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RESUMO

CARACTEARIZAC;AO DAS COMUNIDADES DE MICRORGANISMOS AS SOCIADOS
AO MESENTERO DE Diatraea saccharalis E Spodoptera frugiperda (LEPIDOPTERA:
CRAMBIDAE E NOCTUIDAE)

O primeiro passo para entender as fungOesid@biota do trato digestivo na biologia dos
insetos consiste na identificacdo dos membros slestamunidades. Neste trabalho, as bactérias
presentes no meséntero de lagartas da broca dadeawicar,Diatraea saccharalise da
lagarta-do-cartucho-do-milhcSpodoptera frugiperdaprovenientes de diferentes localidades,
espécies ou variedades de plantas hospedeiras) fdeatificadas por isolamentos em meio de
cultura TSA (Triptona de Soja Agar) e por técninaseculares que independem do cultivo dos
microrganismos. As lagartas @e saccharalisforam coletadas em nove variedades de cana-de-
acucar nos municipios paulistas de Bocaina, Taeahiuis Antonio.S. frugiperdaforam
coletadas diretamente no campo em milho em Pita@i&® e populacbes de campo e de
laboratorio foram também alimentadas com dietdicat, milho, algoddo, 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
degradacao de celulose, hemicelulose, lignina edmade cana. A caracterizagcdo molecular foi
realizada por DGGE (Gel de eletroforese em graelidasnaturante) usando-se a regido 16S do
RNA ribossémico amplificado de DNA metagenémicoraixto 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@lesisiluas espécies de insetos € composta por
representantes dos filos Firmicutes, ProteobaceeAatinobacteria. A afiliacdo filogenética das
sequéncias das bibliotecas de clones de rRNA 168ore a ocorréncia, aléem destes filos, de
Bacteroidetes en. saccharalise Bacteroidetes e Acidobacteria €n frugiperda Somente
bactérias isoladas de. saccharalisapresentaram resposta positiva nos testes dedagegmn
vitro para celulose, hemicelulose, lignina e bagaccade.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 degoapara
todas estas fontes de carbono. As sequiéncias d& 1BS8l destas se agrupam com representantes
de Phyllobacterium trifolii e Bacillus subtilis O maior nimero de sequéncias de bactérias
cultivaveis pertence aos génemacillus (26,4 e 32.4% enb. saccharalise S. frugiperda
respectivamente)znterococcuq12,1 e 13%) eMicrobacterium (18 e 12%). As andlises das
sequéncias obtidas do DNA metagendmico revelaraiKbpbsiellaesteve presente em todas as
amostras analisadas de. saccharalis As comunidades de bactérias € frugiperda
apresentaram maior variagdo em funcdo do alimémttretanto,Ralstoniae Hydrogenophilus
estiveram presentes na maioria das lagartas. Ascdas das estruturas das comunidades
bacterianas d8. frugiperdee deD. saccharalisestdo diretamente relacionadas com a origem das
populacdes e o tipo de alimentacdo dos insetosiefepca constante de algumas bactérias na
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maioria dos insetos indica que estas possam sepergaveis, exercendo alguma funcgéo vital
para o inseto ou que apresentam alguma relacaajesatara 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 COMMUNITIE S OF
Diatraea saccharalis AND Spodoptera frugiperda (LEPIDOPTERA: CRAMBIDAE E
NOCTUIDAE)

