobacteriaceae

25 S000483704 0.00e+00 99 Bacillus

26 S000430947 0.00e+00 98 Lactococcus Ennahar et al., 2003

27 S000009662 0.00e+00 98 Microbacterium

28 S000437463 0.00e+00 95 Enterococcus Ouoba et al., np 2008

30 S000407856  0.00e+00 98 Enterococcus Purohit et al., np 2003

31 S000388289 0.00e+00 97 Bacillus

32 S000402904 0.00e+00 98 Citrobacter

33 S000009662 0.00e+00 97 Microbacterium

34 S000482230 0.00e+00 98 Bacillus

35 S000436545 0.00e+00 98 Leifsonia

w
»

S000141549 0.00e+00 95 Microbacteriaceae
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Tabela 2.3- Composicao das comunidades de bactérias do mesé&e&podoptera frugiperdadentficadas por

sequéncias de rRNA 16S

Continuacao

Isolado N° de acesSo E-valué ID(%)* Afiliacdo filogenéticA Autor’
37 S000394170 0.00e+00 99 Klebsiella
38 S000392953  0.00e+00 98 Microbacterium
39 S000478875 5.01e-166 93 Enterococcus Mold et al., 1994
40 S000478990 5.01e-137 93 Enterococcus Manero; Blanch,. 2002
41 S000483704  0.00e+00 99 Bacillus
42 S000416000 3.16e-154 96 Bacillus
43 S000398710 0.00e+00 99 Bacillus
44 S000483704  0.00e+00 98 Bacillus
45 S000392953  0.00e+00 97 Microbacterium
46 S000398710 0.00e+00 99 Bacillus
47 S000437466  0.00e+00 99 Klebsiella
48 S000141549 0.00e+00 96 Microbacteriaceae
49 S000437463 0.00e+00 97 Enterococcus Ouoba et al., np 2008
50 S000483704  0.00e+00 95 Bacillus
51 S000448048 2.51e-87 89 Microbacterium
52 S000483704  0.00e+00 98 Bacillus
53 S000484401 0.00e+00 99 Stenotrophomonas Luna et al., np 2008
54 S000398710 0.00e+00 99 Bacillus
55 S000324194  0.00e+00 97 Leucobacter Somvanshi et al., 2006
56 S000009662  0.00e+00 98 Microbacterium
57 S000495033 2.51e-171 93 Bacillus
58 S000382403 0.00e+00 98 Bacillus
59 S000333366 0.00e+00 97 Enterobacteriaceae
60 S000333366 0.00e+00 98 Enterobacteriaceae
61 S000441081 5.01e-94 90 Enterobacteriaceae
62 S000482230 0.00e+00 99 Bacillus
63 S000407856  0.00e+00 98 Enterococcus Purohit et al., np 2003
64 S000398710 0.00e+00 97 Bacillus
65 S000139224 0.00e+00 98 Enterobacter Chopade B.A. et al., np 2007
66 S000418563 0.00e+00 97 Enterobacteriaceae Heype2006
67 S000387415 0.00e+00 98 Klebsiella Ganesh; Pandian, np 2004
68 S000484140 3.16e-116 91 Microbacterium
69 S000026008 0.00e+00 98 Klebsiella Shen; He, np 2007
70 S000362578 0.00e+00 98 Bacillus
71 S000247308 0.00e+00 98 Klebsiella Rasche et al., np 2005
72 S000133483 5.01e-70 86 Enterococcus Ueki et al., np 2007
73 S000494966  0.00e+00 99 Bacillus
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Tabela 2.3- Composicao das comunidades de bactérias do mesé&e&podoptera frugiperdadentficadas por
sequéncias de rRNA 16S

Conclucédo

Isolado N° de aces5o E-valué ID(%)* Afiliacdo filogenétici Autor’

74 S000009662 0.00e+00 98 Microbacterium

75 S000441075 0.00e+00 96 Enterobacteriaceae

76 5000483704 0.00e+00 99 Bacillus

77 S000402904 0.00e+00 98 Citrobacter Mbengue et al., np 2003

78 S000407856 0.00e+00 98 Enterococcus Purohit et al., np 2003

79 S000448048 0.00e+00 95 Microbacterium

80 S000009662  0.00e+00 97 Microbacterium

81 S000334993 5.01e-150 94 Microbacterium

82 S000344930 0.00e+00 98 Rhizobiales

83 S000248958 2.51e-151 94 Microbacterium

84 S000378084 0.00e+00 97 Enterobacter

85 S000482230 0.00e+00 98 Bacillus

86 S000407856  0.00e+00 98 Enterococcus Purohit et al., np 2003

87 S000494966 0.00e+00 96 Bacillus

88 S000141549 0.00e+00 96 Microbacteriaceae

89 5000440928 2.51e-25 89 Rhizobium

90 S000483704  0.00e+00 98 Bacillus

91 S000495034 2.51e-155 95 Bacillus

92 S000407856 0.00e+00 98 Enterococcus Purohit et al., np 2003

93 S000344930 0.00e+00 97 Rhizobiales

94 S000438943 5.01le-61 97 Staphylococcus

95 S000021091 2.51e-68 88 Microbacterium

96 S000430947 0.00e+00 98 Lactococcus Ennahar et al., 2003

97 S000437466  0.00e+00 98 Klebsiella Rasche et al., np 2005

98 S000009662 0.00e+00 98 Microbacterium

99 S000418562  0.00e+00 97 Enterobacteriaceae

100 S000418563 0.00e+00 97 Enterobacteriaceae Heykd., np 2006

101 S000362522 0.00e+00 95 Bacillus

102 S000362580 0.00e+00 98 Bacillus

103 S000411538 0.00e+00 98 Bacillus

104 S000398710 0.00e+00 98 Bacillus

105 S000392895 0.00e+00 94 Bacillus

106 S000483704 0.00e+00 99 Bacillus

107 S000417566  5.01le-63 85 Burkholderia

108 S000483704 0.00e+00 98 Bacillus

TNumero de acesso no banco de dados RERpectation-value® Valor de identidade entre as sequéncias obtidas e
as de maior similaridade no banco de dafidaxon definido com o programa RDP classiffekutores do trabalho
no qual se originou a sequéncia de maior simildeda
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2.4 Discusséo

As estruturas das comunidades de bactérias cudiivasoladas d®. saccharalise S.
frugiperda apresentaram varias similaridades. Todos os igslagertencem aos filos
ProteobacteriaFirmucutes e Actinobacteria, sendo que Firmicuggzrasenta a maioria das
sequéncias avaliadas @ saccharalise metade das sequéncias Slefrugiperda.Da mesma
forma, a proporcédo de representantes das classé® d® Filo Proteobacteria foi semelhante
entre as duas espécies. Nas duas espéameaior numero de sequéncias de bactérias culizvave
pertence aos génemacillus Enterococcuse Microbacteriumtambém foram abundantes nas
duas espécies. Os indices de diversidade e estamatie riqueza ndo revelaram diferencas
significativas entre as comunidades de bactérids daccharalise S. frugiperda

Uma grande variacdo na densidade de microrganisoiosbservada na regidao do
meséntero d®. saccharalise variagbes ainda maiores foram detectadaS .eimugiperda Estas
variacbes tém sido documentadas em outros insgiodes estar relacionada a quantidade e tipo
de alimento consumido, ao estagio do processo tdiges variacoes fisioldgicas das lagartas,
pois em um periodo anterior a ecdise as lagarssanea ingestao de alimento, repercutindo em

reducao na densidade de microrganismos.

Vinte e seis isolados de bactérias oriundas dwm tchgestivo deD. saccharalis
conseguiram degradar algum dos substratos acresamidmeio de cultura como fonte de carbono
(celulose, hemicelulose e lignina). Por outro lattnhuma bactéria isolada do trato digestivo de
S. frugiperdaapresentou resultados positivos nas avaliagbeisro para produgdo enzimatica na
presenca destes substratos. As lagartds. dmccharalisdesenvolvem-se dentro dos colmos de
cana-de-acucar que sdo altamente ricos em matégaaceluloliticos, diferentemente de.
frugiperda que se alimentam de folhas e outros tecidos tesmesplantas. Isto poderia indicar
que D. saccharalis utiliza um alimento de baixa qualidade nutricionabr apresentar
componentes estruturais de dificil digestdo. Nassa® observacdes, nas dissecacgbes do trato
digestivo deD. saccharalis,ndo foram observadas fibras de celulose na retpameséntero o
que pode sugerir que a digestdo deste materidtrémexmente eficiente no inseto, podendo ter o
auxilio da microbiota, ou que este inseto ndo m@er fibras “selecionando” o caldo da cana, o
gue ainda néo foi reportado para Lepidoptera. Embdéuns insetos produzam lignocelulases,
acredita-se que os microrganismos do tubo digestitbam um papel importante na quebra de
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lignina e celulose, especialmente em insetos cigim & pobre em nitrogénio e rica em fibras.
Bactérias que degradam celulose e hemicelulosesidonisoladas do trato digestivo de insetos
gue apresentam dietas ricas em substratos caldslitcomo cupins (Saxena et al. 1993, Varma
et al. 1994, Schéfer et al. 1996, Wenzel et al2p00aratas (Cruden and Markovetz 1979) e
besouros cerambicideos, mas ndo em escolitideossguaimentam de material pobre em

lignocelulose (Delalibera et al. 2005).

O trato digestivo de insetos pode ser uma impa@témite para prospeccao de novos
microrganismos e enzimas com potencial de utili@atd decomposicdo de material rico em
lignocelulose. Outros microrganismos, especialmeagtieeles adaptados a alimentar-se da cana-
de-acucar, como € o casoldesaccharalispodem ter utilizacdo na producao de glicose arparti

de bagaco de cana para producao de etanol.
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3 CAARACTERIZAC;AO MOLECULAR DAS COMUNIDADES DE BACTE RIAS DO
MESENTERO DE SPODOPTERA FRUGIPERDA E DIATRAEA SACCHARALIS

Resumo

Os microrganismos presentes no tubo digestivo degtas podem desempenhar
importantes funcbes na biologia dos hospedeirosocom nutricdo, na detoxificagcdo de
compostos de defesas das plantas, na prevencadedadio por patdbgenos e na producdo de
semioquimicos importantes nas interacdes de insBt@simeiro passo para entender as funcdes
da microbiota do trato digestivo na biologia dosetos consiste na identificacdo dos membros
destas comunidades. Neste trabalho, as bactéeasrppes no meséntero de lagartas de quinto
instar da broca da cana-de-acUdamtraea saccharalise da lagarta-do-cartucho-do-milho,
Spodoptera frugiperdgrovenientes de diferentes localidades e difese@spécies ou variedades
de plantas hospedeiras, foram identificadas usaécduicas moleculares que independem do
cultivo dos microrganismos. A caracterizacao fallimada por DGGE (Gel de eletroforese em
gradiente desnaturante) usando-se a regidao 16SN# ribossdmico amplificado de DNA
metagendmico extraido do meséntero de 57 lagaetés daccharalise 26 deS. frugiperdae
sequenciamento de 6 bibliotecas de clones de rRE8 de cada espécie. A andlise das
comunidades bacterianas 8efrugiperdapor DGGE sugere que as variacdes das estruturas das
comunidades estao diretamente relacionadas comgyenodas populacdes de insetos e o tipo de
alimentacdo do inseto. As comunidades de bact@edagartas oriundas de criacdo em
laboratério e alimentadas com dieta artificial, hmile algoddo formaram um agrupamento
hierarquico com maior similaridade entre estas codagdes em comparacdo as amostras de
lagartas obtidas em campo e alimentadas com algosiftgo e arroz. As analises dos
agrupamentos hierarquicos dos amplicons de rRN8 dé bactérias do meséntero Mde
saccharalisindicaram uma maior similaridade das comunidadesitergdo do local de coleta
(amostras de uma mesma regido) do que em funcévaidedade de cana-de-acgucar. As
comunidades de bactérias do trato digestivddeaccharalissdo compostas por membros dos
filos Proteobacteria, Bacteroidetes e Actinobaatesendo Proteobacteria o filo predominante,
representando até 100% das sequéncias de algumadata A afiliacdo filogenética das
sequéncias d®. saccharalisrevelou que o génerBlebsiella esteve presente em todas as
amostras analisadas. No trato digestivd&sdéugiperdaforam encontradas sequéncias de rRNA
16S dos filos Proteobacteria, Firmicutes, Bacteiaisl, Actinobacteria e Acidobacteria, sendo os
dois primeiros 0s que apresentaram 0 maior numeragegresentantes. As comunidades de
bactérias variaram em funcdo da planta que a Egatalimentou. Entretant®alstoniae
Hydrogenophilusestiveram presentes em insetos que se alimentasamaibria das plantas
hospedeiras avaliadas. A presenca constante dasaigicrorganismos na maioria dos insetos
indica que estes possam ser indispensaveis, podedcer alguma funcao vital para o inseto ou
que tenham alguma outro tipo de relagéo simbi@icaomensal com o hospedeiro.

Palavras-chave: Diversidade Microbiana; Mesénteroca da cana-de-aglcar, Lagarta-
do-cartucho-do-milhpDigestdo; DGGE; rRNA 16s
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Abstract

The microorganisms inhabiting the digestiubet of insects might play important roles on
insect biology, nutrition, detoxification of pladefense compounds, protection from pathogen
infection and on the production of semiochemicasduon insect interactions. The identification
of members of microorganism community is the fggtp to understand their roles on insect
biology. We have characterized the midgut bacteaahmunity of 57 fifth instar caterpillars of
sugarcane boreDiatraea saccharali@nd of 26 fall armyworm$Spodoptera frugiperdahrough
culture-independent analysis based on Denaturiragli€nt Gel Electrophoresis (DGGE) and on
sequencing six 16S ribosomal RNA clone librarieseath species. Caterpillars were sampled
from different locations and from different hosapt species or varieties. DGGE results suggest
that community structure variation is related digeto insect population origin and type of insect
food source. Bacterial community from laboratorgresl caterpillars fed to artificial diet, corn
and cotton had formed and hierarchical group tlzat more similarity within the group than
when compared to caterpillars collected from tleddfiand fed to cotton, sorghum and rice. The
field locations where the caterpillars were samphedl more effect on bacterial community
diversity than the sugarcane varieties, based emnatwhical clustering of 16S rRNA analysis. The
bacterial community oD. saccharalismidgut is composed by members of phyla Proteobagcter
Bacteroidetes and Actinobacteria. Proteobactertheésmost comum phylum, representing up to
100% of 16S rRNA sequences in some caterpillare géneraKlebsiella was present in all
samples. In the midgut &. frugiperdawe have found 16S rRNA sequences belonging toaphyl
Proteobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes, Actictdréga and Acidobacteria. Proteobacteria and
Firmicutes were the most representatives. Bacteamimunity varied according ®. frugiperda
host plant; however, botRalstoniaandHydrogenophiluggenera were present in digestive tracts
of insects from most host plants. The constantgmes of some bacteria in the majority of insects
indicates that those microorganisms might eithelinoispensable, playing a vital hole to the
insect, or have some symbiotic or commensal redatiibh the insect.

Keywords: Microbial diversity; Midgut bacteria; Sargane borer; Fall armyworm; Digestion;
DGGE; 16S rRNA
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3.1 Introducgéo

O intestino dos insetos é habitado por uma grandgsidade de microrganismos como
resultado de sua exposi¢do continua ao meio exterde uma longa histdria evolutiva entre
microrganismos e hospedeiros (STEINHAUS, 1960¢oAtribuicdo da microbiota na nutricéo,
no desenvolvimento e exclusdo competitiva de mjenoismos patogénicos tem sido reportada
na literatura em diversos trabalhos (WIGGLESWORT®829; BREZNAK, 1982; CAMPBELL,
1990; DILLON E DILLON, 2004). O estudo das comuadés de microrganismos presentes em
insetos que apresentam habitos alimentares especi® importante para o entendimento da
capacidade e plasticidade dos microrganismos paradaptar e explorar as regides do trato
digestivo dos insetos, e de como estas podem enterha biologia dos hospedeiros.
(BENEMANN, 1973; BREZNAK et al., 1973).

A dificultade central nos estudos de ecologia deranganismos no trato digestivos dos
insetos, € associar a diversidade microbiana cam Bwng¢des, bem como a comprenssao das
relacdes entre a diversidade genética e a estrdastas comunidades (NANNIPIERI ET AL.,
2003). O desenvolvimento de técnicas moleculareg dudependem do cultivo dos
microrganismos e das ferrementas de bioinformagieamitiram a caracterizacdo de uma
diversidade microbiana desconhecida e da sua @aygio no ambiente onde foram coletadas
(LAMBAIS et al., 2005).

Uma das técnicas muito utilizadas para avaliar asuteras das comunidades
microbianas, através da variabilidade das sequemndéa rDNA 16S, é o DGGE (Gel de
eletroforese em gradiente desnaturante), métodendelvido por Muyzer, Wall e Uitterlinder
em 1993 (MUYZER; WALL; UITTERLINDER, 1993). O DGGEonsiste na separacao de
fragmentos de DNA de mesmo tamanho, obtidos polifitagdo de uma regido especifica de
um gene pela reacdo em cadeia da polimerase (R8R)m gel de poliacrilamida contendo um
gradiente desnaturante de uréia e formamida. O&apade migracdo desses fragmentos
(amplicons) no gel é resultado da composicdo déeatideos dos mesmos e seu teor G+C
(LAMBAIS et al., 2005). Esta técnica tem sido ampémte utilizada para detectar as variagdes
das comunidades microbianas em diferentes ambiefRESNNANEN; PAAVOLAINEN;
HANTULA, 2001), a influéncia das accdes antropicasmo a presenca de fungicidas
(THIRUP; JOHNSEN; WINDING, 2001; SIGLER; TURCO, 200 fertilizantes organicos e



76

inorganicos (MARSCHNER; KANDELER; MARSCHNER, 2003 a plantas transgénicas
(HEUER; SMALLA, 1999). Embora PCR-DGGE seja de a#taolucdao (MYERS et al., 1985;
MYERS; MANIATIS; LERMAN, 1987) e permita a compagag;rapida de um grande numero de
amostras, revelando a dinamica das comunidadeshiacas (MUYZER; SMALLA, 1998), esta
técnica ndo é suficiente para determinar e ideatifidiretamente as espécies ou grupos
taxondmicos em uma amostra (JOYNT et al., 20063tdrma, a composi¢cao de biblioteca de
clones cujos insertos sao fragmentos gerados p@tifebacdo de DNA metagendmico, de
amostras selecionadas previamente por PCR-DGGHiteeuma analise mais refinada das
amostras de interesse e a identificacdo das sdg8édos organismos que compdem as
comunidades.

Neste estudo, a microbiota do trato digestivoOdesaccharalise S. frugiperdafoi
caraterizada pela técnica do PCR-DGGE e pela emdsirde bibliotecas de clones da regido 16S
rRNA de bactérias.

3.2 Desenvolvimento
3.2.1 Material e métodos
3.2.1.1 Origem das lagartas dB. saccharalise S. frugiperda

A diversidade de bactérias do mesénter®@dsaccharalise S. frugiperdafoi analisada
através do sequenciamento da regido V1-V3 do rRMA, lamplificada a partir de DNA
metagendmico do trato digestivo. Com o0 objetivdader uma cobertura das amostras estudadas
e corroborar a hipétese da similaridade da comdeidie bactérias de acordo com a origem
geografica dos locais de coleta das lagartas, faaalisadas as amostras de lagartaPde
saccharaliscoletadas em cana-de-acucar de diferentes vagsd&dram utilizadas lagartas de
quinto instar deD. saccharaliscoletadas nas variedades de cana-de-a¢88-2847, RB83-
5054, SP79-1011, RB84-5210 (Bocaina/SP - UsinaaS&dindida “Aclcar e Alcool Ltda”);
RB86-7515, RB83-5054, RB93-5744, RB72-454, RB85%4%Tanabi/SP - Usina Guarani
Acucar e Alcool); SP80-0185, RB83-5054, SP81-325P81-3250, RB72-454, SP91-1049,
RB86-7515, RB85-5453 (Luiz Antonio/SP - Central Eyética Moreno Aglcar e Alcool Ltda.);
RB83-5054, SP81-3250 (Piracicaba/SP - ESALQ/USRJeecriacdo em dieta artificial do
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laboratorio de Patologia de Insetos do Departameatdo Entomologia e Acarologia da
ESALQ/USP. Para cada localidade e variedade de-aeuaglcar foram utilizadas amostras

isoladas de trés lagartas, exceto por SP81-32%raeicaba que foram usadas 5 lagartas.

Para S. frugiperda a diversidade de bactérias foi avaliada utilizanol DNA
metagendémico do meséntero de lagartas obtidas expoca em laboratorio e que foram criadas
em diferentes plantas. Foram utilizadas lagartaguito instar coletadas diretamente em plantas
de milho hibrido Pioneer 30F90 (15A, 15B, 15C, 18BE). Ovos deS. frugiperdatambém
coletados em plantas de milho (Hibrido Pioneer B)Fth fazenda Aredo em Piracicaba/SP
foram levados para o laboratorio e colocados exaplde Petri médias até a ecloséo das lagartas.
Posteriormente as lagartas neonatas foram indiNzdwias em tubos de criacdo de vidro e cada
lote de lagartas recebeu um tipo de alimento, stndb de folhas coletadas em campo, de arroz
SCSBRS5112 (11, 12, 13), algoddo IAC25RMD (G1, &A) e sorgo 822 (J1, J2, J3). Lagartas
oriundas de criacdo em laboratério foram alimerdadam folhas de algodéo, variedade
IAC25RMD® (F1, F2, F3), milho hibrido 2B-710 (H12HH3), sorgo 822 (K1, K2, K3) e em
dieta artificial (PARRA, 1996) (L1, L2, L3).

3.2.1.2 Extracdo de DNAs

A diversidade das comunidades bacterianas assscad&ato digestivo das lagartas de
D. saccharalise S. frugiperdafoi analisada via DGGE e sequenciamento de bédate clones
da regido 16S RNA. Para isto, a regido média do ttaestivo (mésentero) foi dissecada e o
DNA metanogendmico extraido com o “Fast DNA kit’®MBiomedicals, Irvine, CA, USA). Em
microtubos contendo granada finamente moida, fai@tdo 0,5 g de amostra, 978 pL de
tampéo fosfato e 122 pL de tampdo MT. Os tubosrfomgitados entre 30 s e 4 f em um
homogenizador FP120 FastPrep Cell Disruptor (Q-&@). Em seguida, foram centrifugados
por 1 minuto a 13000 g. O sobrenadante foi tramkfegpara tubos limpos. A essas solucdes
adicionou-se 250 pL de Tampéao PPS e os tubos fagitados 10 vezes por inversédo. Os tubos
foram centrifugados por 10 minutos a 13000 g e lwresmdante coletado e transferido para
microtubos limpos. Ao sobrenadante foi adicionadmll de matriz de ligacéo, agitando-se os
tubos durante 2 minutos por inversdo. Em seguidaubos foram incubados por 3 minutos a
37°C. A matriz de ligacao foi transferida para uitnaf acoplado a um microtubo (Spin Filter, Q-

Biogene) e centrifugada por 2 minutos a 13000 gnafriz foi lavada com 500 pL de solucao
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SEWS, e o filtro centrifugado duas vezes por 2 tosma 13000 g. Apdés 5 minutos de incubacgéo,
a temperatura ambiente, adicionou-se 50 pL de @igp@apura ao filtro e centrifugou-se por mais
2 minutos a 13000 g. A solucdo de DNA foi transferpara um tubo limpo e o DNA foi
guantificado apos eletroforese em gel de agarose &&mparacdo com o padrédo de massa (Low
DNA Mass Ladder-Invitrogen). A integridade do DN@&i fleterminada por eletroforese em gel
de agarose 0,5X TBE-0,8%, depois de corado coméeiS@reen” (Amersham Biociences, Sao

Paulo, Brasil).

3.2.1.3 Amplificacdo do gene 16s rRNA e analise ppGGE

A amplificacdo da regido V3 do rRNA 16S de bactdaafeita em reacdo de PCR
contendo: 2,5 pL de tampéo para PCR 10X, 0,2 mMRINSFrmM de MgGl, 1U de Tag DNA
polimerase recombinante (Gibco), 10 ng de DNA td&gimol dos oligonucleotideos iniciadores
338FGC (5 CGC CCG CCG CGC GCG GCG GGC GGG GCG GGG GCA CG@sGAC
TCC TAC GGG AGG CAG CAG-3 e un518r (ATT ACC GCG GCT GCT GG), agua Mili-Q
esterilizada para um volume final de 25 pL. A afigacao foi realizada em um termociclador
Mastercycler Gradient (Eppendorf) nas seguinteslicées: 95°C por 5 min, 30 ciclos de 92°C
por 1 min, 55°C por 1 min e 72°C por 1 min, 72°C p0 minutos.

Os produtos da reacdo de amplificacdo (amplicomsant separados através de
eletroforese em gel de agarose 1% - TBE 0,5X. O DdAisualizado por coloragdo com SYBR
Green (Molecular Probes) utilizando-se um densitéona laser ‘Fluorimager SI' (Armersham
Biosciences). Como padréo de tamanho e quantidadeNA foi utilizado o marcador Low
DNA Mass Ladder (Invitrogen). Os amplicons do rRidfam analisados por eletroforese em gel
de poliacrilamida com gradiente desnaturante (DGGE)géis de acrilamida (37,5:1; m:m) 8%,
foram preparados com gradiente desnaturante varided15% a 55%, usando uma solucdo
desnaturante 100% (7M uréia e 40% formamida) e sohacdo 0% (sem uréia e formamida)
(@VREAS et al., 1997). A eletroforese foi realizal&0° C e 200 V constantes por 3 horas, em
um sistema DCode (BioRad), utilizando-se solucéwpéo 0,5X TAE. Apos a eletroforese, o gel
foi imerso em solucdo de acido acético 10% por ifd,rmetanol 50% por 10 min. e SYBR

Green (Molecular Probes) 1: 10.000 (v:v) por 30utos, utilizando-se um agitador horizontal.
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Entre cada solucdo o gel foi lavado 3 vezes cona ggu 5 minutos. A imagem do gel foi
capturada por varredura, utilizando-se um densit@ma laser Fluorlmager e o programa
Fragment Analysis (Amersham Biosciences). A riqueégamplicons (As) foi determinada com
base no numero de bandas com diferentes valoremigecao relativa, detectadas apos

varredura.

A similaridade entre as estruturas de comunidaddsadtérias foi determinada com base
na presenca ou auséncia de amplicons detectadas BGE. Os géis foram analisados
utilizando o programa Diversity Database para dateacao da riqueza de amplicons (Ra), com
base no numero total de bandas detectaveis, emadute diversidade da microbiota do trato
digestivo e do tipo de planta e das variedades @orden coletados os insetos. O agrupamento
hierarquico foi realizado através do programa $\&& com base em matrizes de similaridade
geradas pelo método de concordancia simples (“simmaitching”), utilizando-se o algoritmo de

Ward e a distancia euclidiana como unidade de medid

3.2.1.4 Construcao das bibliotecas de clones da 1&g V1-V3 do rRNA 16S de bactérias

Foram selecionadas amostras que continham a mammntidade de amplicons nas
amostras avaliadas pelo DGGE e os amplicons daaegl—-V3 do rRNA 16S obtidos foram
clonados no vetor pGEM-T Easy Vector (Promega)eécéo de ligacéo foi feita utilizando-se
tampédo de ligacdo rapida 1X (30 mM Tris-HCI pH 718 mM DDT, 1 mM ATP, 5%
polietilenoglicol-PEG) e 3 U de T4 DNA ligase. Esmaterial foi incubado a 4°C durante a
noite. Em seguida, os produtos da reacéo de ligacam transformados em células competentes
de Escherichia coliDH5a por meio de choque térmico. As células transfoamatbram
plaqueadas em meio Luria Bertani (LB-agar) conteb@qg mL* ampicilina e 20 pg mt X-

Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolip-D-galactosideo). As bactérias contendo plasmideos
recombinantes foram cultivadas em meio LB liquidatendo amplicilina (50 pg mi) durante
22 horas a 38°C.

3.2.1.5 Extracdo de plasmideos

O meio de cultura liquido contendo as bactériageotrifugado a 4000 g por 5 minutos a
4°C e o0 sobrenadante descartado. O “pellet” obfalolavado com uma solugdo tampéo
composta de 25mM Tris-HCI (pH 8,0), EDTA (pH 8,06@ mM glicose. Em seguida, uma
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solugéo contendo 1% SDS e 0,2N NaOH foi adicioredasuspenséo incubada em gelo por 10
minutos. Uma solucdo contendo acetato de potadegioe3acido acético glacial 10% foi
adicionada e misturada por inversdao. A suspensédiné¢obada por 10 minutos em gelo e
centrifugada a 4000 g por 20 minutos a 4°C. O s@ufente foi transferido para uma nova placa
contendo 15 pug de RNase A e incubado a 37°C panigQtos. O DNA foi precipitado com
isopropanol gelado, centrifugado a 4000 g a 4°C 4®rminutos. A lavagem do DNA foi
realizada por 5 minutos com etanol 70%. O “pelfet’ressuspendido em 80 pL de agua ultra
pura esterilizada. O DNA foi quantificado através espectrofotometria a 260 nm e sua
integridade foi analisada por eletroforese em geladarose 1% - TBE 0,5X. O DNA foi
visualizado por coloracdo com SYBR-Green | (MolacuProbes) utilizando-se densitometro a

laser “Fluorimager SI” (Armersham).

3.2.1.6 Sequenciamento utilizando “Big Dye Terminat”

Uma aliquota contendo de 200-500 ng de DNA plasmidapmol dos iniciadores M13F
ou M13R, 2,0 ul de Dyemanic ET Terminator (AmersHaiosciences), 2,0 uL de tampéo Save
Money (200 mM Tris-HCL pH 9,0 e 5 mM MgG&H,0) e agua ultrapura para um volume final
de 10 pL, foi utilizado para a reacdo de sequeremdmn A amplificacdo foi realizada em um
termociclador (Mastercycler Gradient, Eppendor§),poodutos de PCR foram precipitados com
isopropanol e incubados no escuro por 20 minuttesrgperatura ambiente. Apds este processo
foi realizada a centrifugagcéo e a lavagem do “gettem etanol 70%, que entdo foi seco no
escuro, por no minimo 2 horas, ressuspendido emafoida e desnaturado a 96°C por 5
minutos. O sequenciamento foi realizado em segédaciautomatico o ABI 3100 (Applied

Biosystems).

3.2.1.7 Andlises das sequéncias do rRNA

Os cromatogramas gerados pelo sequenciamento alossctle rRNA 16S de bactérias
foram analisados através do programa PhredPhrapNEWGREEN, 1998), para remoc¢éo de
sequéncias do vetor e as bases de baixa qualislamente seqiéncias contendo qualidade >20,
apresentando 1 erro a cada 100 bases lidas, fovasideradas para analises posteriores. A

afiliacado taxonOmica das sequéncias foi feita coarmo-se as sequéncias de rRNA 16S com as
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sequUéncias depositadas no Ribossomal DatabasectP(Bj€TP:// rdp.cme.msu.edu) (versao
9.42), utilizando-se o programa RDPquery http:/smarsci.uga.edu/public_db/rdpquery.htm).

O numero de unidades taxondmicas operacionais (Pfbudeterminado utilizando-se o
programa DOTUR (Distance Based OTU and RichnessrBtation) (SCHLOSS; LARGET;
HANDELSMAN, 2004). Para tanto, as seqiiéncias foaéinhadas utilizando o programa Clustal
X 1.83 (THOMPSON; HIGGINS; GIBSON, 1994) com osdraetros “gap-opening penalty” de
10.0 e “gap-extention penalty” de 0,1. O alinharodhoi utilizado para calcular uma matriz de
distancia evolutiva através do DNADIST, programgdoote PHYLIP 3.63, usando o algoritmo
de Jukes-Cantor (CHAO; SHEN - http://evolutiong@setvashington.edu/phyilip.html).

As estimativas de riqgueza de UTOs, considerandtamtiia evolutiva de 0.03 para
definicdo de UTOs, foram feitas pelo programa SPADftizando métodos ndo-paramétricos
ACE (Abundance-based Coverage Estimator) e ChaolHA@ SHEN -
http://chao.stat.nthu.edu.com). Os indices de gigade de Shannon e Reciproco de Simpson e a

cobertura de amostragem também foram determindii@aando-se o programa SPADE.

As bibliotecas de rRNA 16S foram comparadas utililtase o programa S-Libshuff
(SINGLETON et al.,, 2001) (http:/www.arches.uga.eduflitman/libshuff.html), o qual
determina o nivel de probabilidade de duas bildedeserem diferentes entre si com base em
curvas de coberturas homologa e heterdloga. Paatritauicdo taxondmica foi utilizado o
software MEGAN (HUSON et al., 2007), comparandoaojento de DNA com a base de dados
do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) estimada @elcomparacdo com as sequéncias
conhecidas das bases de dados para resumir e ortle@mmomicamente os resultados,

fornecendo uma saida gréfica e estatistica pasenparacao de diferentes conjuntos de dados.

3.2.2 Resultados

3.2.2.1 Estrutura das comunidades de bactéria do mé@ntero de S. frugiperda e D.

saccharalis

Na figura 3.1 é apresentada a separacao dos amplieorRNA de bactérias presentes no
trato digestivo de lagartas de quinto instarSddrugiperdaoriundas de geracdo de adultos de

campo e laboratério e na figura 3.2 a separac@anplicons de rRNA de bactéria presente no
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trato digestivo de lagartas de quinto instabdeaccharalise S. frugiperdacoletadas em campo

e separadas por DGGE. A analise do gebdfugiperdaindicou que as trés repeticdes de cada
material avaliado encontram-se agrupadas hieragnte (Figura 3.3), sugerindo que as
variacOes das estruturas das comunidades estandkénete relacionada com o tipo de alimentacao
gue o inseto ingere. Neste contexto, a avaliagc8oad®stras L1, L2, L3 (Dieta artificial), H1,
H2, H3 (Milho), F1, F2, F3 (Algod&o), que foram idlais de lagartas descendentes de adultos de
criacdo artificial no Laboratorio de Biologia desétos (ESALQ/USP), apresentaram-se
agrupadas, mostrando maior similaridade entre estasnidades em comparacao as amostras de
lagartas obtidas em campo G1, G2, G3 (algodao)Ja1J3 (sorgo) e, I1, 12, 13 (arroz) que
apresentaram uma maior distancia indicando maioeabhiadade. Somente as amostras K1, K2,
K3 (sorgo), provenientes das lagartas descendeletesdultos de criacdo, ndo teve a mesma
tendéncia apresentada acima, ou seja, uma dasrarti¥$}j apresentou maior similaridade com
as lagartas mantidas em dieta artificial e as suiteas amostras formaram um agrupamento com

as lagartas coletadas em plantios de algodao.

Na andlise do gel de DGGE das amostras de campin daccharalise S. frugiperda
(Figura 3.4) pelo agrupamento hierarquico dos araps de rRNA 16S de bactérias, observa-se
uma maior similaridade das comunidades de bactgddsato digestivo em funcéo do local de
coleta (amostras de uma mesma regiao) do que egéduda variedade de cana-de-agucar (fonte
de alimentacdo). Esta afirmacdo € apoiada pelaagd@al do agrupamento hierarquico das
amostras no centro do cluster, onde prevaleceungasdade das lagartas d& saccharalis
(cana-de-acucar RB835054 e SP813250. drugiperda(Milho Pioneer 30F90) que foram
coletadas em campo na cidade de Piracicaba/SPrdassiiéado é interessante pelo fato de serem
lagartas de espécies e habitos alimentares diéeRibucas amostras Be saccharalisndo
agruparam no mesmo cluster com as repeticdes dearlesalizagdo geogréfica.
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Figura 3.1 Amplicons da regido V3 do rRNA 16S de bactériasmdséntero de lagartas de quinto instaBpledoptera frugiperdalimentadas com diferentes plantas
e dieta artificial, apos separad¢éo por DGGE. AfitofOrigem lagarta. M = Marcador. 1,2,3 = Forarfia#tflas Tres lagartas por localidade
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Figura 3.2- Amplicons da regido V3 do rRNA 16S de bactérias lditgpdos de DNA metagendmico do
meséntero de lagartas de quinto instaDifraea saccharaliscoletadas em cana-de-agucar e
Spodoptera frugiperdacoletada em Milho (AmosttéiCidadé/Variedadd) apds separacdo por
DGGE
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Figura 3.3 -Agrupamento hierarquico dos amplicons de rRNA 1@Shdctéria do meséntero de lagartas de
Spodoptera frugiperdarovenientes de diferentes locais e plantas, adpamor DGGE.
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Figura 3.4- Agrupamento hierarquico dos amplicons de rRNA 1@éSbdctérias do meséntero de lagartas de
Diatraea saccharalisoletadas em diferentes variedades de cana-detag8podoptera frugiperda
(amostras circundadas poy coletas em milho, com base na separacdo por D@&Kariedades de
mesma cor sdo provenientes de uma mesma localsltio Luis Antdénio (Marrom), Bocaina
(Preto), Tanabi (Vermelho) e Piracicaba (Verde). lidhas de mesma cor agrupam mesmas
variedades coletadas em locais diferentes.
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3.2.2.2 Sequenciamento do rRNA 16S de bactérias

As comunidades de bactérias do trato digestivoDdesaccharalissdo compostas
predominantemente por membros dos filos Proteotactacteroidetes e Acidobacter (Figura
3.5). Proteobacteria foi o filo predominante, repréando 87,5%, 98,7%, 100%, 100%, 95,1% e
100% do total das sequiéncias analisadas nas lagaltdadas nas variedades de cana SP813250
(Piracicaba), RB855453 (Luis Antdnio), RB8350 54Jif. Antbnio), RB835054 (Bocaina),
RB835054 (Tanabi), e RB867515 (Tanabi), respectaram(Figura 3.7).