The identification of members of the microbemmunities is the first step to
understand their roles on insect biology. We hakaracterized the midgut bacterial
community of fifth instar caterpillars of sugarcaaer,Diatraea saccharalisand of fall
armyworm, Spodoptera frugiperdathrough isolation on tryptic soy agar medium and
through culture-independent molecular techniquBs. saccharalis caterpillars were
collected on nine sugarcane varieties in Bocairamabi and Luis Antbnio cities in S&o
Paulo StateS. frugiperdawere collected directly from corn fields in Pireaii@-SP and
field and laboratory populations were reared officel diet, corn, cotton, sorghum and
rice. NinetyD. saccharaliscaterpillars and 4. frugiperdacaterpillars were used. The
microbiota community of each caterpillar was evedaindividually. The ability of
bacterial isolates to degrade cellulose, hemiaadkeyl lignin and sugarcane bagasse was
assessed. The molecular analyses were based otubegdaradient Gel Electrophoresis
(DGGE) of 16S ribosomal RNA sequences amplifiednfrmetagenomic DNA extracted
from 57 individual midgut oD. saccharalisand 26 fromS. frugiperda Latter, 6 of these
metagenomic DNA of each insect species were claretthe 12 clone libraries were
sequenced. The cultivable bacterial community es¢éhtwo insect species is composed by
representatives of the phyla Firmicutes, Prote@ectind Actinobacteria. The phylotypes
from the clone libraries of 16S rRNA were compridgdBacteroidetes iD. saccharalis
and Bacteroidetes and AcidobacteriaSnfrugiperda besides the three phyla found by
culturing. Only bacteria isolated from. saccharalishad ability to degrade cellulose,
hemicelluloses, lignin and sugarcane bagasse imnthéro tests. The ability to degrade
cellulose was more common than the ability to dégraemicelullose and just a few
isolates had the ability to degrade lignin. Theyono bacteria presenting a positive
response to degradation of all carbon sources alastered withPhyllobacterium trifolii
and Bacillus subtilis The greatest number of cultivable bacteria secgrbelongs to
generaBacillus (26.4 and 32.4%, irD. saccharalisand S. frugiperda respectively),
Enterococcug12.1 and 13%) anMlicrobacterium(18 and 12%). Sequence analysis from
metagenomic DNA revealed the genétebsiella in all samples fronD. saccharalis
Bacterial community varied according $o frugiperdahost plant; however, bofRalstonia
andHydrogenophiluggenera were present in the digestive tracts ofctedeom most host
plants. Community structure variation ®f frugiperdaandD. saccharaligs related directly
to insect population origin and type of insect famlirce. The constant presence of some
bacteria in the majority of insects indicates thaise microorganisms might either be
indispensable, playing a vital role to the insext,have some symbiotic or commensal
relation with the insect.

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

O tubo digestivo é a maior regido de contato evgrmsetos e o0 meio ambiente. Por
isso, é excelente alvo para tentativas de contddepragas fitéfagas de interesse
econdmico. As comunidades de microrganismos no tlagestivo de insetos variam de
simples a complexas. FuncBes importantes tém sidbui@as aos microrganismos
presentes no tubo digestivo. Algumas possiveistesgelacionadas a nutricdo incluem
digestdo de celulose e lignina, fixacdo de nitramémeciclagem de acido Urico,
metanogénese e acetogénese a partir,de €Q (BRIDGES, 1981 0HKUMA; KUDO,
1996; AYRES et al., 2000).

Estudos mostram que a eliminagdo dos microrganisgesalmente resulta na
reducdo do desenvolvimento e mortalidade dos iadeispedeiros, sugerindo assim que 0s
microrganismos sao importantes para o desenvoltonaormal e crescimento do inseto.
Simbiontes podem detoxificar compostos de planBOWD, 1992) contribuindo para
guebrar a resisténcia de plantas (KROKENE; SOLHEL®98). Outras funcdes sédo a
prevencdo da entrada de bactérias e fungos patogéeia producdo de semioquimicos
importantes nas interagbes entre insetos, sends,esin alguns casos, usados como
feromonios de agregacdo (BRAND et al., 1975). éfahito, para a grande maioria das
espécies de insetos-praga nada se conhece solwersiddde e o papel da microbiota do
intestino, como é o caso de duas importantes pragaBrasil: Diatraea saccharalis
(Fabricius, 1794) (Lepidoptera: CrambidaeSpodoptera frugiperdgJ.E. Smith 1797)
(Lepidoptera: Noctuidae) (ROE, 2010, In press).

Estes insetos pertencem a Ordem Lepidoptera, quesegundo maior grupo em
numero de espécies, com mais de 150.000 espécesapenas da Ordem Coledptera. As
lagartas fitéfagas representam um componente impertdo habitat terrestre. Muitas
espécies de Lepidoptera tém um impacto significaatsociedade humana, tendo um papel
benéfico como polinizadores e fontes de alimenta patros animais ou negativo como
pragas na agricultura e silvicultura. Um caso espeér o bicho-da-seddBombix mor;
criado para producdo de seda (sericultura), sesi@douena das industrias mais importantes
por muitos anos em mais de 30 paises, especialmentisia (China, Japdo, Coréia, a
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Tailandia, india), Europa (Franca, Italia, RusRlaménia, e Bulgaria), e na América do sul
(Brasil) (ROE, 2010 In press).