A afiliacdo filogenética das sequéncias De saccharalisrevelou que o género
Klebsiella esteve presente em todas as amostras analisaggsa(B.5). Por outro lado,
sequéncias de representantes da farSiihingomonadaceae dos géneroSphigobacteriunme
Holophaga s6 foram encontradas nas amostras coletadas eaticBbba (SP813250) e
Roseomonasomente nas amostras coletadas em Luis Antoni@FB453). Acinetobactere
Hydrogenophilusforam encontradas em propor¢gdes similares nosriaiateoletados em Luis
Antonio (RB835054), Piracicaba (SP813250) e Ta(lRBB35054).

No trato digestivo d&. frugiperdaforam encontradas sequéncias de rRNA 16S dos filos
Proteobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes, Actictdréa e Fibrobacteres (Figura 3.6), sendo os
dois primeiros 0s que apresentaram 0 maior numerorepresentantes. Das sequéncias
analisadas, 33,3% (Milho/Pioneer30F90), 63,9% (&8&R), 36,2% (Arroz/SCSBRS5112)
pertenciam ao filo Firmicutes e 88,3% (Algodao/IABMD), 72,3 % (Milho/DowAgroScience
2B710) e 96,5% (Algodao/IAC25RMD) a ProteobactéFigura 3.8).
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Figura 3.5- Afiliacdo filogenética dos amplicons da regido MBr&NA 16S de bactérias do mesénter®adraea saccharaslipela comparagdo das sequéncias com
a base de dados NCBI usando o software MEGANDDis@ccharaliy, Bo (Bocaina/SP), Lu (Luis Anténio/SP), Pi (Picaba/SP), Ta (Tanabi/SP), Ca
(cana-de-acucar)
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Figura 3.6 -Afiliacéo filogenética dos amplicons da regido MBr&RNA 16S de bactérias do meséntercsdedoptera frugiperdaela comparacao das sequéncias com a

base de dados NCBI usando o software MEGAN.SSffr(giperdd, Al (Algod&o), Arr (Arroz), Mi (Milho), So (Sorgo
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classificadas por filos de bactéria



91

A afiliacdo filogenética das sequéncias $lefrugiperda apresenta uma distribuicao
caracteristica que varia em funcdo da planta qukgarta se alimentou (Figura 3.6).
Representantes da familia Bacillaceae e dos géneeamicrobium Methyllobacterium
Sphigomonas Acinetobacter e Holophaga somente foram encontrados no hibrido 2B710
(DowAgroScience) de milho @seudomona® Tsukaneurellasomente foram observados no
hibrido 30F90 (Pioneer). Pasteurellacea, Microbeaeae Sphigobacteriaceae somente foram
encontradas no trato digestivo de lagartas em atgadebsiella mostrou-se presente somente
em algodao (IAC25RMD) e arroz (SCSBRS5112), assimacEnterococcaceae em sorgo (822).
Finalmente Ralstoniae Hydrogenophilusestiveram presentes em insetos que se alimentazam d

todas as plantas hospedeiras avaliadas.

3.2.2.3 Estimativa de riqueza, de diversidades e roparacdes multiplas das bibliotecas de
rRNA 16S de bactérias

Na tabela 3.1 estdo apresentados os indices desidage, a estimativa de numero de
UTOs (Unidades Taxon6micas Operacionais) e estimmdt cobertura (ECA), considerando-se a
distancia evolutiva de 0,03 para a definicdo de BlTriqueza das comunidades microbianas de
D. saccharalisvariou de 40,6 a 111,6 OTUs pelo método de ACE.4 & 86,0 OTUs pelo
meétodo Chaol. A estimativa de riqueza de UTOsy@érdos métodos ndo paramétricos ACE e
Chaol e curva de rarefacdo mostrou que houve ummormiggueza de UTOs (intervalo de
confianca de 95% de probabilidade) nas lagartaB.dgaccharalis coletadas na variedade de
cana-de-agucar RB85-5453 em Luis Antbnio, do quecdestadas em Bocaina na variedade
RB83-5054 e em Tanabi (variedade RB83-5054), (Bi@.®).0Os valores de indice de Shannon e
Reciproca do indice de Simpson, revelaram uma naiversidade na microbiota bacteriana de
lagartas coletadas em Tanabi (variedade RB86-7Bfib)elacdo a todos os outros locais e
variedades. O mesmo foi obtido pelo indice I/D,etacque neste indice ndo foi detectado

diferenca com as lagartas de Luis Antdnio variedRig8i85-5453.

A rigueza das comunidades microbianasSddrugiperdavariou de 22,0 a 87,7 OTUs
pelo método de ACE e 19,5 a 74,7 OTUs pelo métdumC e curva de rarefacdo. A diversidade
observada em sorgo foi menor do que no milho 2B-Gd@ por sua vez teve uma menor
diversidade do que em algodao IAC-25RMD(c). Naoveodiferenca na riqueza de bactérias

entre as lagartas alimentadas em outras plantamphtude nos indices de diversidade foi maior
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em S. frugiperdado que enD. saccharalis A diversidade de bactérias nas lagartas alimastad
em sorgo foi menor do que em todas outras plaxtaeste@em arroz. A diversidade em arroz foi
menor do que em algodao e no milho variedade 2B-A40agartas em algodao e no milho 2B-
710 apresentaram ainda uma diversidade maior dértzecdo que quando no milho Pioneer
30F90 (Figura 3.10).

Em geral, a cobertura de amostragem dos clonebibkstecas foi alto em todas as
amostras, apresentando o menor valor parsaccharalig65%) coletada em cana-de-aglcar da
variedade RB835054 (Tanabi/SP) e o valor maxima @arfrugiperda(94%) coletada em sorgo
da variedade 822 (Piracicaba/SP).

A tabela 3.2 mostra as comparacdes multiplas astigbliotecas usando o software S-
LIBSHUFF. Os resultados mostraram que houve difexrepstatistica (®,05) entre as
comunidades de bactérias De saccaralisde diferentes variedades de cana-de-agUcar de uma
mesma localidade (Luis Antbnio — variedades RB8355RB855453 e Tanabi — variedades
RB835054 e RB867515). Da mesma forma, observoufseedca estatistica entre os materiais
guando coletados numa mesma variedade de canaidaraBB867515, em diferentes cidades
(Luis Antbnio/Tanabi/Bocaina) e entre comparacdesachostras onde a cidade e a variedade
eram diferentes (Bocaina - RB835054 e Luis AntGRBB55453). As Unicas semelhancas que
foram detectadas ocorreram entre as comunidadésatérias dd. saccharaliscoletadas na
variedade SP81-3250 em Piracicaba com RB855453Leiis Antonio e com RB867515 em
Tanabi.

No caso deS. frugiperda as comunidades também diferiram na maioria das
comparacdes entre as lagartas alimentadas em rdésreplantas hospedeiras. As Unicas
semelhancas observadas foram entre a microbiotagdetas alimentadas em milho Pioneer
30F90 com a microbiota de lagartas alimentadasawoz SCSBRS5112 e com sorgo, também
entre lagartas criadas em Algodao e lagartas clalstam algoddo em Piracicaba, e finalmente
entre aquelas alimentadas em sorgo e em arroz.

As comunidades de bactérias do trato digestive.deugiperdacriadas em laboratério
alimentadas de algodéo IAC-25RMD foi estatisticatmesemelhante as comunidades Bm
saccharaliscoletadas em Piracicaba (SP81-3250) e as coletaddauis Antdnio (RB855453).
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Também foram semelhantes as comunidades. diugiperdacoletadas em plantios de Algodéao
em Piracicaba e aquelasdesaccharaliscoletadas em Piracicaba na variedade SP81-3250.
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Figura 3.9- Andlise de rarefacéo de filotipos obtidos das bibltas de rRNA 16S das comunidades de bactérias do
meséntero de lagartas de quinto instaDdsaccharalis.As similaridades consideradas determinam as
rarefacbes em diferentes niveis taxonémicos.Dis@ccharaliy, Ta (Tanabi/SP), Bo (Bocaina/SP), Lu
(Luis Anténio/SP), Pi (Piracicaba/SP), Ca (Canacigear)
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Figura 3.10- Andlise de rarefacdo de filotipos obtidos das btblias de rRNA 16S das comunidades de bactérias do

meséntero de lagartas de quinto instarSg@doptera frugiperdaAs similaridades consideradas
determinam as rarefa¢des em diferentes niveis emimos. Sp $. frugiperdd, Pi (Piracicaba/SP), Mi
(Milho), Arr (Arroz), Al (Algodao), So (Sorgo)
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3.2.2.4 Distancias evolutivas das bibliotecas de KA 16S de bactérias

Na figura 3.11 € apresentado o numero de filotggisnados para diferentes distancias
evolutivas da comunidade de bactérias componergebddiotecas de rRNA 16S do trato
digestivo de larvas de quinto instar@desaccharaliscoletadas em cana-de-acucar. A estimativa
de riqueza de UTOs nas lagartas coletadas em dibecha variedade SP813250 é maior do que
em RB835054 coletado em Bocaina/SP (Figura 3.1NA. houve diferenca na rigueza entre as
comunidades bacterianas @e saccharalisna variedade RB835054 entre cidades de Luis
Antonio e Bocaina, mas estas tiveram uma riquezeom#o que as lagartas na mesma variedade
em Tanabi (Figura 3.11.B). Nas comparac¢Oes dastésgamostradas em duas variedades
diferentes de cana-de-acucar (RB85-5453 e RB83)5@bdidas na cidade de Luis Antbnio, a
diferenca estatistica se evidencia a partir daawitsa evolutiva 0.1 (Figura 3.11.C), sendo o
mesmo comportamento observado na comparacdo egaetds alimentadas nas variedades
RB83-5054 e RB86-7515 em Tababi/SP (Figura 3.11.D).

Diferentemente, observa-se na figura 3.12, quasd8ndias evolutivas da comunidade
de bactérias do trato digestivo de lagartas detquimstar deS. frugiperdaalimentadas de
diferentes plantas sdo muito menores. Nas duasdemte de milho (Pioneer 30F90 e
DowAgroScience 2B710), a diferenca estatistica etacéo a riqueza de UTOs somente é
observada a partir da distancia evolutiva 0.3 (@gul2.A). Por outro lado, ndo houve diferenca
estatistica quando a microbiota de lagartas de caenple criacdo foram comparadas numa
mesma variedade de algodao (IAC25RMD) (Figura BJ12Na comparacao da riqueza de UTOs
quando a fonte de alimento para as lagartas foz d8CSBRS5112) e sorgo (822), a diferenca
estatistica evidenciou-se desde as menores dssaesiolutivas calculadas (Figura 3.12.C).
Finalmente, na comparacdo das distancias evolutias quatro casos avaliados (milho-
DowAgroScience 2B710, algodao-IAC25RMD, arroz—-SCSBR12 e sorgo-822), nao
observou-se diferenca estatistica ao longo dasndists evolutivas calculadas para as trés
primeiras plantas utilizadas como fonte de alimgdasé no caso do sorgo (822) que apresentou
uma menor diversidade desde as menores distanvolsieas (Figura 3.12.D).
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Figura 3.11- Numero de filotipos estimados para diferentes deéé evolutivas obtidos das bibliotecas de rRNA 16e
bactérias do meséntero de lagartas de quinto itsfiatraeca saccharali€oletadas em diferentes variedades
de cana-de-agUcar em quatro cidades do EstadoadBe&do. A. (Piracicaba — SP81-3250/Bocaina — RB83-
5054), B. (Luis Antdnio/Bocaina/Tanabi — RB83-505&) (Luis Antdnio — RB85-5453/RB83-5054), D.
(Tanabi — RB83-5054/RB86-7515). Barras represemdmniervalo de confianca (95% de probabilidade). Di
(D. saccharali$, Ta (Tanabi/SP), Bo (Bocaina/SP), Lu (Luis Antd8P), Pi (Piracicaba/SP), Ca (Cana-de-
acucar)
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Figura 3.12 Numero de filotipos estimados para diferentes desé& evolutivas, obtidos das bibliotecas de

rRNA 16S de bactérias do meséntero de lagartasudeoginstar deSpodoptera frugiperda,
coletadas em Piracicaba/SP que alimentaram-se fdeemtes plantas. A. (Milho — Pioneer
30F90/DowAgroScience2B710), B. (Algoddo — IAC25RMD®/IAC25RMD), C. (Sarg-
822/Arroz — SCSBRS5112), D. (Milho — DowAgroScierii#710/Algodao — IAC25RMD/Sorgo
— 822/Arroz - SCSBRS5112). Barras representam enialo de confianca (95% de
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Figura 3.13 - Frequéncia relativa de seqiiénciaRb& 16S obtidas no meséntero de lagartas deatnstar
de Diatraea saccharaliscoletadas em diferentes locais e variedades de-dmaglcar e
classificadas por classes de Proteobacteria

Planta Variedade

M Aphaproteobacteria Milho  Pioneer (30F90)
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Figura 3.14- Frequéncia relativa de seqiiéncias de rRNA 16S abtid meséntero de lagartas de quinto instar
de Spodoptera frugiperdaoletadas em diferentes locais e variedades de-dmaglcar e
classificadas por classes de Proteobacteria
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Tabela 3.1 — Estimativas da riqueza de unidademéaricas operacionais (UTQOs), indice de diversidadebertura de amostragem calculados a partiibdietbcas
de rRNA 16S de bactérias do meséntero de lagagtgsidto instar dBiatraea saccharali® Spodoptera frugiperdeoletadas em campo

Estimativa de Riqueza de UTOs indices de Diversidade
Lagarta Cidade Planta Variedade NS* NU° ACE Chaol Shannorf 1/D¢ ECA®
D. saccharalis Piracicaba Cana-de-aglca SP81-3250 76 40 69.6(53.2;106.4) 58.6 (46.7;91.7) 3.421(3.242; 3.600) 21.88 (15.97; 34.734) 0.71
D. saccharalis ,I&lrjlit%nio Cana-de-aclca RB85-5453 80 32 43.1(36.2;61.6) 37.1(33.3;51.7) 2.999 (2.753; 3.245) 10.36 (6.572; 24.408) 0.85
D. saccharalis ,I&l:lit%nio Cana-de-aclca RB83-5054 83 31 45.2(36.4;68.6) 38.7(33.1;58.5) 3.084 (2.903; 3.265) 16.06 (12.643;22.0) 0.84
D. saccharalis Bocaina Cana-de-aguica RB83-5054 84 43 97.0(66.0; 166.4) 83.5(58.2;150.9) 3.412 (3.216; 3.608) 19.821 (14.247; 32.52) 0.68
D. saccharalis Tanabi Cana-de-aclca RB83-5054 84 44 111.6 (68.6; 169.0) 86.0 (60.3; 152.2) 3.327 (3.087; 3.568) 14.112 (8.602; 39.246) 0.65
D. saccharalis Tanabi Cana-de-aclca RB86-7515 78 23 40.6(28.6;78.5) 35.1(26.0;71.3) 2.411 (2.125;2.696) 5.664 (3.893; 8.033) 0.86
S. frugiperda  Piracicaba Milho Pioneer (30F90 81 25 51.6(34.0; 104.0) 44.6 (30.4; 95.8) 2.637 (2.408; 2.866) 9.175 (6.510; 15.537) 0.83
S. frugiperda  Piracicaba Milho 2B-710 83 36 44.1(38.9;59.0) 39.1(36.7;49.9) 3.432(3.313;3.551) 26.595 (22.61; 32.29) 0.88
S. frugiperda Piracicaba Algodao IAC-25RMD © 85 44 87.7(63.7;140.9) 74.7 (55.7; 125.0) 3.490 (3.313; 3.667) 22.935 (16.675; 36.724) 0.69
S. frugiperda Piracicaba Algodao IAC-25RMD 77 39 83.0(57.8;141.7) 71.0(50.6;127.5) 3.314 (3.111; 3.518) 18.241 (13.422; 28.465) 0.68
S. frugiperda  Piracicaba Sorgo 822 86 17 22.0(18.2;37.8) 19.5(17.4;32.6) 2.114 (1.856;2.371) 4.605 (3.278; 7.735) 0.94
S. frugiperda Piracicaba Arroz SCSBRS5112 80 22 49.6(30.6;110.4) 43.1(27.5; 103.3) 2.316 (2.051; 2.582) 6.083 (4.22; 10.91) 0.84

2 Numero de seqiiéncidsNimero de UTOs determinado pelo DOTURstimador de méaxima semelhantReciproca do indice de Simson (Estimador de méasenselhanca),
°Estimativa de cobertura de amostragem). Valores @arénteses representam o intervalo de conf@m&% de probabilidade.

D=0.03
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Tabela 3.2 Comparagtes multiplas da diversidade das bibbstee rRNA 16S das comunidades de bactérias doteesée lagartas de quinto instar de

Diatraea saccharalis e Spodoptitaiperdacoletadas em campo.

Lagarta Cidade Planta Variedade 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
D. saccharalis Piracicaba Cana-de-agucar SP81-3250 - 0.0000  0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0003 0.000@321 0.0025 0.0001 0.0003
D. saccharalis Luis Antbnio Cana-de-aglicar RB85-5453  0.0020 - 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0001 0.0000 0.20830000 0.0000 0.0000
D. saccharalis Luis Anténio Cana-de-aglicar RB835054 0.0000 0.0000 - 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.00000000 0.0000 0.0000
D. saccharalis Bocaina Cana-de-acucar RB835054  0.0000 0.0000  0.0000 - 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.00000000 0.0000 0.0000
D. saccharalis Tanabi Cana-de-agicar RB835054  0.0000 0.0000  0.0000 0.0000 - 0.0000 0.0000 0.0000 0.00000000 0.0000 0.0000
D. saccharalis Tanabi Cana-de-acucar RB86-7515 0.0007 0.0000  0.0000 0.0000 0.0000 - 0.0004 0.0001 0.00000000 0.0000 0.0000
S. frugiperda Piracicaba Milho Pioneer (30F90)0.0000 0.0000  0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 - 0.0000 0.00000000 0.0000 0.0246
S. frugiperda Piracicaba Milho 2B-710 0.0000 0.0000  0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 - 0.00000000 0.0000  0.0000
S. frugiperda Piracicaba  Algod&o IAC-25RMD © 0.2842 0.0000  0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0002 - 0.0002 0.0000 0.0000
S. frugiperda Piracicaba  Algodéo IAC-25RMD  0.0080 0.0000  0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.000@046. - 0.0000  0.0000
S. frugiperda Piracicaba Sorgo 822 0.0000 0.0000  0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0081 0.000@000. 0.0001 - 0.0057
S. frugiperda Piracicaba Arroz SCSBRS5112 0.0000 0.0000  0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.1256 0.000®000. 0.0000 0.0006 -
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Tabela 3.3—- Composicao das comunidades de bactérias do meséedDiatraea saccharalise Spodoptera
frugiperdaobtidas de DNA metagenémico e identificadas pqtiéacias de rRNA 16S

Biblioteca de clones n° 1. saccharalis, Piracicaba/SP, Cana-de-acucar - SP81-3250) Continua
Clones BestHitID E-value ID(%) Afiliacao filogenética Autor
9B08 S000413179 0.00e+00 98 Hydrogenophilus
9B10 S000402726 0.00e+00 98 Ralstonia Schoenfeld et al., 2003
9B11 S000474503 0.00e+00 98 Acinetobacter
9C03 S000413179 0.00e+00 98 Hydrogenophilus
9D03 S000394508 0.00e+00 95 Enterobacteriaceae
9D06 S000437466 0.00e+00 98 Klebsiella Frank et al., 2007
9D12 S000418562 0.00e+00 97 Enterobacteriaceae
9EOb2 S000474503 0.00e+00 99 Acinetobacter
9F01 S000402726 0.00e+00 99 Ralstonia Schoenfeld et al., 2003
9G03 S000426636 0.00e+00 98 Bacillaceae
9G04 S000467865 0.00e+00 95 Sphingomonas
9G06 S000413179 0.00e+00 97 Hydrogenophilus
9G09 S000437466 0.00e+00 99 Klebsiella Frank et al., 2007
9G11 S000467865 0.00e+00 95 Sphingomonas
9G12 S000400134 5.01e-159 93 Achromobacter Peng,. np 2007
9HO1 S000100946 2.51e-180 94 Bacteria
9H02 S000251860 7.94e-143 96 Flexibacteraceae
9HO03 S000475426 0.00e+00 98 Deferribacterales
9HO4 S000413179 0.00e+00 97 Hydrogenophilus
9HO05 S000482243 0.00e+00 94 Sphingomonas
9HO06 S000100946 2.51e-180 94 Bacteria
9HO7 S000413178 0.00e+00 96 Hydrogenophilus
9HO08 S000413182 0.00e+00 98 Hydrogenophilus
9H09 S000142268 1.26e-162 93 Bacteria
9H10 S000457912 1.26e-177 94 Sphingomonas
9H11 S000426021 0.00e+00 95 Methylobacterium
9H12 S000413179 0.00e+00 96 Hydrogenophilus
9A02 S000473495 0.00e+00 98 Rhizobium Hiroishi et al., np 2005
9A03 S000402726 0.00e+00 94 Ralstonia Schoenfeld et al., 2003
9A04 S000346310 0.00e+00 95 Enterobacter
9A05 S000333360 0.00e+00 96 Citrobacter
9A06 S000366962 0.00e+00 95 Enterobacter Singh et al., 2004
9A07 S000402726 0.00e+00 96 Ralstonia Schoenfeld et al., 2003
9A08 S000473495 0.00e+00 98 Rhizobium Hiroishi et al., np 2005
9A09 S000346310 0.00e+00 95 Enterobacter
9A10 S000111343 0.00e+00 99 Klebsiella Ley etal., 2008
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Tabela 3.3—- Composigdo das comunidades de bactérias do mesé&ddiatraea saccharalise Spodoptera frugiperda
obtidas de DNA metagendmico e identificadas potiéegias de rRNA 16S

Continuacao

Clones Best Hit ID E-value ID(%) Afiliacao filogenética Autor

9A11 S000129264 3.16e-166 93 Rhizobiales

9A12 S000437485 0.00e+00 97 Klebsiella Fouts et al., 2008
9B01 S000437485 0.00e+00 94 Klebsiella Fouts et al., 2008
9B02 S000402726 0.00e+00 95 Ralstonia Schoenfeld et al., 2003
9B03 S000398883 0.00e+00 96 Rhizobiales

9B04 S000437485 0.00e+00 95 Klebsiella Fouts et al., 2008
9B05 S000437466 0.00e+00 98 Klebsiella Frank et al., 2007
9B06 S000437485 0.00e+00 97 Klebsiella Fouts et al., 2008
9B07 S000403065 0.00e+00 98 Hydrogenophilus

9B09 S000468755 0.00e+00 96 Sphingobacterium

9B12 S000403065 0.00e+00 99 Hydrogenophilus

9C01 S000468755 0.00e+00 96 Sphingobacterium

9C02 S000437485 0.00e+00 99 Klebsiella Fouts et al., 2008
9C04 S000437485 0.00e+00 97 Klebsiella Fouts et al., 2008
9H12 S000413179 0.00e+00 96 Hydrogenophilus

9A02 S000473495 0.00e+00 98 Rhizobium Hiroishi et al., np 2005
9A03 S000402726 0.00e+00 94 Ralstonia Schoenfeld et al., 2003
9A04 S000346310 0.00e+00 95 Enterobacter

9A05 S000333360 0.00e+00 96 Citrobacter

9A06 S000366962 0.00e+00 95 Enterobacter Singh et al., 2004
9A07 S000402726 0.00e+00 96 Ralstonia Schoenfeld et al., 2003
9A08 S000473495 0.00e+00 98 Rhizobium Hiroishi et al., np 2005
9A09 S000346310 0.00e+00 95 Enterobacter

9A10 S000111343 0.00e+00 99 Klebsiella Ley et al., 2008
9A11 S000129264 3.16e-166 93 Rhizobiales Taubeall 2009
9A12 S000437485 0.00e+00 97 Klebsiella Fouts et al., 2008
9B01 S000437485 0.00e+00 94 Klebsiella Fouts et al., 2008
9B02 S000402726 0.00e+00 95 Ralstonia Schoenfeld et al., 2003
9B03 S000398883 0.00e+00 96 Rhizobiales

9B04 S000437485 0.00e+00 95 Klebsiella Fouts et al., 2008
9B05 S000437466 0.00e+00 98 Klebsiella Frank et al., 2007
9B06 S000437485 0.00e+00 97 Klebsiella Fouts et al., 2008
9B07 S000403065 0.00e+00 98 Hydrogenophilus

9B09 S000468755 0.00e+00 96 Sphingobacterium

9B12 S000403065 0.00e+00 99 Hydrogenophilus

9C01 S000468755 0.00e+00 96 Sphingobacterium

9C02 S000437485 0.00e+00 99 Klebsiella Fouts et al., 2008

9C04 S000437485 0.00e+00 97 Klebsiella Fouts et al., 2008
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Tabela 3.3- Composi¢do das comunidades de bactérias do meséfeddiatraea saccharalise Spodoptera frugiperda

obtidas de DNA metagendmico e identificadas potiérgias de rRNA 16S

Concluséo
Clones BestHitID E-value ID(%) Afiliacao filogenética Autor
9C05 S000402726 0.00e+00 99 Ralstonia Schoenfeld et al., 2003
9CO07 S000437485 0.00e+00 99 Klebsiella Fouts et al., 2008
9C08 S000487836 0.00e+00 98 Burkholderia
9C09 S000437485 0.00e+00 95 Klebsiella Fouts et al., 2008
9C10 S000381739 0.00e+00 95 Enterobacter
9C12 S000381739 0.00e+00 97 Enterobacter
9D04 S000437466 0.00e+00 98 Klebsiella Frank et al., 2007
9D05 S000346310 0.00e+00 98 Enterobacter
9D07 S000402726 0.00e+00 99 Ralstonia Schoenfeld et al., 2003
9D08 S000402726 0.00e+00 99 Ralstonia Schoenfeld et al., 2003
9D09 S000389520 0.00e+00 95 Legionella Lo Presti et al., 2001
9D10 S000431973 0.00e+00 98 Enterobacteriaceae
9D11 S000437521 0.00e+00 99 Burkholderia
9E01 S000402726 0.00e+00 98 Ralstonia Schoenfeld et al., 2003
9E07 S000398883 0.00e+00 96 Rhizobiales
9E08 S000402726 0.00e+00 99 Ralstonia Schoenfeld et al., 2003
9E09 S000333362 0.00e+00 96 Enterobacteriaceae dleslal., 2007
9F08 S000402726 0.00e+00 95 Ralstonia Schoenfeld et al., 2003
9F10 S000437521 0.00e+00 99 Burkholderia
9F11 S000111343 0.00e+00 98 Klebsiella Ley et al., 2008
9G01 S000402726 0.00e+00 99 Ralstonia Schoenfeld et al., 2003
9G02 S000333360 0.00e+00 95 Citrobacter
9G05 S000492345 0.00e+00 99 Klebsiella Oliveira; Barbosa, np 2009
9G07 S000437466 0.00e+00 99 Klebsiella Frank et al., 2007
9G08 S000402726 0.00e+00 99 Ralstonia Schoenfeld et al., 2003
9G10  S000402726 0.00e+00 99 Ralstonia Schoenfeld et al., 2003
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Tabela 3.3- Composicao das comunidades de bactérias do meséeteratraca saccharali® Spodoptera frugiperda
obtidas de DNA metagendmico e identificadas potiérgias de rRNA 16S

Biblioteca de clones n° 2[Y. saccharalis, Luis Antdnio/SP, Cana-de-acUcar - RB85-5453 Continua
Clones Best Hit ID E-value ID(%) Afiliacao filogenética Autor

4A01 S000492345 5.01e-178 93 Klebsiella

4A03 S000349351 0.00e+00 96 Roseateles

4A04 S000437485 0.00e+00 96 Klebsiella Zhu et al., 2003
4A05 S000437485 0.00e+00 96 Klebsiella Zhu et al., 2003
4A06 S000492345 5.01e-178 93 Klebsiella

4A07 S000482536 0.00e+00 95 Klebsiella Jha; Kumar, np 2009
4A08 S000482536 0.00e+00 95 Klebsiella Jha; Kumar, np 2009
4A10 S000482536 0.00e+00 96 Klebsiella

4A11 S000482536 0.00e+00 96 Klebsiella

4B01 S000456520 0.00e+00 97 Klebsiella Pornwiroon et al., 2007
4B02 S000456520 0.00e+00 97 Klebsiella Pornwiroon et al., 2007
4B06 S000386029 0.00e+00 98 Enterobacter Dunn; Stabb, 2005
4B07 S000385873 0.00e+00 97 Klebsiella Mayilraj; Saini, np 2007
4B11 S000410098 2.51e-04 88 Enterobacteriaceae

4B12 S000386029 0.00e+00 98 Enterobacter Dunn; Stabb, 2005
4C03 S000484371 0.00e+00 97 Klebsiella Babu; Pandian, np 2004
4C07 S000456484 0.00e+00 96 Enterobacter

4C08 S000484371 0.00e+00 97 Klebsiella Babu; Pandian, np 2004
4C09 S000437485 0.00e+00 98 Klebsiella Fouts et al., 2008
4C10 S000437485 0.00e+00 99 Klebsiella Fouts et al., 2008
4C11 S000437485 0.00e+00 98 Klebsiella Fouts et al., 2008
4C12 S000437485 0.00e+00 95 Klebsiella Fouts et al., 2008
4D01 S000437485 0.00e+00 99 Klebsiella Niu et al., np 2003
4D03 S000402934 0.00e+00 97 Muricoccus

4D04 S000111343 0.00e+00 98 Klebsiella Liu et al., np 2009
4D05 S000492345 0.00e+00 97 Klebsiella ,Chang et al., 2008
4D07 S000402934 0.00e+00 97 Muricoccus

4D09 S000322870 0.00e+00 98 Klebsiella Shrivastava; Kumar, np 2007
4D10 S00021091 0.00e+00 97 Microbacterium Zinniel et al., 2002
4E07 S000437466 0.00e+00 98 Klebsiella Frank et al., 2007
4E09 S000437485 0.00e+00 96 Klebsiella Fouts et al., 2008
4E11 S000437466 0.00e+00 98 Klebsiella Frank et al., 2007
4F06 S000437485 0.00e+00 98 Klebsiella Fouts et al., 2008
4F08 S000437485 0.00e+00 97 Klebsiella Fouts et al., 2008
4F09 S000437485 0.00e+00 98 Klebsiella Fouts et al., 2008
4F11 S000437485 0.00e+00 98 Klebsiella Fouts et al., 2008
4G03 S000437466 0.00e+00 97 Klebsiella Frank et al., 2007
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Concluséo

Clones Best Hit ID E-value ID(%) Afiliacéo filogenética Autor

4G04 S000437466 0.00e+00 97 Klebsiella Frank et al., 2007
4G08 S000437485 0.00e+00 99 Klebsiella Fouts et al., 2008
4G09 S000133722 0.00e+00 97 Citrobacter Grice et al., 2009
4G10 S000437485 0.00e+00 98 Klebsiella Fouts et al., 2008
4G11 S000437485 0.00e+00 99 Klebsiella Fouts et al., 2008
4HO05 S000437485 0.00e+00 98 Klebsiella Fouts et al., 2008
4B03 S000437485 0.00e+00 95 Klebsiella Fouts et al., 2008
4B04 S000437485 0.00e+00 95 Klebsiella Fouts et al., 2008
4B05 S000437466 0.00e+00 99 Klebsiella Frank et al., 2007
4B08 S000437466 0.00e+00 99 Klebsiella Frank et al., 2007
4B09 S000387364 0.00e+00 95 Raoultella

4B10 S000387415 0.00e+00 97 Klebsiella Babu; Pandian, np 2004
4C05 S000389831 0.00e+00 96 Rhizobium Chueire et al., 2002
4C06 S000437466 0.00e+00 97 Klebsiella Frank et al., 2007
4D02 S000437485 0.00e+00 96 Klebsiella Fouts et al., 2008
4D06 S000111343 0.00e+00 96 Klebsiella Maknojia et al., np 2006
4D08 S000387415 0.00e+00 97 Klebsiella Maknojia et al., np 2006
4D11 S000090678 0.00e+00 97 Klebsiella

4D12 S000437466 0.00e+00 97 Klebsiella Frank et al., 2007
4E01 S000437466 0.00e+00 97 Klebsiella Frank et al., 2007
4E04 S000437485 0.00e+00 95 Klebsiella Fouts et al., 2008
4E05 S000437485 0.00e+00 95 Klebsiella Fouts et al., 2008
4E06 S000437466 0.00e+00 98 Klebsiella Frank et al., 2007
4E08 S000437466 0.00e+00 99 Klebsiella Frank et al., 2007
4E10 S000389831 0.00e+00 98 Rhizobium Chueire et al., 2002
4E12 S000437466 0.00e+00 98 Klebsiella Frank et al., 2007
4F04 S000437485 0.00e+00 97 Klebsiella Fouts et al., 2008
4F05 S000437485 0.00e+00 99 Klebsiella Fouts et al., 2008
4F07 S000437485 0.00e+00 97 Klebsiella Fouts et al., 2008
4F10 S000437485 0.00e+00 99 Klebsiella Fouts et al., 2008
4G01 S000437485 0.00e+00 95 Klebsiella Fouts et al., 2008
4G02 S000381739 0.00e+00 95 Enterobacter Lima et al., np 2009
4G05 S000437485 0.00e+00 95 Klebsiella Fouts et al., 2008
4G06 S000381739 0.00e+00 97 Enterobacter Lima et al., np 2009
4G07 S000437466 0.00e+00 98 Klebsiella Frank et al., 2007
4G12 S000381739 0.00e+00 97 Enterobacter Lima et al., np 2009
4H03 S000437485 0.00e+00 97 Klebsiella Fouts et al., 2008
4H04 S000437485 0.00e+00 97 Klebsiella Fouts et al., 2008
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Tabela 3.3- Composicéo das comunidades de bactérias do meséeteratraea saccharali® Spodoptera frugiperda
obtidas de DNA metagendmico e identificadas potiéagias de rRNA 16S

Concluséo
Clones Best Hit ID E-value ID(%) Afiliacéo filogenética Autor
4HO07 S000437485 0.00e+00 95 Klebsiella Fouts et al., 2008
4HO08 S000437485 0.00e+00 94 Klebsiella Fouts et al., 2008

4H09 S000437485 0.00e+00 94 Klebsiella Fouts et al., 2008
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Tabela 3.3- Composic¢éo das comunidades de bactérias do meséeteratraea saccharali® Spodoptera frugiperda
obtidas de DNA metagendmico e identificadas potiéagias de rRNA 16S

Biblioteca de clones n° 3. saccharalis, Luis Anténio/SP, Cana-de-acgucar - RB83-5054) Continua
Clones BestHitID E-value ID(%) Afiliacao filogenética Autor

3A01 S000139224 0.00e+00 95 Enterobacter Lambais et al., 2006
3A02 S000418561 0.00e+00 93 Enterobacteriaceae

3A03  S000139224 0.00e+00 95 Enterobacter Lambais et al., 2006
3A07 S000437466 0.00e+00 96 Klebsiella Ley et al., 2008
3A10 S000133722 0.00e+00 97 Citrobacter Asis; Adachi, np 2008
3B02  S000437485 0.00e+00 95 Klebsiella Gao et al., np 2008
3B03  S000437466 0.00e+00 96 Klebsiella Ley et al., 2008
3B06  S000379232 0.00e+00 98 Enterobacteriaceae

3B07  S000437485 0.00e+00 98 Klebsiella Gao et al., np 2008
3B08  S000437485 0.00e+00 98 Klebsiella Gao et al., np 2008
3B09  S000356224 0.00e+00 98 Enterobacter Lambais et al., 2006
3C01  S000437485 0.00e+00 96 Klebsiella Gao et al., np 2008
3C02  S000356224 0.00e+00 98 Enterobacter Lambais et al., 2006
3C05 S000413179 0.00e+00 98 Hydrogenophilus Portillo et al., 2008
3C07  S000133722 0.00e+00 96 Citrobacter Asis; Adachi, np 2008
3C08  S000402904 0.00e+00 96 Citrobacter

3D01  S000133722 0.00e+00 96 Citrobacter Asis; Adachi, np 2008
3D05 S000139224 0.00e+00 97 Enterobacter Lambais et al., 2006
3D06  S000387214 0.00e+00 97 Serratia

3D07  S000379232 0.00e+00 97 Enterobacteriaceae

3D08  S000139224 0.00e+00 97 Enterobacter Lambais et al., 2006
3D09  S000437485 0.00e+00 98 Klebsiella Gao et al., np 2008
3E05  S000437485 0.00e+00 98 Klebsiella Gao et al., np 2008
3E08  S000379232 0.00e+00 96 Enterobacteriaceae

3E11  S000437485 0.00e+00 98 Klebsiella Gao et al., np 2008
3F02 S000333359 0.00e+00 98 Enterobacteriaceae

3F03  S000333359 0.00e+00 98 Enterobacteriaceae

3F04  S000437485 0.00e+00 98 Klebsiella Gao et al., np 2008
3F05  S000413179 0.00e+00 97 Hydrogenophilus Portillo et al., 2008
3F06 S000379232 0.00e+00 97 Enterobacteriaceae