B. moriainda permanece como um dos insetos mais utilizadestudos genéticos
moleculares e gendmica estrutural e funcioMd&nduca sextafoi o primeiro inseto
utilizado, como modelo nos Estados Unidos paragaugstudos fundamentais nas areas de
imunidade inata, olfacdo e neurobiologia, endotogia, e bioquimica. Avangos em
ferramentas moleculares e técnicas genbmicas erided@e em massa fizeram dos

lepidépteros uma escolha como sistema modelo dpigas(ROE, 2010 In press).

Atualmente, este grupo de insetos tem sido obgtestldos que podem resultar em
importantes descobertas para a agricultura e sstnaficomo a necessidade urgente em
achar novos métodos de controle de lepidopteragapaesvendando processos bioldgicos
fundamentais. Neste contexto, na ultima décadarfatascobertos microrganismos que

auxiliam no manejo ou podem controlar o desenvawito dos insetos.

Outras linhas de pesquisa com Lepidopteros visamtendimento dos mecanismos
de resisténcia a inseticidas, resposta imune, ®gdo0 das interacbes
polydnavirus/parasitoides/Lepidopteros inducdo oenga nas plantas, neurobiologia, etc.
O sequenciamento do genoma de lepidopteros e sea®rganismos certamente

possibilitardo novas abordagens cientificas nuorduproximo.

D. saccharalisé a principal praga de cana-de-acUcar no Brasth Espécie €
provavelmente originaria das Américas Central &db(SGRILLO, 1979), mas apresenta
atualmente uma ampla distribuicdo geografis.fémeas ovipositam, preferencialmente,
na parte dorsal das folhas. As lagartas recém idel®daspam as folhas e quando atingem
0 segundo instar penetram no colmo, abrindo galéPARRA, 1993). Além dos prejuizos
diretos causados como perda de peso, morte das geateerturas de galerias nos colmos,
a broca causa prejuizos indiretos ainda mais gigtifos, devido a penetracdo de
microrganismos (especialmente os fundassarium moniliformee/ou Colletotrichum
falcatunm) causadores de podriddes, que degradam a sacamisaindo a pureza do caldo
e, consequentemente, reduzindo o rendimento daugiiodde acucar (GALLO et al.,

2002). Outro efeito causado pelos microrganismoge gontaminam o caldo é a
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concorréncia com leveduras na assimilacdo dos eegjcdevando a diminuicdo na

producéo de alcool e queda no rendimento fermegntati

Os prejuizos diretos podem ser causados em quadgtégio do desenvolvimento
da planta. Uma infestacdo no inicio da cultura dsatte até quatro meses de idade) pode
danificar a regido meristematica da planta (gemeagpcausando o sintoma conhecido
como “coracdo morto”, resultando em falhas nosai®(BRAGA, 2001). J& em plantas
adultas, os danos provocados causam brotacdeaidatenraizamento aéreo, perdas de
peso, afinamento e quebra do colmo, reducdo dergrstre morte da planta, o que leva a
uma acentuada queda da producéo (PARRA, 1993).

Devido ao habito criptico, o controle quimico Be saccharalis além de ser
oneroso, torna-se inviavel jA que esta passa armpaite de sua fase larval dentro do
colmo, ficando dificil o contato com inseticidasAlQ.O et al., 2002). O controle varietal
desta praga também nédo tem sido uma opc¢ao viaweEnttole biolégico com o parasitdide
Cotesia flavipes eficiente, mas néo atinge a totalidade das tgapermanecendo um
residuo ndo controlado. Estudos de transformacéesgtigas da cana com genes que
codificam inibidores de proteinases ou a toxinal@ty do Bacillus thuringiensis(Bt)
podem ser uma opcéo viavel de manej@dsaccharaligFALCO; SILVA-FILHO, 2003;
BRAGA et al.,, 2003), mas a eficiéncia destas tétide controle ainda precisa ser
confirmada e disponibilizada.