3F07  S000379232 0.00e+00 97 Enterobacteriaceae

3F10 S000437485 0.00e+00 99 Klebsiella Gao et al., np 2008
3F11  S000437485 0.00e+00 99 Klebsiella Gao et al., np 2008
3F12  S000133722 0.00e+00 95 Citrobacter Asis; Adachi, np 2008
3G01  S000133722 0.00e+00 95 Citrobacter Asis; Adachi, np 2008
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Tabela 3.3- Composicéo das comunidades de bactérias do meséeteratraea saccharali® Spodoptera frugiperda

obtidas de DNA metagendémico e identificadas potiérgias de rRNA 16S

Continuacéo

Clones BestHitID E-value ID(%) Afiliacéo filogenética Autor

3G06  S000437485 0.00e+00 99 Klebsiella Gao et al., np 2008
3G07  S000379232 0.00e+00 97 Enterobacteriaceae

3G08 S000379232 0.00e+00 97 Enterobacteriaceae

3G09 S000480846 0.00e+00 97 Citrobacter

3G10 S000378082 0.00e+00 98 Enterobacter

3G11 S000378082 0.00e+00 98 Enterobacter

3H02  S000139224 0.00e+00 96 Enterobacter Lambais et al., 2006
3H04  S000133722 0.00e+00 97 Citrobacter Asis; Adachi, np 2008
3HO7  S000437485 0.00e+00 96 Klebsiella Gao et al., np 2008
3H08  S000437485 0.00e+00 96 Klebsiella Gao et al., np 2008
3H10 S000009798 0.00e+00 98 Enterobacter

3A04  S000437485 0.00e+00 97 Klebsiella Gao et al., np 2008
3A05 S000437485 0.00e+00 97 Klebsiella Gao et al., np 2008
3A06 S000010520 0.00e+00 96 Enterobacteriaceae

3A08 S000010520 0.00e+00 96 Enterobacteriaceae

3A09 S000403065 0.00e+00 95 Hydrogenophilus Lopez-Garcia et al., 2003
3A11  S000403065 0.00e+00 95 Hydrogenophilus Lopez-Garcia et al., 2003
3B01  S000379232 0.00e+00 98 Enterobacteriaceae

3B04  S000379232 0.00e+00 98 Enterobacteriaceae

3B05  S000379232 0.00e+00 98 Enterobacteriaceae

3B10  S000468964 0.00e+00 96 Acinetobacter

3B11  S000468964 0.00e+00 96 Acinetobacter

3B12  S000379232 0.00e+00 98 Enterobacteriaceae

3C04  S000133722 0.00e+00 97 Citrobacter Asis; Adachi, np 2008
3C06  S000133722 0.00e+00 97 Citrobacter Asis; Adachi, np 2008
3C09 S000437466 0.00e+00 95 Klebsiella Ley et al., 2008
3C10 S0004131785.01e-175 95 Hydrogenophilus

3C11  S000333359 0.00e+00 95 Enterobacteriaceae

3C12 S000379232 0.00e+00 94 Enterobacteriaceae

3D02  S000372480 0.00e+00 96 Enterobacteriaceae

3D03  S000483227 0.00e+00 94 Enterobacteriaceae

3D04  S000129139 0.00e+00 97 Enterobacteriaceae

3D10  S000372480 0.00e+00 97 Enterobacteriaceae

3D11 S000333359 0.00e+00 96 Enterobacteriaceae

3D12  S000133722 0.00e+00 97 Citrobacter Asis; Adachi, np 2008
3E01  S000437466 0.00e+00 95 Klebsiella Ley et al., 2008
3E04  S000413179 0.00e+00 95 Hydrogenophilus Portillo et al., 2008
3E06  S000437485 0.00e+00 98 Klebsiella Gao et al., np 2008
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Tabela 3.3- Composicéo das comunidades de bactérias do meséeteratraea saccharali® Spodoptera frugiperda
obtidas de DNA metagendmico e identificadas potiéagias de rRNA 16S

Concluséo
Clones BestHitID E-value ID(%) Afiliacao filogenética Autor
3E07  S000133722 0.00e+00 96 Citrobacter Asis; Adachi, np 2008
3E09  S000379232 0.00e+00 97 Enterobacteriaceae
3E10  S000402904 0.00e+00 97 Citrobacter
3E12  S000413179 0.00e+00 95 Hydrogenophilus Portillo et al., 2008
3F08  S000437485 0.00e+00 98 Klebsiella Gao et al., np 2008
3G03  S000133722 0.00e+00 95 Citrobacter Asis; Adachi, np 2008
3G05  S000333359 0.00e+00 98 Enterobacteriaceae

3G12  S000437485 0.00e+00 98 Klebsiella Gao et al., np 2008
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Tabela 3.3- Composic¢éo das comunidades de bactérias do meséeteratraea saccharali® Spodoptera frugiperda

obtidas de DNA metagenémico e identificadas potiérgias de rRNA 16S

Biblioteca de clones n° 4[). saccharalis, Bocaina/SP, Cana-de-agucar - RB83-5054) Continua
Clones BestHitID E-value ID(%) Afiliacéo filogenética Autor
2A01  S000402904 0.00e+00 96 Citrobacter
2A02  S000402904 0.00e+00 96 Citrobacter
2A04  S000437563 0.00e+00 95 Enterobacteriaceae Lambais et al., 2006
2A06  S000402904 0.00e+00 96 Citrobacter
2A07  S000437485 0.00e+00 97 Klebsiella Gao et al., np 2008
2A08 S000437466 0.00e+00 96 Klebsiella Ley et al., 2008
2A09 S000437485 0.00e+00 98 Klebsiella Gao et al., np 2008
2A11  S000437485 0.00e+00 98 Klebsiella Gao et al., np 2008
2B02  S000333366 0.00e+00 94 Enterobacteriaceae
2B03  S000139224 0.00e+00 96 Enterobacter Lambais et al., 2006
2B04  S000402904 0.00e+00 96 Citrobacter
2B05  S000437485 0.00e+00 99 Klebsiella Gao et al., np 2008
2B09  S000333359 0.00e+00 97 Enterobacteriaceae
2B11  S000139224 0.00e+00 96 Enterobacter Lambais et al., 2006
2C02 S000381739 0.00e+00 94 Enterobacter
2C04  S000392891 0.00e+00 97 Klebsiella Liu et al., np 2009
2C06  S000406018 0.00e+00 97 Enterobacteriaceae Lima et al., np 2009
2C09  S000437485 0.00e+00 99 Klebsiella Gao et al., np 2008
2C11  s000406018 0.00e+00 97 Enterobacteriaceae Lima etal., n®200
2D01  S000139224 0.00e+00 98 Enterobacter Lambais et al., 2006
2D03  S000139224 0.00e+00 97 Enterobacter Lambais et al., 2006
2D04  S000418563 0.00e+00 98 Enterobacteriaceae Lambais et al., 2006
2D07  S000437466 0.00e+00 99 Klebsiella Ley et al., 2008
2D09  S000437485 0.00e+00 99 Klebsiella Gao et al., np 2008
2D10  S000437485 0.00e+00 99 Klebsiella Gao et al., np 2008
2D11  S000414895 0.00e+00 98 Enterobacter
2D12  S000457942 0.00e+00 97 Citrobacter
2E01  S000385873 0.00e+00 93 Klebsiella
2E02  S000139224 0.00e+00 98 Enterobacter Lambais et al., 2006
2E03  S000418560 0.00e+00 96 Klebsiella
2E04  S000139224 0.00e+00 96 Enterobacter Lambais et al., 2006
2E08 S000385757 0.00e+00 97 Enterobacter
2E09 S000414895 0.00e+00 96 Enterobacter
2E11 S000385757 0.00e+00 97 Enterobacter
2F02  S000133722 0.00e+00 97 Citrobacter Asis; Adachi, np 2008
2F03 S000456484 0.00e+00 98 Enterobacter
2F04 S000467861 0.00e+00 98 Enterobacteriaceae
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Tabela 3.3- Composicéo das comunidades de bactérias do meséeteratraea saccharali® Spodoptera frugiperda
obtidas de DNA metagendmico e identificadas potiéagias de rRNA 16S

Continuacéo

Clones BestHitID E-value ID(%) Afiliacao filogenética Autor

2F05 S000456484 0.00e+00 98 Enterobacter

2F07  S000418562 0.00e+00 98 Enterobacteriaceae

2F09  S000437466 0.00e+00 100 Klebsiella Ley et al., 2008
2F10 S000437485 0.00e+00 99 Klebsiella Gao et al., np 2008
2G01  S000437485 0.00e+00 98 Klebsiella Gao et al., np 2008
2G03  S000418563 0.00e+00 98 Enterobacteriaceae Lambais et al., 2006
2G05 S000457942 0.00e+00 97 Citrobacter

2G06  S000406021 0.00e+00 97 Klebsiella

2G07  S000333359 0.00e+00 99 Enterobacteriaceae

2G11  S000437485 0.00e+00 98 Klebsiella Gao et al., np 2008
2H01  S000133722 0.00e+00 97 Citrobacter Asis; Adachi, np 2008
2H04  S000133722 0.00e+00 97 Citrobacter Asis; Adachi, np 2008
2H07  S000133722 0.00e+00 99 Citrobacter Asis; Adachi, np 2008
2A03  S000133722 0.00e+00 96 Citrobacter Asis; Adachi, np 2008
2A05 S000437466 0.00e+00 96 Klebsiella Ley et al., 2008
2A10 S000437466 0.00e+00 96 Klebsiella Ley et al., 2008
2B01  S0003858732.51e-173 93 Klebsiella

2B06  S000009798 0.00e+00 98 Enterobacter

2B07  S000387415 0.00e+00 94 Klebsiella

2B08  S000437485 0.00e+00 97 Klebsiella Gao et al., np 2008
2B10  S000386029 0.00e+00 97 Enterobacter

2C01  S000133722 0.00e+00 97 Citrobacter Asis; Adachi, np 2008
2C03  S000437466 0.00e+00 99 Klebsiella Ley et al., 2008
2C05  S000437466 0.00e+00 98 Klebsiella Ley et al., 2008
2C08  S000333359 0.00e+00 97 Enterobacteriaceae

2C10  S000437485 0.00e+00 97 Klebsiella Gao et al., np 2008
2C12  S000379232 0.00e+00 96 Enterobacteriaceae

2D05  S000385501 0.00e+00 95 Enterobacteriaceae

2D06  S000437466 0.00e+00 98 Klebsiella Ley et al., 2008
2D08  S000385501 0.00e+00 93 Enterobacteriaceae

2E05  S000333366 0.00e+00 99 Enterobacteriaceae

2E06 S000009798 0.00e+00 99 Enterobacter

2E07  S000333366 0.00e+00 98 Enterobacteriaceae

2E10  S000437485 0.00e+00 98 Klebsiella Gao et al., np 2008
2F01  S000133722 0.00e+00 97 Citrobacter Asis; Adachi, np 2008
2F06 S000278364 0.00e+00 95 Enterobacteriaceae

2F08  S000434872 0.00e+00 96 Enterobacteriaceae
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Tabela 3.3- Composic¢éo das comunidades de bactérias do meséeteratraea saccharali® Spodoptera frugiperda
obtidas de DNA metagenémico e identificadas pouéegias de rRNA 16S

Concluséo
Clones BestHitID E-value ID(%) Afiliacao filogenética Autor
2G02  S000437466 0.00e+00 97 Klebsiella Ley et al., 2008
2G04  S000333359 0.00e+00 97 Enterobacteriaceae
2G08  S000043796 0.00e+00 97 Acinetobacter
2G09 S000484377 0.00e+00 97 Klebsiella
2G10 S000133722 0.00e+00 96 Citrobacter Asis; Adachi, np 2008
2H02  S000427636 0.00e+00 95 Serratia
2HO03  S000333359 0.00e+00 98 Enterobacteriaceae
2HO5  S000437466 0.00e+00 99 Klebsiella Ley et al., 2008
2H06  S000437466 0.00e+00 95 Klebsiella Ley et al., 2008
2H09  S000437485 0.00e+00 98 Klebsiella Gao et al., np 2008
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Tabela 3.3- Composicéo das comunidades de bactérias do meséeteratraea saccharali® Spodoptera frugiperda
obtidas de DNA metagendmico e identificadas potiéagias de rRNA 16S

Biblioteca de clones n° 5[). saccharalis, Tanabi/SP, Cana-de-agUcar - RB83-5054)

Continua

Clones Best Hit ID  E-value ID(%) Afiliacéo filogenética Autor

5A03 S000410883  0.00e+00 97 Devosia Maknojia et al., np 2006
5A04 S000378078  0.00e+00 94 Enterobacter Grice et al., 2009
5A06 S000402726  0.00e+00 93 Ralstonia Schoenfeld et al., 2003
5A11 S000402726  0.00e+00 93 Ralstonia Schoenfeld et al., 2003
5B01 S000434944  0.00e+00 95 Acinetobacter Min; Tian, np 2009
5B03 S000410883 0.00e+00 96 Devosia Maknojia et al., np 2006
5B07 S000434673 3.16e-105 89 Thermovenabulum

5C07 S000410883 0.00e+00 96 Devosia Maknojia et al., np 2006
5C08 S000020181 3.16e-166 94 Bosea Greub et al., 2004
5C11 S000410883 0.00e+00 96 Devosia Maknojia et al., np 2006
5C12 S000410881 0.00e+00 96 Aminobacter Phung et al., 2004
5D01 S000410883 0.00e+00 96 Devosia Maknojia et al., np 2006
5D03 S000020181  0.00e+00 96 Bosea Greub et al.,. 2005
5D05 S000020181  0.00e+00 96 Bosea Greub et al., 2005
5D08 S000410883 0.00e+00 99 Devosia Maknojia et al., np 2006
5D11 S000441078  0.00e+00 96 Enterobacteriaceae etNiL, 2006
5E03 S000456519  0.00e+00 95 Pseudomonas Yu et al., 2005
5E05 S000366925 1.26e-175 96 Rhizobiales

5E07 S000128483  0.00e+00 96 Acinetobacter Grice et al., 2009
5E08 S000260335  0.00e+00 97 Clostridium Collins et al., 1995
5E09 S000410883 0.00e+00 99 Devosia Maknojia et al., np 2006
5E10 S000410883  0.00e+00 99 Devosia Maknojia et al., np 2006
5E11 S000410883 0.00e+00 99 Devosia Maknojia et al., np 2006
5F02 S000020715 0.00e+00 95 Bosea Craig et al., np 2008
5F04 S000413179  0.00e+00 95 Hydrogenophilus Portillo et al., 2008
5F05 S000020715 0.00e+00 95 Bosea Craig et al., np 2008
5F07 S000437783  0.00e+00 97 Rhizobiales

5F09 S000410883 0.00e+00 99 Devosia Maknojia et al., np 2006
5F11 S000437783  0.00e+00 97 Rhizobiales

5G02 S000410883  0.00e+00 96 Devosia Maknojia et al., np 2006
5G03 S000410883 0.00e+00 96 Devosia Maknojia et al., np 2006
5G05 S000413182  0.00e+00 97 Hydrogenophilus Portillo et al., 2008
5G07 S000257856  0.00e+00 97 Microbacterium

5G08 S000410883  0.00e+00 99 Devosia Maknojia et al., np 2006
5G10 S000406018  0.00e+00 96 Enterobacteriaceae

5G11 S000413182  0.00e+00 97 Hydrogenophilus Portillo et al., 2008
5HO01 S000403065 1.26e-153 95 Hydrogenophilus Lopez-Garcia et al., 2003
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Tabela 3.3- Composi¢édo das comunidades de bactérias do meséeieratraea saccharali® Spodoptera frugiperdabtidas de

DNA metagenémico e identificadas por sequénciafRtid 16S

Continuacéo

Clones Best Hit ID  E-value ID(%) Afiliacéo filogenética Autor

5H02 S000261185 1.00e-175 95 Bosea Craig, et al., np 2008
5H04 S000413179  0.00e+00 96 Hydrogenophilus Portillo et al., 2008
5HO05 S000410883  0.00e+00 95 Devosia Maknojia et al., np 2006
5H08 S000403065 1.26e-153 95 Hydrogenophilus Lopez-Garcia et al., 2003
5H09 S000378081  0.00e+00 95 Enterobacter Liu; Long, np 2006
5H10 S000333366  0.00e+00 97 Enterobacteriaceae ra\@eintos et al., np 2009
5A02 S000437585  0.00e+00 95 Klebsiella Ley et al., 2008
5A05 S000403065 0.00e+00 97 Hydrogenophilus Lopez-Garcia et al., 2003
5A07 S000413179  0.00e+00 98 Hydrogenophilus Portillo et al., 2008
5A08 S000444161  0.00e+00 96 Pseudomonas Larcher, np 2008
5A09 S000410883  0.00e+00 99 Devosia Maknojia et al., np 2006
5A10 S000366925  0.00e+00 97 Rhizobiales

5B02 S000403065  0.00e+00 98 Hydrogenophilus Lopez-Garcia et al., 2003
5B04 S000413179 0.00e+00 96 Hydrogenophilus Portillo et al., 2008
5B05 S000510883  0.00e+00 99 Devosia Maknojia et al., np 2006
5B06 S000250133  0.00e+00 97 Microbacterium

5B08 S000437585  0.00e+00 97 Klebsiella Ley et al., 2008
5B09 S000378081  0.00e+00 96 Enterobacter Liu; Long, np 2006
5B10 S000410883  0.00e+00 98 Devosia Maknojia et al., np 2006
5C01 S000468964  0.00e+00 95 Acinetobacter Barbe et al., 2005
5C02 S000385779  0.00e+00 97 Acinetobacter Militon et al., np 2008
5C03 S000410883 0.00e+00 99 Devosia Maknojia et al., np 2006
5C05 S000366925  0.00e+00 99 Rhizobiales

5C06 S000410883 0.00e+00 99 Devosia Maknojia et al., np 2006
5C09 S000413178 3.16e-157 93 Hydrogenophilus

5C10 S000437566  0.00e+00 99 Klebsiella Ovesen et al., np 2002
5D02 S000410883 0.00e+00 98 Devosia Maknojia et al., np 2006
5D04 S000410883 0.00e+00 98 Devosia Maknojia et al., np 2006
5D06 S000410883 0.00e+00 98 Devosia Maknojia et al., np 2006
5D07 S000395296  0.00e+00 97 Gammaproteobacteri eBatrll., 2008
5D09 S000430557 6.31e-175 95 Bosea

5D10 S000455864 2.51e-131 95 Enterobacter

5D12 S000513179  0.00e+00 98 Hydrogenophilus Portillo et al., 2008
5E01 S000410883  0.00e+00 97 Devosia Maknojia et al., np 2006
5E02 S000403065 0.00e+00 97 Hydrogenophilus Lopez-Garcia et al., 2003
5E04 S000485390 0.00e+00 96 Staphylococcus Grice et al., 2009
5E06 S000410883 0.00e+00 99 Devosia Maknojia et al., np 2006
5F03 S000413179 0.00e+00 98 Hydrogenophilus Portillo et al., 2008



115

Tabela 3.3- Composicéo das comunidades de bactérias do meséeieratraea saccharali® Spodoptera frugiperdabtidas de
DNA metagenémico e identificadas por sequénciaiRtid 16S

Conclusédo
Clones Best Hit ID  E-value ID(%) Afiliacéo filogenética Autor
5F08 S000413179  0.00e+00 97 Hydrogenophilus Portillo et al., 2008
5F10 S000456519  0.00e+00 99 Pseudomonas
5G06 S000510883  0.00e+00 99 Devosia Maknojia et al., np 2006
5G09 S000366925  0.00e+00 99 Rhizobiales
5H03 S000410883 0.00e+00 98 Devosia Maknojia et al., np 2006
5HO06 S000492355 0.00e+00 97 Klebsiella Babu; Pandian, np 2005
5HO07 S000410883 0.00e+00 98 Devosia Maknojia et al., np 2006
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Tabela 3.3- Composicéo das comunidades de bactérias do meséeteratraeca saccharali® Spodoptera frugiperdabtidas
de DNA metagendémico e identificadas por sequérigaikNA 16S

Biblioteca de clones n° 60). saccharalis, Tanabi/SP, Cana-de-acUcar - RB86-7515) Continua
Clones Best Hit ID  E-value ID(%) Afiliacao filogenética Autor
12A08 S000333366 0.00e+00 98 Enterobacteriaceae adbanet al., np 2003
12B03  S000437485 0.00e+00 99 Klebsiella Gao et al., np 2008
12B05 S000387414 0.00e+00 98 Klebsiella
12B07 S000437485 0.00e+00 99 Klebsiella Gao et al., np 2008
12B09 S000379232 0.00e+00 98 Enterobacteriaceae
12B10 S000457942 0.00e+00 98 Citrobacter
12C02 S000456519 0.00e+00 98 Pseudomonas Sengupta; Haldar, np 2009.
12C06  S000387414 0.00e+00 98 Klebsiella
12C10 S000437466 0.00e+00 100 Klebsiella Ley etal., 2008
12C11  S000133722 0.00e+00 99 Citrobacter Asis; Adachi, np 2008
12D01  S000437485 0.00e+00 97 Klebsiella Gao et al., np 2008
12D02 S000377183 0.00e+00 98 Acinetobacter Barbe et al., 2004
12D03  S000377183 0.00e+00 98 Acinetobacter Barbe et al., 2004
12D04  S000437485 0.00e+00 99 Klebsiella Gao et al., np 2008
12D09 S000021104 0.00e+00 98 Enterobacter
12D11  S000381739 0.00e+00 99 Enterobacter Grice et al.,2009
12E01 S000437485 0.00e+00 99 Klebsiella Gao et al., np 2008
12E.03  S000139224 0.00e+00 99 Enterobacter
12E.05 S000456519 0.00e+00 95 Pseudomonas Sengupta; Haldar, np 2009
12E.6  S000106913 7.94e-155 94 Rhizobiales
12E08 S000138633 0.00e+00 94 Enterobacteriaceae
12E10 S000381739 0.00e+00 98 Enterobacter Grice et al., 2009
12E11  S000480846 0.00e+00 98 Citrobacter
12E12 S000437485 0.00e+00 99 Klebsiella Gao et al., np 2008
12F04  S000437485 0.00e+00 98 Klebsiella Gao et al., np 2008
12F05 S000398873 0.00e+00 97 Alcaligenaceae
12F07  S000133722 0.00e+00 98 Citrobacter Asis; Adachi, np 2008
12F09  S000437485 0.00e+00 99 Klebsiella Gao et al., np 2008
12F11  S000379232 0.00e+00 99 Enterobacteriaceae
12G01 S000437485 0.00e+00 98 Klebsiella Gao et al., np 2008
12G04  S000376894 0.00e+00 94 Pseudomonas
12G05 S000387414 0.00e+00 98 Klebsiella
12G06 S000106913 0.00e+00 99 Rhizobiales
12G08 S000437485 0.00e+00 100 Klebsiella Gao et al., np 2008
12G09 S000333366 0.00e+00 99 Enterobacteriaceae
12G10 S000381739 0.00e+00 99 Enterobacter Sengupta; Haldar, np 2009
12G11 S000133722 0.00e+00 99 Citrobacter Asis; Adachi, np 2008
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Tabela 3.3- Composi¢éo das comunidades de bactérias do meséeiratraea saccharali® Spodoptera frugiperdabtidas

de DNA metagendmico e identificadas por sequérigaiNA 16S

Continuacéo

Clones BestHit ID E-value  1D(%) Afiliacéo filogenética Autor
12H06 S000468964 0.00e+00 98 Acinetobacter

12H09 S000379232 0.00e+00 98 Enterobacteriaceae

12A01 S000437485 0.00e+00 98 Klebsiella Gao et al., np 2008
12A06  S000437485 0.00e+00 98 Klebsiella Gao et al., np 2008
12A07 S000387414 0.00e+00 97 Klebsiella

12A09 S000379232 0.00e+00 96 Enterobacteriaceae

12A10 S000379232 0.00e+00 96 Enterobacteriaceae

12B02 S000437485 0.00e+00 99 Klebsiella Gao et al., np 2008
12B04  S000437485 0.00e+00 98 Klebsiella Gao et al., np 2008
12B06  S000437485 0.00e+00 98 Klebsiella Gao et al., np 2008
12B08  S000437466 0.00e+00 100 Klebsiella Ley et al., 2008
12B11 S000437485 0.00e+00 98 Klebsiella Gao et al., np 2008
12C01  S000492345 0.00e+00 96 Klebsiella Boucher et al., 2009
12C03  S000437485 0.00e+00 99 Klebsiella Gao et al., np 2008
12C07 S000387414 0.00e+00 98 Klebsiella

12C08 S000381739 0.00e+00 99 Enterobacter Grice et al., 2009
12C09 S000133722 0.00e+00 98 Citrobacter Asis; Adachi, np 2008
12C12 S000111343 0.00e+00 97 Klebsiella Ley et al., 2008
12D05 S000387414 0.00e+00 98 Klebsiella

12D06 S000437466 0.00e+00 98 Klebsiella Ley et al., 2008
12D10 S000437466 0.00e+00 98 Klebsiella Ley et al., 2008
12D12 S000418562 0.00e+00 98 Enterobacteriaceae

12E02  S000456519 0.00e+00 99 Pseudomonas Sengupta; Haldar, np 2009
12E04  S000483992 0.00e+00 96 Acinetobacter Speck et al., np 2008
12E09  S000431973 0.00e+00 98 Enterobacteriaceae

12E13 S000111343 0.00e+00 97 Klebsiella Ley et al., 2008
12F01  S000437466 0.00e+00 98 Klebsiella Ley et al., 2008
12F02  S000437485 0.00e+00 97 Klebsiella Gao et al., np 2008
12F03  S000437485 0.00e+00 98 Klebsiella Gao et al., np 2008
12F06  S000437485 0.00e+00 100 Klebsiella Gao et al., np 2008
12F08  S000437485 0.00e+00 100 Klebsiella Gao et al., np 2008
12F10 S000437485 0.00e+00 100 Klebsiella Gao et al., np 2008
12F12  S000437485 0.00e+00 100 Klebsiella Gao et al., np 2008
12G02 S000111343 0.00e+00 97 Klebsiella Ley et al., 2008
12G03  S000437485 0.00e+00 99 Klebsiella Gao et al., np 2008
12G07 S000456520 0.00e+00 98 Klebsiella Noghabi et al., np 2007
12G12 S000111343 0.00e+00 97 Klebsiella Ley etal., 2008
12HO5 S000456519 0.00e+00 98 Pseudomonas Sengupta; Haldar, np 2009
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Tabela 3.3- Composicéo das comunidades de bactérias do meséeteratraeca saccharali® Spodoptera frugiperdabtidas
de DNA metagendémico e identificadas por sequérigaikNA 16S

Conclusao

Clones BestHit ID E-value  ID(%) Afiliacéo filogenética Autor

12H10 S000437485 0.00e+00 99 Klebsiella Gao et al., np 2008
12H11  S000437466 0.00e+00 98 Klebsiella Ley et al., 2008
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Tabela 3.3- Composic¢éo das comunidades de bactérias do meséeteratraea saccharali® Spodoptera frugiperda
obtidas de DNA metagendmico e identificadas potiéagias de rRNA 16S

Biblioteca de clones n° 7. frugiperda, Piracicaba/SP, Milho - PIONEER-30F90) Continua
Clones Best Hit ID E-value  1D(%) Afiliacao filogenética Autor
11A01 S000106913 0.00e+00 97 Rhizobiales
11A02 S000326366 1.26e-162 93 Sphingobacteriales
11A03 S000106913 0.00e+00 100 Rhizobiales
11A04 S000127030 0.00e+00 97 Enterococcus
11A07 S000402726 0.00e+00 929 Ralstonia Schoenfeld et al., 2003
11A08 S000428252 0.00e+00 99 Enterococcus
11A11  S000478875 0.00e+00 99 Enterococcus Zhu et al., 2003
11B02 S000478875 0.00e+00 99 Enterococcus Zhu et al., 2003
11B0O7  S000478875 0.00e+00 99 Enterococcus Zhu et al., 2003
11B09 S000428252 0.00e+00 98 Enterococcus
11B11  S000434409 0.00e+00 98 Pseudomonas
11C04 S000428252 0.00e+00 98 Enterococcus
11C07  S000428252 0.00e+00 98 Enterococcus
11C09 S000437485 0.00e+00 99 Klebsiella Shen; He. et al., np 2007
11C10 S000437485 0.00e+00 99 Klebsiella Shen; He. et al., np 2007
11C12 S000402726 0.00e+00 98 Ralstonia Schoenfeld et al., 2003
11D01  S000478875 0.00e+00 98 Enterococcus Zhu et al., 2003
11D02 S000437485 0.00e+00 98 Klebsiella Shen et al., np 2007
11D05 S000478875 0.00e+00 98 Enterococcus Zhu et al., 2003
11D07 S000428252 0.00e+00 98 Enterococcus
11D12  S000326366 5.01e-165 93 Sphingobacteriales
11E04 S000478875 0.00e+00 99 Enterococcus Zhu et al., 2003
11E05 S000450626 0.00e+00 99 Deferribacterales
11E06  S000428252 0.00e+00 99 Enterococcus
11E07 S000450626 0.00e+00 100 Deferribacterales
11E08 S000450628 0.00e+00 99 Proteobacteria Jialg eip 2008
110E09 S000450626 0.00e+00 99 Deferribacterales
11E11  S000428252 0.00e+00 99 Enterococcus
11E12  S000478875 0.00e+00 98 Enterococcus Zhu et al., 2003
11F01  S000450626 0.00e+00 98 Deferribacterales
11F02  S000456483 0.00e+00 98 Enterobacteriaceae bdiamt al., 2006
11F03  S000402726 0.00e+00 100 Ralstonia Schoenfeld et al., 2003
11F04  S000402726 0.00e+00 99 Ralstonia Schoenfeld et al., 2003
11F07  S000428252 0.00e+00 99 Enterococcus
11F08  S000437598 2.51e-130 95 Dysgonomonas Lehman et al., 2009
11F09  S000478875 0.00e+00 99 Enterococcus Zhu et al., 2003
11G03  S000428252 0.00e+00 96 Enterococcus
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Tabela 3.3- Composic¢éo das comunidades de bactérias do meséeteratraea saccharali® Spodoptera frugiperda

obtidas de DNA metagendmico e identificadas potiéagias de rRNA 16S

Continuacéo

Clones BestHit ID E-value  ID(%) Afiliacéo filogenética Autor
11G06 S000478875 0.00e+00 99 Enterococcus Zhu et al., 2003
11G08 S000450626 0.00e+00 100 Deferribacterales

11G09 S000437521 0.00e+00 99 Burkholderia

11G11 S000478875 0.00e+00 100 Enterococcus Zhu et al., 2003
11HO1  S000437485 0.00e+00 98 Klebsiella Shen; He, np 2007
11H02  S000450626 0.00e+00 100 Deferribacterales

11HO04  S000478875 0.00e+00 99 Enterococcus Zhu et al., 2003
11HO6  S000428252 0.00e+00 97 Enterococcus

11HO7 S000475426 0.00e+00 97 Deferribacterales

11H09 S000425967 0.00e+00 99 Tsukamurella

11A06 S000424746 2.51e-174 94 Corynebacterium

11A10 S000478875 0.00e+00 97 Enterococcus Zhu et al., 2003
11A12 S000450626 0.00e+00 99 Deferribacterales

11B01  S000402726 0.00e+00 97 Ralstonia Schoenfeld et al., 2003
11B03  S000446937 0.00e+00 96 Flavobacteriaceae

11B04  S000450626 0.00e+00 99 Deferribacterales

11B05 S000450626 0.00e+00 99 Deferribacterales

11B08 S000450626 0.00e+00 99 Deferribacterales

11B10 S000437485 0.00e+00 100 Klebsiella Shen; He, np 2007
11B12 S000326366 5.01le-156 93 Sphingobacteriales

11C01  S000407856 0.00e+00 97 Enterococcus

11C02 S000450626 0.00e+00 94 Deferribacterales

11C03  S000450626 0.00e+00 99 Deferribacterales

11C05 S000450626 0.00e+00 97 Deferribacterales

11C08 S000478875 0.00e+00 98 Enterococcus Zhu et al., 2003
11C11  S000437466 0.00e+00 98 Klebsiella Shen; He, np 2007
11D03  S000450626 0.00e+00 100 Deferribacterales

11D04  S000450626 0.00e+00 97 Deferribacterales

11D08 S000267875 0.00e+00 98 Corynebacterium

11D09 S000450626 0.00e+00 100 Deferribacterales

11D10 S000450626 0.00e+00 98 Deferribacterales

11E01  S000450626 0.00e+00 97 Deferribacterales

11E02 S000456464 0.00e+00 98 Pseudomonas

1103 S000450626 0.00e+00 99 Deferribacterales

11F06  S000450626 0.00e+00 99 Deferribacterales

11F10 S000127030 0.00e+00 98 Enterococcus

11G02 S000450626 0.00e+00 99 Deferribacterales

11G04  S000478875 0.00e+00 97 Enterococcus Zhu et al., 2003
11G07 S000402726 0.00e+00 99 Ralstonia Schoenfeld et al., 2003
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Tabela 3.3- Composic¢éo das comunidades de bactérias do meséeteratraea saccharali® Spodoptera frugiperda

obtidas de DNA metagendémico e identificadas potiérgias de rRNA 16S

Conclusédo
Clones BestHit ID E-value  1D(%) Afiliacéo filogenética Autor
11G10 S000437598 5.01e-128 95 Dysgonomonas Lehman et al., 2009
11HO3  S000450626 0.00e+00 97 Deferribacterales
11HO08 S000351834 3.16e-92 88 Starkeya
11H10 S000326366 5.0l1e-165 93 Sphingobacteriales
11H11 S000425967 0.00e+00 99 Tsukamurella
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Tabela 3.3- Composicédo das comunidades de bactérias do meséeteratraea saccharali® Spodoptera frugiperda

obtidas de DNA metagendémico e identificadas potiérgias de rRNA 16S

Biblioteca de clones n° 8%. frugiperda, Piracicaba/SP, Milho - 2B-710) Continua
Clones BestHitID  E-value ID(%) Afiliacéo filigenética Autor
6A04 S000403065  0.00e+00 96 Hydrogenophilus Lopez-Garcia et al., 2003
6A07 S000403065  0.00e+00 96 Hydrogenophilus Lopez-Garcia et al., 2003
6A10 S000403065  0.00e+00 96 Hydrogenophilus Lopez-Garcia et al., 2003
6A11 S000413179  0.00e+00 96 Hydrogenophilus Portillo et al., 2008
6A12 S000403065  0.00e+00 96 Hydrogenophilus Lopez-Garcia et al., 2003
6B02 S000413179  0.00e+00 96 Hydrogenophilus Portillo et al., 2008
6B05 S000413179  0.00e+00 96 Hydrogenophilus Portillo et al., 2008
6B08 S000142268  1.00e-160 93 Bacteria
6B11 S000142268  1.00e-160 93 Bacteria
6B12 S000142268  1.00e-160 93 Bacteria
6C04 S000347900  0.00e+00 97 Pedomicrobium
6C06 S000457912  0.00e+00 95 Sphingomonas
6C07 S000354089  0.00e+00 95 Acidobacterium
6C08 S000475426  0.00e+00 96 Deferribacterales
6C10 S000413178  0.00e+00 96 Hydrogenophilus
6C11 S000347900  0.00e+00 97 Pedomicrobium
6D01 S000450626  0.00e+00 99 Deferribacterales
6D05 S000340692  0.00e+00 97 Anaerobaculum
6D06 S000450626  0.00e+00 99 Deferribacterales
6D10 S000326366  3.16e-148 92 Sphingobacteriales
6D11 S000413178  0.00e+00 95 Hydrogenophilus
6E01 S000326366  3.16e-148 92 Sphingobacteriales
6E05 S000142268 2.51e-164 93 Bacteria
6E06 S000142268 2.51e-164 93 Bacteria
6EQ7 S000413179  0.00e+00 98 Hydrogenophilus Portillo et al., 2008
6E10 S000413178  0.00e+00 96 Hydrogenophilus
6E12 S000347900  0.00e+00 97 Pedomicrobium
6F03 S000426636  0.00e+00 98 Bacillaceae Nogi et@2000
6F04 S000426021  0.00e+00 95 Methylobacterium
6F05 S000457912  1.26e-177 94 Sphingomonas
6F06 S000142268  1.26e-162 93 Bacteria
6F09 S000413182  0.00e+00 98 Hydrogenophilus Portillo et al., 2008
6F12 S000413178  0.00e+00 96 Hydrogenophilus
6G01 S000100946  2.51e-180 94 Bacteria
6G02 S000482243  0.00e+00 94 Sphingomonas
6G06 S000413179  0.00e+00 97 Hydrogenophilus Portillo et al., 2008