O Brasil €, atualmente, o maior produtor de acdeacana e de alcool combustivel
gue tem se firmado como alternativa renovavel epgoluente ao petréleo. O mercado
sucroalcooleiro movimenta cerca de 12,7 bilhBesedés por ano com vendas de agUcar,
alcool, aguardente e subprodutos da cana (O Baredohal de Desenvolvimento
Econbmico e Social — BNDES; Centro de Gestao edést&stratégicos — CGEE, 2008),
por constituir um mercado de expressao na econdmasileira, preocupacdes com a

gualidade e a produtividade sdo constantes nao. setor

S. frugiperda conhecida também como lagarta-do-cartucho-doemilagarta-
militar ou lagarta-dos-milharais, € a principal gaada cultura do milho (CRUZ, 1995) e

causa prejuizos econdmicos consideraveis a uma derculturas como cana-de-aglcar e
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algodao (DEGRANDE, 1998), arroz (BOTTON et al., 892EREIRA; CALAFIORI,
1989), amendoim (ISIDORO; DE ALMEIRA; PEREIRAL997), soja (MOSCARDI;
KASTELIC, 1985), sorgo (CORTEZ; WAQUIL, 1997), tag(TAKAHASSHI et al.,
1980), alfafa, abdbora, batata, couve, espinafegad, repolho e tomate (CRUZ;
MONTEIRO, 2004).S. frugiperdaocorre em quase todo o continente americano, maas,
apresenta mecanismos de diapausa e, portanto, cdjgag de sobreviver continuamente

em regides de clima temperado.

Na cultura do algodao, principalmente nas regideslygoras dos cerrados, as
injurias causadas p&. frugiperdgpodem ser diagnosticadas desde a emergénciaaté a f
de maturacdo. As lagartas recém eclodidas desta paspam o parénquima foliar,
enguanto as lagartas pequenas e médias, por sugevalmente, raspam a epiderme das
bracteas dos botdes florais, flores e macas astpsrfurarem estas estruturas reprodutivas.
Desde modosS. frugiperdapode causar sérios prejuizos a produgdo em dac@sédos
danos causados as macas do algoddo (DEGRANDE,.1998)

A diferenca na preferéncia alimentar enbe saccharalise S. frugiperdae o
conhecimento do processo digestivo e nutricionatedeinsetos sdo questbes cientificas
interessantes. A caracterizacao da diversidadeid®nganismos do trato digestivo pode
fornecer subsidios para elucidar algumas destast@pse O trato digestivo pode ainda ser
um nicho para prospeccdo de novos microrganismeszenas que podem auxiliar na
decomposicao de varias moléculas. Embora alguesomgroduzam celulases, acredita-se
gue os microrganismos do tubo digestivo tenham apelpimportante na quebra desta de
lignina e celulose, especialmente em insetos cigja & pobre em nitrogénio e rica em
fibras.

Estudos recentes mostraram que bactérias celcdaliistdo presentes em espécies
de cerambicideos, mas, ndo em espécies de esmmitid DELALIBERA,
HANDELSMAN; RAFFA, 2005;VASANTHAKUMAR et al., 2007), embora as espécies
estudadas desenvolvam-se em troncos de arvoresetd dhs espécies investigadas é
significativamente diferente, sendo que os ceraitdis se alimentam exclusivamente de
madeira e os escolitideos de seiva e fungo. Destzaf aquelas espécies que se alimentam

de substrato rico em lignocelulose podem conterrarganismos com caracteristicas
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desejaveis para incorporacdo em processos indsstolbjetivando a decomposicdo de
residuos ricos em celulose. Celulose € um con#tuiimportante de residuos
lignocelulésicos renovaveis, como o bagaco de aama, importante fonte com potencial
para producao de glicose, para alimentacdo anirpedducéo de alcool combustivel. Uma
importante limitacdo no uso de materiais lignoaddidos é o alto custo da producéo de
celulases (GADGIL et al.,, 1995). Varios microrgamis sdo capazes de sintetizar
celulases, mas muito poucos tém demonstrado altengal industrial (GUPTA,
MADAMWAR, 1997), sendo um dos motivos a dificuldadke hidrélise da lignina.