123

Tabela 3.3- Composicédo das comunidades de bactérias do meséeteratraea saccharali® Spodoptera frugiperda

obtidas de DNA metagendémico e identificadas potiérgias de rRNA 16S

Concluséo
Clones BestHitID  E-value ID(%) Classificacao Autor
6G08 S000475426  0.00e+00 98 Deferribacterales
6G10 S000251860  7.94e-143 96 Flexibacteraceae
6G12 S000100946  2.51e-180 94 Bacteria
6HO1 S000467865  0.00e+00 95 Sphingomonas
6HO03 S000413179  0.00e+00 97 Hydrogenophilus Portillo et al., 2008
6HO5 S000467865  0.00e+00 95 Sphingomonas
6HO7 S000426636  0.00e+00 98 Bacillaceae Nogi enh@l2000
6H12 S000413179  0.00e+00 96 Hydrogenophilus Portillo et al., 2008
6A01 S000129264  1.00e-135 92 Rhizobiales Wangat,e2008
6A02 S000469012  0.00e+00 95 Methylobacterium
6A05 S000129264  1.00e-135 92 Rhizobiales Wang €208
6A06 S000138899  1.00e-141 93 Sphingomonas
6A08 S000469012  0.00e+00 95 Methylobacterium
6A09 S000402353 1.26e-165 20 Deltaproteobacteria n etal., np 2009
6D03 S000450626  0.00e+00 96 Deferribacterales
6D04 S000456519  0.00e+00 96 Pseudomonas
6D07 S000138899  3.16e-160 92 Sphingomonas
6D08 S000138899  3.16e-160 92 Sphingomonas
6D12 S000138899  3.16e-160 92 Sphingomonas
6E02 S000326432  0.00e+00 95 Sphingomonas
6E03 S000129264  3.16e-166 93 Rhizobiales Wang,e2G08
6E04 S000358512  0.00e+00 95 Rhizobiales Roose-Agsdlal., np 2003
6E08 S000129264  3.16e-166 93 Rhizobiales Wang,e2G08
6E09 S000326432  0.00e+00 95 Sphingomonas
6E11 S000326432  0.00e+00 95 Sphingomonas
6F01 S000326432  0.00e+00 95 Sphingomonas
6F07 S000341990  0.00e+00 95 Acinetobacter
6F08 S000341990  0.00e+00 95 Acinetobacter
6F10 S000441454  0.00e+00 97 Rhizobiales
6F11 S000341990  0.00e+00 95 Acinetobacter
6G03 S000413179  0.00e+00 94 Hydrogenophilus Portillo et al., 2008
6G04 S000326418 3.16e-166 94 Methylobacterium
6G05 S000347806  0.00e+00 97 Sphingomonas Berg et al., 2009
6G07 S000129264  1.26e-165 92 Rhizobiales Wang,e2G08
6G09 S000326418 3.16e-166 94 Methylobacterium
6G11 S000413179  0.00e+00 94 Hydrogenophilus Portillo et al., 2008
6HO02 S000347806  0.00e+00 95 Sphingomonas Berg et al., 2009
6HO04 S000347806  0.00e+00 95 Sphingomonas Berg et al., 2009
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Tabela 3.3- Composi¢éo das comunidades de bactérias do meséeteratraea saccharali® Spodoptera

frugiperdaobtidas de DNA metagendmico e identificadas pgtiéacias de rRNA 16S

Biblioteca de clones n° 9]. frugiperda, Piracicaba/SP, Arroz — SCSBRS5112) Continua
Clones BestHitID E-value ID(%) Classificacdo Autor

8A01 S000392891  0.00e+00 97 Klebsiella Liu et al., np 2009
8A02 S000406018  0.00e+00 97 Enterobacteriaceae Lima et al., np 2009
8A03 S000437485  0.00e+00 99 Klebsiella Frank et al., 2007
8A04  S000139224  0.00e+00 98 Enterobacter Lambais et al., 2006
8A05  S000139224  0.00e+00 97 Enterobacter Lambais et al., 2006
8A06  S000418563  0.00e+00 98 Enterobacteriaceae Lambais et al., 2006
8A07 S000437466  0.00e+00 99 Klebsiella Ovesen et al., np 2002
8A12 S000437485  0.00e+00 99 Klebsiella Frank et al., 2007
8B01 S000437485  0.00e+00 99 Klebsiella Frank et al., 2007
8B03 S000414895  0.00e+00 98 Enterobacter Dunn; Stabb, 2005
8B04  S000457942  0.00e+00 97 Citrobacter

8B05  S000385873  0.00e+00 93 Klebsiella

8B06  S000418560 0.00e+00 96 Klebsiella

8C05 S000456548  1.00e-157 93 Xanthomonadaceae

8C10 S000456312  0.00e+00 98 Sphingomonas

8D02  S000349351  0.00e+00 96 Roseateles

8D03 5000444871  0.00e+00 97 Ralstonia De Baere et al., 2001
8D04  S000395419  0.00e+00 98 Haemophilus

8G09  S000349351 0.00e+00 96 Roseateles

8G10  S000444871  0.00e+00 97 Ralstonia De Baere et al., 2001
8G12 S000395419  0.00e+00 98 Haemophilus

8HO02  S000437485  0.00e+00 99 Klebsiella Frank et al., 2007
8HO5  S000333360 0.00e+00 97 Citrobacter

8HO06 S000392891  0.00e+00 97 Klebsiella Liu et al., np 2009
8HO7 S000334994  0.00e+00 99 Enterobacteriaceae

8HO08 S000406018  0.00e+00 97 Enterobacteriaceae Lima et al., np 2009
8HO9  S000437485  0.00e+00 99 Klebsiella Frank et al., 2007
8H10  S000139224  0.00e+00 98 Enterobacter Lambais et al., 2006
8H11  S000139224  0.00e+00 97 Enterobacter Lambais et al., 2006
8H12 S000407826  0.00e+00 96 Agrococcus Lee, 2008

8A08 S000437485  0.00e+00 95 Klebsiella Frank et al., 2007
8B07 S000437485  0.00e+00 95 Klebsiella Frank et al., 2007
8B08 S000437466  0.00e+00 99 Klebsiella Babu; Pandian, np 2004
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Tabela 3.3- Composicéo das comunidades de bactérias do meséet@ratraeca saccharali® Spodoptera

frugiperdaobtidas de DNA metagendmico e identificadas pqtiéacias de rRNA 16S

Continuacao

Clones BestHitID E-value ID(%) Classificacao Autor

8B09  S000387364  0.00e+00 95 Raoultella

8B10 S000387415  0.00e+00 97 Klebsiella Babu; Pandian, np 2004
8B11  S000090678  0.00e+00 97 Klebsiella

8B12  S000389831 0.00e+00 96 Rhizobium

8C01 S000437466  0.00e+00 97 Klebsiella Babu; Pandian, np 2004
8C02 S000437485  0.00e+00 96 Klebsiella Frank et al., 2007
8C03 S000111343  0.00e+00 96 Klebsiella

8C04 S000387415 0.00e+00 97 Klebsiella Babu; Pandian, np 2004
8C06 S000437485  0.00e+00 95 Klebsiella Frank et al., 2007
8C07 S000403065  0.00e+00 98 Hydrogenophilus

8C08 S000403065  0.00e+00 99 Hydrogenophilus

8C09 S000381739  0.00e+00 95 Enterobacter

8C11 S000403065  0.00e+00 98 Hydrogenophilus

8C12 S000468755  0.00e+00 96 Sphingobacterium

8D01  S000403065 0.00e+00 99 Hydrogenophilus

8D05  S000468755  0.00e+00 96 Sphingobacterium

8D06  S000437485  0.00e+00 99 Klebsiella Frank et al., 2007
8D07  S000437485  0.00e+00 97 Klebsiella Frank et al., 2007
8D08 S000437485  0.00e+00 99 Klebsiella Frank et al., 2007
8D09 S000437485  0.00e+00 95 Klebsiella Frank et al., 2007
8D10 S000381739  0.00e+00 95 Enterobacter

8D11 S000381739  0.00e+00 97 Enterobacter

8D12 S000437466  0.00e+00 98 Klebsiella Babu; Pandian., np 2004
8E01 S000437485  0.00e+00 97 Klebsiella Frank et al., 2007
8E02 S000437466  0.00e+00 98 Klebsiella Babu; Pandian, np 2004
8E03 S000437485  0.00e+00 95 Klebsiella Frank et al., 2007
8E04  S000398883  0.00e+00 96 Rhizobiales

8E05 S000402726  0.00e+00 95 Ralstonia Schoenfeld et al., 2003
8E06 S000437485  0.00e+00 94 Klebsiella Frank et al., 2007
8E06 S000437485  0.00e+00 97 Klebsiella Frank et al., 2007
8E11 S000129264  3.16e-166 93 Rhizobiales Taubel et al., 2009
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Tabela 3.3- Composic¢éo das comunidades de bactérias do meséeteratraea saccharali® Spodoptera

frugiperdaobtidas de DNA metagenémico e identificadas pqtiéacias de rRNA 16S

Concluséo
Clones BestHitID E-value ID(%) Classificacao Autor
8E12 S000358512  0.00e+00 95 Rhizobiales Roose-Amsaleg, np 2003
8F01 S000326432  0.00e+00 95 Sphingomonas
8F02 S000341990  0.00e+00 95 Acinetobacter
8F03 S000441454  0.00e+00 97 Rhizobiales
8F04 S000413179  0.00e+00 94 Hydrogenophilus
8F05 S000347806  0.00e+00 97 Sphingomonas
8F07  S000129264 1.26e-165 92 Rhizobiales
8F08 S000326418 3.16e-166 94 Methylobacterium
8F12 S000347806  0.00e+00 95 Sphingomonas
8G01  S000456493 0.00e+00 96 Enterobacter
8G02 S000473495  0.00e+00 98 Rhizobium Kwon et al., 2005
8G03 S000346310 0.00e+00 97 Enterobacter Hoffmann; Roggenkamp, np 2001
8G04 S000346310 0.00e+00 96 Enterobacter Hoffmann; Roggenkamp, np 2001
8G05 S000346310 0.00e+00 98 Enterobacter Hoffmann; Roggenkamp, np 2001
8G06  S000333360  0.00e+00 95 Citrobacter
8G07 S000431973  0.00e+00 98 Enterobacteriaceae Heylen et al., np 2006
8G08 S000346310 0.00e+00 98 Enterobacter Hoffmann; Roggenkamp, np 2001
8G11  S000402726  0.00e+00 99 Ralstonia Schoenfeld et al., 2003
8HO1  S000333362 0.00e+00 96 Enterobacteriaceae Zhu et al., 2002
8H03  S000398883  0.00e+00 96 Rhizobiales
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Tabela 3.3- Composicéo das comunidades de bactérias do meséeteratraea saccharali® Spodoptera frugiperda

obtidas de DNA metagendmico e identificadas potiéegias de rRNA 16S

Biblioteca de clones n° 10%, frugiperda, Piracicaba/SP, Algodéo - IAC-25RMD) Continua
Clones BestHitID E-value 1D(%) Classificacdo Autor
1A03 S000346310 0.00e+00 95 Enterobacter Park et al 2000
1A05 S000473495 0.00e+00 98 Rhizobium Chueire et al., 2002
1A07 S000402726 0.00e+00 96 Ralstonia Schoenfeld et al., 2003
1A09 S000366962 0.00e+00 95 Enterobacter Lambais et al., 2006
1A10 S000333360 0.00e+00 96 Citrobacter
1B02 S000346310 0.00e+00 95 Enterobacter
1B04  S000402726 0.00e+00 94 Ralstonia Schoenfeld et al., 2003
1B06 S000473495 0.00e+00 98 Rhizobium Chueire et al., 2002
1C01  S000475426 0.00e+00 96 Deferribacterales
1C02 S000430586 0.00e+00 96 Pseudomonas Minillo et al., 2001
1C04  S000402726 0.00e+00 99 Ralstonia Schoenfeld et al., 2003
1C06  S000475426 0.00e+00 98 Deferribacterales
1C08 S000421625 0.00e+00 94 Acinetobacter Chopade et al., np 2007
1C12  S000333360 0.00e+00 95 Citrobacter
1D02 S000456493 0.00e+00 96 Enterobacter
1D09  S000473495 0.00e+00 98 Rhizobium Chueire et al., 2002
1D10 S000346310 0.00e+00 97 Enterobacter
1D11  S000346310 0.00e+00 96 Enterobacter
1E03 S000346310 0.00e+00 98 Enterobacter
1E04  S000333360 0.00e+00 95 Citrobacter
1E08 S000431973 0.00e+00 98 Enterobacteriaceae
1E09 S000346310 0.00e+00 98 Enterobacter
1E10 S000402726 0.00e+00 99 Ralstonia Schoenfeld et al., 2003
1F03  S000333362 0.00e+00 96 Enterobacteriaceae
1F04  S000398883 0.00e+00 96 Rhizobiales
1FO5  S000402726 0.00e+00 95 Ralstonia Schoenfeld et al., 2003
1F0O7  S000353423 0.00e+00 97 Bradyrhizobiaceae
1F09  S000333360 0.00e+00 98 Citrobacter
1G03 S000346310 0.00e+00 95 Enterobacter
1G04 S000346310 0.00e+00 96 Enterobacter
1G08 S000346310 0.00e+00 98 Enterobacter
1HO03  S000495213 0.00e+00 95 Proteobacteria
1HO6  S000333360 0.00e+00 97 Citrobacter
1H08 S000333360 0.00e+00 97 Citrobacter
1A01 S000333360 0.00e+00 96 Citrobacter
1A02 S000366962 0.00e+00 97 Enterobacter Lambais et al., 2006
1A04  S000333360 0.00e+00 96 Citrobacter
1A06 S000346310 0.00e+00 97 Enterobacter
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Tabela 3.3- Composicéo das comunidades de bactérias do meséeteratraea saccharali® Spodoptera frugiperda

obtidas de DNA metagendémico e identificadas potiérgias de rRNA 16S

Concluséao
Clones BestHitID E-value ID(%) Classificacao Autor
1A08 S000402726 0.00e+00 97 Ralstonia Schoenfeld et al., 2003
1B05 S000437521 0.00e+00 99 Burkholderia Wang et al., 2007
1B0O7 S000402726  0.00e+00 97 Ralstonia Schoenfeld et al., 2003
1B09 S000333362 0.00e+00 98 Enterobacteriaceae
1B10 S000470789 0.00e+00 99 Bradyrhizobium Kwon, 2005
1C03  S000333360 0.00e+00 99 Citrobacter
1C05 S000333360 0.00e+00 98 Citrobacter
1C07  S000402726 0.00e+00 97 Ralstonia Schoenfeld et al., 2003
1C09 S000402726  0.00e+00 98 Ralstonia Schoenfeld et al., 2003
1C10 S000346310 0.00e+00 98 Enterobacter
1C11  S000477937 0.00e+00 98 Enterobacteriaceae
1D01  S000333360 0.00e+00 96 Citrobacter
1D03  S000366962 0.00e+00 99 Enterobacter Lambais et al., 2006
1D04  S000366962 0.00e+00 99 Enterobacter Lambais et al., 2006
1D05 S000333360 0.00e+00 98 Citrobacter
1D06  S000333362 0.00e+00 98 Enterobacteriaceae
1D08  S000333362 0.00e+00 97 Enterobacteriaceae
1D12 S000475426 5.01le-141 90 Deferribacterales
1EO01  S000367749 3.16e-179 94 Enterobacteriaceae
1E02 S000472962 1.26e-180 94 Rhizobium Chueire et al., 2002
1E05 S000346310 0.00e+00 99 Enterobacter
1E06  S000375985 0.00e+00 97 Acinetobacter Chopade et al., np 2007
1E07 S000333360 0.00e+00 98 Citrobacter
1FO01 S000333362 0.00e+00 97 Enterobacteriaceae
1F06  S000475426 0.00e+00 98 Deferribacterales
1F08  S000333360 0.00e+00 98 Citrobacter
1F10 S000346310 0.00e+00 99 Enterobacter
1G01  S000333360 0.00e+00 97 Citrobacter
1G05 S000439171 0.00e+00 99 Pseudonocardia
1G06 S000346310 0.00e+00 99 Enterobacter
1G07  S000333360 0.00e+00 97 Citrobacter
1G09 S000334994 0.00e+00 99 Enterobacteriaceae
1G10 S000407826 0.00e+00 96 Agrococcus Lee, 2008
1HO02 S000346310 0.00e+00 96 Enterobacter
1HO04  S000333366 0.00e+00 98 Enterobacteriaceae
1HO5 S000333360 0.00e+00 98 Citrobacter
1HO7  S000475426 0.00e+00 98 Deferribacterales
1H09  S000407826 0.00e+00 96 Agrococcus Lee, 2008
1H10 S000345580 0.00e+00 95 Acetivibrio
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Tabela 3.3- Composicao das comunidades de bactérias do meséetieratraea saccharali® Spodoptera frugiperda
obtidas de DNA metagendmico e identificadas potiéagias de rRNA 16S

Biblioteca de clones n° 115 frugiperda, Piracicaba/SP, Sorgo -822)

Continua

Clones Best Hit ID E-value ID(%) Classificacdo Autor

10A02 S000478875 0.00e+00 98 Enterococcus Zhu et al., 2003
10A03 S000478875 0.00e+00 98 Enterococcus Zhu et al., 2003
10A04 S000478875 0.00e+00 98 Enterococcus Zhu et al., 2003
10A07 S000413179 0.00e+00 98 Hydrogenophilus Portillo et al., 2008
10A08 S000413179 0.00e+00 98 Hydrogenophilus Portillo et al., 2008
10A09 S000478875 0.00e+00 98 Enterococcus Zhu et al., 2003
10A10 S000478875 0.00e+00 97 Enterococcus Zhu et al., 2003
10A11 S000478875 0.00e+00 97 Enterococcus Zhu et al., 2003
10B08 S000478875 0.00e+00 99 Enterococcus Zhu et al., 2003
10B10 S000478875 0.00e+00 99 Enterococcus Zhu et al., 2003
10B12 S000402726 0.00e+00 99 Ralstonia

10C02 S000413179 0.00e+00 98 Hydrogenophilus Portillo et al., 2008
10C05 S000402726 0.00e+00 99 Ralstonia

10C06 S000450626 0.00e+00 100 Deferribacterales

10C07 S000413179 0.00e+00 97 Hydrogenophilus Portillo et al., 2008
10C09 S000450626 0.00e+00 100 Deferribacterales

10C10 S000413179 0.00e+00 99 Hydrogenophilus Portillo et al., 2008
10C12 S000478875 0.00e+00 99 Enterococcus Zhu et al., 2003
10D02 S000478875 0.00e+00 98 Enterococcus Zhu et al., 2003
10D03 S000478875 0.00e+00 99 Enterococcus Zhu et al., 2003
10D04 S000478875 0.00e+00 99 Enterococcus Zhu et al., 2003
10D05 S000403606 0.00e+00 95 Actinomycetales

10D06 S000478875 0.00e+00 100 Enterococcus Zhu et al., 2003
10D07 S000442905 0.00e+00 98 Enterobacteriaceae

10D08 S000478875 0.00e+00 98 Enterococcus Zhu et al., 2003
10D09 S000478875 0.00e+00 99 Enterococcus Zhu et al., 2003
10D12 S000478875 0.00e+00 98 Enterococcus Zhu et al., 2003
10E03 S000478875 0.00e+00 98 Enterococcus Zhu et al., 2003
10E04 S000478875 0.00e+00 98 Enterococcus Zhu et al., 2003
10E06 S000478875 0.00e+00 98 Enterococcus Zhu et al., 2003
10EO07 S000478875 0.00e+00 99 Enterococcus Zhu et al., 2003
10E08 S000478875 0.00e+00 98 Enterococcus Zhu et al., 2003
10E09 S000484106 0.00e+00 99 Ralstonia

10E11 S000320226 0.00e+00 98 Hydrogenophilus

10E12 S000402726 0.00e+00 97 Ralstonia Schoenfeld et al., 2003
10F01 S000478875 0.00e+00 99 Enterococcus Zhu et al., 2003
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Tabela 3.3- Composicéo das comunidades de bactérias do meséeteratraea saccharali® Spodoptera frugiperda
obtidas de DNA metagendémico e identificadas potiérgias de rRNA 16S

Continuacao

Clones BestHitID E-value ID(%) Classificacao Autor

10F07 S000478875 0.00e+00 98 Enterococcus Zhu et al., 2003
10F08 S000413179 0.00e+00 99 Hydrogenophilus Portillo et al., 2008
10F09 S000478875 0.00e+00 99 Enterococcus Zhu et al., 2003
10F10 S000478875 0.00e+00 99 Enterococcus Zhu et al., 2003
10F11 S000478875 0.00e+00 98 Enterococcus Zhu et al., 2003
10G01 S000403065 0.00e+00 99 Hydrogenophilus Lopez-Garcia et al., 2003
10G02 S000478875 0.00e+00 96 Enterococcus Zhu et al., 2003
10G03 S000478875 0.00e+00 98 Enterococcus Zhu et al., 2003
10G04 S000478875 0.00e+00 97 Enterococcus Zhu et al., 2003
10G05 S000402726 0.00e+00 98 Ralstonia Schoenfeld et al., 2003
10G09 S000478875 0.00e+00 99 Enterococcus Zhu et al., 2003
10G10 S000426021 0.00e+00 97 Methylobacterium Kuffner et al., np 2009
10G11 S000484106 0.00e+00 98 Ralstonia

10G12 S000403606 0.00e+00 95 Actinomycetales Deleiwrse, 2001
10HO1 S000413179 0.00e+00 97 Hydrogenophilus Portillo et al., 2008
10HO03 S000478875 0.00e+00 98 Enterococcus Zhu et al., 2003
10H04 S000478875 0.00e+00 97 Enterococcus Zhu et al., 2003
10HO05 $S000134004 0.00e+00 98 Enterococcus Zhu et al., 2003
10H06 S000478875 0.00e+00 98 Enterococcus Zhu et al., 2003
10HO7 S000450626 0.00e+00 98 Deferribacterales

10H11 S000402726 0.00e+00 98 Ralstonia Schoenfeld et al., 2003
10A01 S000478875 0.00e+00 98 Enterococcus Zhu et al., 2003
10A12 S000478875 0.00e+00 98 Enterococcus Zhu et al., 2003
10B02 S000478875 0.00e+00 99 Enterococcus Zhu et al., 2003
10B03 S000478875 0.00e+00 99 Enterococcus Zhu et al., 2003
10B06 S000478875 0.00e+00 98 Enterococcus Zhu et al., 2003
10B0O7 S000478875 0.00e+00 98 Enterococcus Zhu et al., 2003
10C01 S000450626 0.00e+00 99 Deferribacterales

10C03 S000450626 0.00e+00 99 Deferribacterales

10C04 S000478875 0.00e+00 98 Enterococcus Zhu et al., 2003
10C08 S000478875 0.00e+00 99 Enterococcus Zhu et al., 2003
10C11 S000402726 0.00e+00 98 Ralstonia Schoenfeld et al., 2003
10D01 S000402726 0.00e+00 98 Ralstonia Schoenfeld et al., 2003
10D10 S000478875 0.00e+00 99 Enterococcus Zhu et al., 2003
10D11 $S000478875 0.00e+00 99 Enterococcus Zhu et al., 2003
10E02 S000378082 0.00e+00 97 Enterobacter

10EO05 S000478875 0.00e+00 99 Enterococcus Zhu et al., 2003
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Tabela 3.3- Composicéo das comunidades de bactérias do meséeteratraea saccharali® Spodoptera frugiperda
obtidas de DNA metagendmico e identificadas potiéagias de rRNA 16S

Concluséo
Clones BestHitID E-value ID(%) Classificacao Autor
10E10 S000478875 0.00e+00 99 Enterococcus Zhu et al., 2003
10E13 S000378074 0.00e+00 95 Enterobacter Do et al., np 2007
10F02 S000378074 0.00e+00 95 Enterobacter Do et al., np 2007
10F04 S000402726 0.00e+00 98 Ralstonia Schoenfeld et al., 2003
10F05 S000478875 0.00e+00 96 Enterococcus Zhu et al., 2003
10FO6 S000478875 0.00e+00 96 Enterococcus Zhu et al., 2003
10G07 S000478875 0.00e+00 98 Enterococcus Zhu et al., 2003
10G08 S000478875 0.00e+00 98 Enterococcus Zhu et al., 2003
10H02 S000478875 0.00e+00 98 Enterococcus Zhu et al., 2003
10HO08 S000478875 0.00e+00 98 Enterococcus Zhu et al., 2003
10H09 S000478875 0.00e+00 98 Enterococcus Zhu et al., 2003
10H10 S000478875 0.00e+00 98 Enterococcus Zhu et al., 2003
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Tabela 3.3- Composi¢éo das comunidades de bactérias do meséeteratraea saccharali® Spodoptera

frugiperdaobtidas de DNA metagendmico e identificadas pgtiéacias de rRNA 16S

Biblioteca de clones n° 12§ frugiperda, Piracicaba/SP, Arroz — CSBRS5112) Continua
Clones BestHitID E-value ID(%) Classificacdo Autor
7A01 S000478875  0.00e+00 98 Enterococcus

7A05 S000478875  0.00e+00 98 Enterococcus

7A07 S000127030 0.00e+00 97 Enterococcus

7A09 S000478875  0.00e+00 99 Enterococcus

7Al11 S000478875  0.00e+00 99 Enterococcus

7B07 S000439825  0.00e+00 99 Ralstonia

7B08 S000478875  0.00e+00 99 Enterococcus

7C01 S000478875  0.00e+00 99 Enterococcus

7C02 S000354089  0.00e+00 97 Acidobacterium

7C03 S000428252  0.00e+00 99 Enterococcus

7C04 S000428252  0.00e+00 99 Enterococcus

7C05 S000432087  0.00e+00 97 Corynebacterium

7C07 S000450626  0.00e+00 99 Deferribacterales

7C10 S000428252  0.00e+00 99 Enterococcus

7C12 S000450626  0.00e+00 98 Deferribacterales

7D02 S000450626  0.00e+00 100 Deferribacterales

7D03  S000106913  0.00e+00 99 Rhizobiales

7D05 S000478875  0.00e+00 99 Enterococcus

7D06 S000402726  0.00e+00 99 Ralstonia Schoenfeld et al., 2003
7D08  S000450626  0.00e+00 99 Deferribacterales

7D10  S000450626  0.00e+00 99 Deferribacterales

7D12 S000456484  0.00e+00 98 Enterobacter

7E05 S000450626  0.00e+00 99 Deferribacterales

7E11 S000461371  0.00e+00 97 Devosia Che et al., np 2008
7F02 S000478875  0.00e+00 99 Enterococcus

7F03 S000322870  0.00e+00 99 Klebsiella Kapley; Purohit, np 2005
7F06 S000478875  0.00e+00 99 Enterococcus

7F11 S000437485  0.00e+00 98 Klebsiella Frank et al., 2007
7G01 S000478875  0.00e+00 99 Enterococcus

7G02 S000478875  0.00e+00 98 Enterococcus

7G04 S000478875  0.00e+00 98 Enterococcus

7G05 S000478875  0.00e+00 99 Enterococcus

7G06 S000402726 0.00e+00 99 Ralstonia Schoenfeld et al., 2003
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Tabela 3.3- Composi¢éo das comunidades de bactérias do meséeteratraea saccharali® Spodoptera

frugiperdaobtidas de DNA metagendmico e identificadas pqtiéacias de rRNA 16S

Continuacao

Clones BestHitID E-value ID(%) Classificacao Autor

7G07 S000478875  0.00e+00 99 Enterococcus

7G08 S000402726  0.00e+00 99 Ralstonia Schoenfeld et al., 2003
7G10 S000402726  0.00e+00 99 Ralstonia Schoenfeld et al., 2003
7H02  S000413179  0.00e+00 99 Hydrogenophilus

7HO3  S000495129  0.00e+00 98 Rhizobium

7H04  S000413179  0.00e+00 99 Hydrogenophilus

7H10 S000428252  0.00e+00 98 Enterococcus

7H11 S000428252  0.00e+00 98 Enterococcus

7B02 S000450626  0.00e+00 98 Deferribacterales

7B03 S000450626  0.00e+00 98 Deferribacterales

7B04 S000450626  0.00e+00 98 Deferribacterales

7B05 S000450626  0.00e+00 100 Deferribacterales

7B06 S000450626  0.00e+00 99 Deferribacterales

7B09 S000478875  0.00e+00 98 Enterococcus

7B10 S000478875  0.00e+00 98 Enterococcus

7B11 S000450626  0.00e+00 99 Deferribacterales

7B12 S000428252  0.00e+00 99 Enterococcus

7C06 S000428252  0.00e+00 99 Enterococcus

7C08 S000465609  0.00e+00 99 Acinetobacter

7C09 S000478875  0.00e+00 98 Enterococcus

7C11 S000450626  0.00e+00 99 Deferribacterales

7D01 S000478875  0.00e+00 98 Enterococcus

7D04  S000424746 6.31e-177 94 Corynebacterium

7D07  S000457912  0.00e+00 99 Sphingomonas

7D09  S000456529  0.00e+00 99 Rhizobium

7D11 S000450626  0.00e+00 99 Deferribacterales

7E01 S000489750  0.00e+00 96 Firmicutes HartmandnWi, 2006
7EQ02 S000450626  0.00e+00 99 Deferribacterales

7EQ3 S000450626  0.00e+00 99 Deferribacterales

7TE04 S000402726  0.00e+00 96 Ralstonia Schoenfeld et al., 2003
7TE06 S000450626  0.00e+00 99 Deferribacterales

7TEQ7 S000387415  0.00e+00 99 Klebsiella Boye; Hansen, np 1998.
7EO08 S000402726  0.00e+00 99 Ralstonia Schoenfeld et al., 2003
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Tabela 3.3- Composicédo das comunidades de bactérias do meséet@ratraca saccharali® Spodoptera

frugiperdaobtidas de DNA metagenémico e identificadas pqtiéacias de rRNA 16S

Concluséo
Clones BestHitID E-value ID(%) Classificacao Autor
7E09 S000424746  6.31e-177 94 Corynebacterium
7E10 S000450626  0.00e+00 97 Deferribacterales
7TE12 S000437521  0.00e+00 97 Burkholderia
7F01 S000450628  0.00e+00 97 Proteobacteria Jial, etp 2008
7F04 S000450626  0.00e+00 99 Deferribacterales
7F05 S000478875  0.00e+00 99 Enterococcus
7FO7 S000450626  0.00e+00 99 Deferribacterales
7F08 S000425967  0.00e+00 99 Tsukamurella
7F09 S000478875  0.00e+00 99 Enterococcus
7F10 S000492345  0.00e+00 99 Klebsiella Babu; Pandian., np 2004
7F12 S000492345  0.00e+00 99 Klebsiella Babu; Pandian., np 2004
7G03 S000450626  0.00e+00 99 Deferribacterales
7HO5 S000450626  0.00e+00 98 Deferribacterales
7HO6 S000450626  0.00e+00 99 Deferribacterales

3.3 Discussao

As bactérias presentes no meséntero de lagartdd. daccharalise S. frugiperda
provenientes de diferentes localidades e diferexgpécies ou variedades de plantas hospedeiras
foram identificadas por meio de técnicas molecslague independem do cultivo dos
microrganismos, com o0 objetivo de complementarradises feitas por isolamento em meio de
cultura (capitulo 2). Variagcdes importantes forabsesvadas entre os resultados obtidos pelo
isolamento dos microrganismos cultivaveis e osdolstpor sequenciamento de clones. A maioria
das bactérias isoladas em meio de cultura tant&.d&ugiperdaquanto deD. saccharalis
pertence ao filo Firmicutes, sendo o gérigagillus o0 mais abundante. Entretanto, Firmicutes foi
obtido de clones db. saccharalissomente na variedade RB83-5054 proveniente debi arem
baixa porcentagem dos clones sequenciadds nos clones deé. frugiperda, bactérias
pertencentes a esse filo foram encontradas em rgagens consideraveis em apenas duas
populacdes (sorgo e arroBacillus somente foi encontrado em uma amostré&dé&ugiperda

(milho 2B710) e nao foi identificado nos clones @e saccharalis. Proteobacteria e
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Actinobacteria foram detectados pelos dois métodescaracterizacdo da microbiota em
diferentes proporcdes. Estas diferencas podencterido por diferentes fatores, como: método
de extracdo de DNA, capacidade de crescimento eim aheecultivo dos grupos dominantes e
amplificacdo diferencial das sequéncias de rRNA h&S reacdes de PCR. Por exemplo, é
conhecido que bactérias do génBarillus sdo mais resistentes a degradacdo da paredercelula
(lise) na maioria dos métodos de extracdo de DNAs Nextracbes a partir de DNA
metagendmico estes podem ser obtidos em menoresidpaties mesmo sendo abundantes no
tubo digestivo. Desta forma, os trés métodos usadese estudo: isolamerntovitro, DGGE e
sequenciamento da biblioteca de clones, sdo coreplanes e permitem uma melhor
determinacao da diversidade microbiana intestinal.

A andlise da comunidade bacterianaSddrugiperdapor DGGE sugere que a variagao
da estrutura das comunidades esta diretamenteored@a com a origem das populacdes e tipo
de alimento consumido pelo inseto. Da mesma forwhaervou-se uma grande variagdo na
densidade e abundancia relativa de bactérias qie @star relacionada a quantidade e tipo de
alimento consumido, ao estagio do processo digestivariacoes fisioldgicas das lagartas, pois
em um periodo anterior a ecdise as lagartas ceasaimgestdo de alimento repercutindo em
reducao na densidade de microrganismos.

As comunidades bacterianas de lagartas oriundasialgio em laboratério alimentadas
com dieta artificial, e natural (milho e algodaoyrharam um agrupamento hierarquico com
maior similaridade, comparadas as amostras detdsgariundas de populacdo de campo e
alimentadas com algodao, sorgo e arroz. As analiess agrupamentos hierarquicos dos
amplicons de rRNA 16S de bactérias do mesénter®.dsaccharalisindicaram uma maior
similaridade das comunidades em funcao do locabtita (amostras de uma mesma regido) do
gue em funcao da variedade de cana-de-aclcar.cAérilaa do trato digestivo de insetos podem
ser constitutivas, patdgenos oportunistas ou sgnmate serem adquiridas temporariamente
durante a alimentacéo. Fatores como condi¢Oes atalsetipo de solo e manejo agronémico da
cultura, podem induzir variagées na microbiotaidestos.

As comunidades de bactérias do trato digestivibdsaccharalissdo compostas por
membros dos filos Proteobacteria, Bacteroidetesctndbacteria, sendo Proteobacteria o filo
predominante. A afiliagdo filogenética das seqi@ndeD. saccharalisrevelou que o género
Klebsiella esteve presente em todas as amostras analisaslaladOs sugerem qudebsiella
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devem ser bactérias constitutivas, podendo exatgeama fungdo importante para o inseto tendo
alguma relacdo vantajosa para 0 hospedeiro. Entogetas bactérias encontradas somente em
algumas das areas amostradas, podem ser caratderizamo microrganismos transientes,

relacionados as caracteristicas especificas daioregi importantes para suprir algumas

necessidades particulares.

No trato digestivo d&. frugiperdaforam encontradas sequéncias de rRNA 16S dos filos
Proteobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes, Actiotdyéga e Acidobacteria, sendo os dois
primeiros 0os mais abundantes. As comunidades d&rizc variaram em funcdo da planta
hospedeira, entretant®alstonia e Hydrogenophilusestiveram presentes em insetos que se
alimentaram da maioria das plantas avaliadas. sepiga constante de alguns microrganismos na
maioria dos insetos indica que estes possam sepérgaveis, exercendo alguma funcao vital
para o inseto ou desempenhando alguma relacdo Ggicabiou comensal vantajosa para o
hospedeiro. Embora tenha sido avaliado um niumequgm® de amostras d& frugiperda
coletadas em campo, as analises indicam que asidigde de bactérias neste inseto foi maior de
gue emD. saccharalise que existe uma maior variacdo da comunidadeeti@tha emsS.
frugiperdaem funcdo da planta hospedeira. Isto pode indjoarexista en$. frugiperdauma
associacdo entre o habito alimentar polifago evarsidade e plasticidade microbiana. Os
microrganismos podem auxiliar na superagdo dasuttitades inerentes as caracteristicas
fisiologicas de cada espécie de planta hospedasma®mpostos vegetais de defesa produzidos
pela herbivoria, provendo enzimas, alterando ogsblduzindo vitaminas, etc. que viabilizam o
processo de digestao.

Devido a variedade de habitat onde os insetos sendelvem, e aos microambientes
presentes no seu trato digestivo, ndo é surpresmiar variacdo na comunidade de bactérias de
S. frugiperdae D. saccharalisem diferentes plantas e regides. Resultados semethéoram
obtidos em estudos feitos em cupins (YANG et &@03). A estrutura, atividade e variacao
temporal das comunidades microbianas do trato tilgeslos insetos € determinada por
complexas interagcbes do ambiente fisico, ciclo sa@z@ a biologia do hospedeiro. Estes
microrganismos desenvolveram diferentes tipos dmcacOes mutualistas, comensalistas e
patogénicas com os insetos, podendo alguns dalésasemitidos de geracdo para geracao. As
vantagens da microbiota para o hospedeiro ja foiostrada para alguns insetos. Em cupins,
gue prosperam numa dieta rica em lignocelulosessysmn no intestino regides adaptadas para



137

abrigar uma microbiota com funcionalidades espeadfia fermentacdo microbiana é responsavel
pela producéo de grande quantidade de energiaiemtas para o hospedeiro.

A elevada cobertura de amostragem dos clones tiistbcas em todas as amostras
indica que a comunidade de microrganismos do tdaestivo desses insetos é reduzida
conseguindo obter uma boa cobertura em comparagdgue acontece quando é feita uma
avaliacdo dos microrganismos presentes em amaddra®lo, por exemplo, onde a cobertura
pode chegar a 20-30%. A diversidade de microrgarssmam insetos pode variar desde
comunidades extremamente simples até complexas.

A diversidade de bactérias do mesénter8.deugiperdae D. saccharalisapresentaram
muitas similaridades. Na analise comparativa dasstmlas de campo dB. saccharalise S.
frugiperdapelo agrupamento hierarquico dos amplicons de rRE8 de bactérias por DGGE,
observou-se uma maior similaridade das comuniddddsactérias no trato digestivo em funcéo
do local de coleta. Por exemplo, observou-se utassahilaridade das lagartas Desaccharalis
(cana-de-acucar RB835054 e SP813250. drugiperda(Milho Pioneer 30F90) que foram
coletadas em campo na cidade de Piracicaba/SPrdssiéado € interessante pelo fato de serem
lagartas de espécies e habitos alimentares diésreAt caracterizacdo da estrutura microbiana
desses insetos é de grande importancia agricols, pade fornecer subsidios para o
desenvolvimento de técnicas inovadoras que podensasradas ao manejo integrado dessas

pragas nas culturas onde estas ocorrem causandizpse
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