Além da importancia econémica Be saccharalie S. frugiperdaestes insetos sao
modelos interessantes para o estudo da participdecdnicrobiota do tubo digestivo em
importantes aspectos fisiolégicos e ecoldgicos dess hospedeirod. saccharalis
alimenta-se de um namero restrito de plantas hesesdenquant®. frugiperdaé um
inseto polifago.D. saccharalis € sensivel a proteina CrylAc inserida em plantas
transgénicas (BRAGA et al., 2003), assim comolaidores de proteinase do tipo Bowman
Birk e Kunitz (POMPERMAYER et al., 2003). Por outtado, S. frugiperda ndo é
susceptivel a CrylAc e é capaz de adaptar-se,lofigiamente, a estes inibidores

(PAULILLO et al., 2000).

O trato digestivo de insetos pode ser uma imptatafonte de novos
microrganismos e genes com potencial de utilizagdaostrial e farmacéutica. O trato
digestivo de alguns insetos apresenta camaras awmuteristicas distintas de pH, nivel de
oxigénio e populacbes de microrganismos que podencidnar como reatores;
contribuindo para producédo de energia e decompmsiedmaterial lignocelulésico, como
observado em cupins e besouros que vivem no trd@eovores e se alimentam de material
rico em celulose. Estes microrganismos podem tezagdo, por exemplo, na producao de
glicose a partir de bagaco de cana, para produz@&tadol.

As bactérias florescem dentro destes organismdsaditats naturais caracterizados
por amplas flutuagbes de diferentes fatores comptemperatura e disponibilidade de
nutrientes. As bactérias adquiriram um grau alto ptiesticidade nas suas respostas
fisiologicas as mudancas do ambiente. Assim, aesspo dos genes relacionados com a

producao de enzimas é diretamente influenciada pelelancas ambientais onde a bactéria
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se desenvolve e resulta em variagBes drasticasviliade enzimética (HERBERT, 1961;
ELLWOOD; TEMPEST, 1969; MELLING; BROWN, 1975).

Estes mecanismos reguladores podem operar ao ddveltoplasma bacteriano,
controlando a atividade enzimética envolvida, sdguanatureza da molécula da enzima e
0 substrato onde os microrganismos estdo cresq@ddNOD; CHANGEUX; JACOB,
1963). Este tipo de controle é Util para os micaargmos por ter a capacidade de regular a
sintese das enzimas a nivel genético, e poderotanta producdo de acordo com as
condicbes do ambiente. Isto é alcancado, atravésneleanismos reguladores como
inducdo, repressao (JACOB; MONOD, 1961) e repressitabdlica (MAGASANIK,

1961), evitando uma producéo e gasto de energieedessario.

A técnica de crescimento continuo em meio de @lpermite vislumbrar estas
variagbes na producdo das enzimas, permitindo amostipressdo seletiva de diferentes
isolados, um crescimento e producao enzimatica rabiemtes simulados. Em geral, isto
permite uma maior compreensao do comportamentoobi@ro num contexto ecolégico,
sendo que a maioria dos trabalhos que usam o resi@ continuo de microrganismos nas
mesmas condi¢cdes ambientais em situacdes difereti&s uma resposta do organismo as
condicOes particulares. Porém, a transicdo entrestado e outro € um passo fisioldgico
importante nos microrganismos, que pode permitiluar a producdo de enzimas de
interesse (CARLSSON; ELANDER, 1973; ELLWOOD; HUNTHEONGYEAR, 1974).

A prospeccédo da producdo de enzimas por microngasisem grande potencial e
esta diretamente relacionada com a mudanca dadfapsa de recursos ndo renovaveis de
alto custo como o petréleo, (LYND et al.,, 1991).nC@ obtencdo de combustiveis
alternativos, podem-se diminuir as emissdes decgésonico, responsavel por mais da
metade das alteracfes que desencadearam a mutlavitac®&. Conversdo bioguimica de
madeira ou residuos agricolas em etanol, isto paeicum das op¢des mais eficientes por
utilizar todos os componentes basicos da biomagsa,resultam num combustivel que
pode ser misturado com gasolina (etanol - gasadlifa:85%), sendo que este novo sistema
pode utilizar a infra-estrutura do combustivelrd@sporte atual.
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Pré-tratamento de substratos lignoceluloliticos,essencial para a hidrélise
enzimatica eficiente, por causa das varias basrefisicas e quimicas que inibem,
acentuadamente, a acessibilidade do substratamselylelas enzimas degradadoras. Pré-
tratamento a vapor e hidro-termolise eram doisndé®dos usados no pré-tratamento para
prover a recuperacdo da maioria da hemiceluloswadler do acucar, afracdo facil da
lignina pela extracdo de alcali e a producdo de residuo de celulose que era,
prontamente, hidrolisado através de enzimas céioksd. A maioria dos métodos de pré-
tratamento resultou em um aumento dos rendimergoglidose enzimatica, porém, ao
comparar a efetividade do pré-tratamento, baseawlodados de literatura de grupos
diferentes, é dificil, pelo uso de vérios subssateluloliticos (BELTRAME et al., 1991).

O custo de enzimas usado para a sacarificacacstthios celuloliticos, ainda é a
parte mais cara de um processo de bio-conversaldiaseado em hidrélise enzimatica e,
como resultado, atencdo consideravel tem sido @edaiso de enzimas obtidas de
microrganismos para a sacarificacdo de substragasceluloliticos no pré-tratamento.
Embora, ainda ndo haja nenhum mecanismo claro @amsno pelo qual estas enzimas
promovem a degradacdo enzimatica. Estas enzimast@er aproveitar materiais como a
lignina, que é o componente da madeira, com o adotde calor alto (26.3 MJ, kg de OD)
e contribui com 16-33% do peso da biomassa. A eragdo de lignina e sua utilizacdo é
critica e a viabilidade econémica da producéo deatt sendo que, com aproximadamente
1 kg de lignina é co-produzido um litro de etanot pm processo de hidrdlise enzimatica.
O impacto positivo de co-producédo, até mesmo sens® fracdo de lignina disponivel é
utilizada, é significante (MEISTER, 1996).

Por outro lado, um grande avanco nos estudos dageaonicrobiana foi dado com
a aplicacdo de técnicas moleculares, baseadas d@&eardo DNA total extraidos
diretamente de ambientes naturais, sem necessidadecultivar microrganismos
(MUYZER; SMALLA, 1998; ARMANN; LUDWIG, 2000; @VERAS, 1997;MUYZER;
WAAL; UITTERLINDER, 1993;ZHOU et al., 2004KEMP; ALLER, 2004). Os estudos
moleculares tornaram-se possiveis a partir de Baak, (1986), pioneiros em analises de

comunidades microbianas utilizando informagdes etgi@&ncias de nucleotideos do gene
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gue codificam o RNA ribossémico 16S (rDNA), um genaito conservado, encontrado
em todas as células procariotas.

Uma das técnicas utilizadas para avaliar as esasutlas comunidades microbianas,
através da variabilidade das sequéncias de rDNA A@SDGGE (Gel de eletroforese em
gradiente desnaturante), método desenvolvido poyzkty Wall e Uitterlinder (1993). O
DGGE consiste na separagdo de fragmentos de DNAeasmo tamanho, obtidos por
amplificacdo de uma regido especifica de um geferpacdo em cadeia da polimerase
(PCR), em um gel de poliacrilamida contendo um igrad desnaturante de uréia e
formamida. O padrao de migracdo desses fragmeatopli€ons) no gel é resultado da
composicdo de nucleotideos dos mesmos e seu telr (GAMBAIS et al., 2005). A
técnica de DGGE néo é suficiente para determindertificar diretamente as espécies ou
grupos taxondmicos em uma amostra (JOYNT et abgR@Para tanto, € necessario fazer a
excisdo do amplicon do gel e sequiencia-lo (LAMBAt&l., 2005).

O sequenciamento do rDNA 16S a partir de amostrasiestais tem contribuido
para o conhecimento da diversidade e da estruasacdmunidades de procariotos nos
mais diferentes ambientes (SINGLETON, et al., 200AMBAIS et al., 2005;KEMP;
ALLER, 2004), revelando que a diversidade microdi@mmuito maior do que se imaginava
(LOZUPONE; KNIGHT, 2005PACE, 1997ZHOU et al., 2004KEMP; ALLER, 2004).

A analise de comunidades microbianas, pode seradal através do sequenciamento de
clones de rDNA 16S, que se baseia na amplificagdond fragmento especifico do rDNA
16S, a partir do DNA metanogénico, utilizando-seiaores especificos: clonagem desses
amplicons em vetores apropriados e sequenciamestindertos. Umas das limitagbes da
utilizacdo de PCR para obtencdo de clones repegs@# de uma comunidade € a
amplificacao preferencial de algumas subpopulagi®is abundantes em detrimento das
menos abundantes. Esta técnica, que possibilistiraagiva da diversidade microbiana de
um ambiente, tem permitido a identificacdo de patéms ambientais (poluicdo, manejo
agricola, etc.) que afetam essa diversidade (NUBHIL, 1999).

As informacfes geradas a partir do sequenciantentBNA 16S representam uma
grande quantidade de dados que precisa ser prdeessan auxilio de algoritmos

especificos (LAMBAIS et al., 2005), que podem stlizados para diferentes tipos de
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analises. A avaliacdo da diversidade e a compardgedmmunidades de procariotos sao
baseadas no grau de similaridade entre sequéneiedBNA 16S, as quais sdo agrupadas
em unidades taxonémicas operacionais (UTO) ougidst(NUBEL et al., 19995TACH et

al., 2003). Normalmente sequéncias de rDNA 16S siomiaridades maiores do que 97%
sdo consideradas como sendo da mesma espécie,emiitya, esse nivel de similaridade
ndo tenha consenso na literatura (LOZUPONE; KNIGROD5; KEMP; ALLER, 2004;
NUBEL et al., 1999STACH et al., 2003). A estimativa da diversidadedaala em OTUs
deve ser cautelosamente interpretada, ja que essrde similaridade entre as sequéncias
de rDNA 16S para definicdo de OTUs ndo sdo cons&sho entanto, o uso de UTOs é
apropriado para comparar riqueza relativa quandavaka sequéncias de rDNA 16S de

uma mesma regido ou de mesmo tamanho (STACH &0a8B).

Informacgbes geradas a partir do sequenciamentemiesgle rDNA 16S, podem ser
comparadas com sequUéncias depositadas em bancdadds publicos (GeneBank do
NCBI) para determinacdo do organismo com sequémes similar e suas possiveis
funcbes no ambiente do qual foram obtidas (LAMBAESal., 2005), e o Ribossomal
Database Project Il, o qual permite a determinadas relacdes filogenéticas das
sequéncias de rDNA 16S obtidas com sequénciasitegas. Por meio dessas sequéncias,
também é possivel comparar comunidades microb@@asnbientes diferentes. Para isso
foi criado o programa S-LibShuff (HTTP://www.plaath.wisc.edu/fac/joh/S-
LibShuff.html), o qual foi utilizado para determiras dissimilaridades entre duas ou mais
bibliotecas de rDNA 16S (SCHLOSS; LARGET; HANDELSMA2004).

Métodos paramétricos e nao-parameétricos vém senito ntilizados para estimar

a riqueza de espécies microbianas em amostras raaibi¢BOHHANNAN; HUGHES,
2003; GASTON, 1996;CHAO; SHEN; HWANG, 2006;SHEN; CHAO; LIN, 2003).
Modelos paramétricos sdo muito eficientes paraiavalabundancia relativa de UTOs em
amostras relativamente grandes. Por tanto, estedmét recomendado para estimar
diversidade de microrganismos que sdo dominanteEssgando de grandes quantidades de
dados para suportar os modelos de abundéancia. Biraste, métodos ndo-paramétricos
foram desenvolvidos para estimar diversidade argltfpequenas amostras da comunidade

considerando as espécies raras, presentes umaswelzes por amostra e ndo depende do
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conhecimento prévio do tipo de distribuicdo de dUfamia de ocorréncia dos
microrganismos (KEMP; ALLER, 2004).

Os estimadores nado-paramétricos mais utilizadoa psaliar a diversidade de
espécies microbianas sdo o Chaol e o ACE (AbumdBased Coverage Estimator). O
primeiro utiliza o numero de espécies raras paramas a riqueza de UTOs
(BOHANNMAN; HUGHES, 2003), considerando os filotgpque apareceram uma ou duas
vezes dentro de uma biblioteca determinada. O slegsepara as espécies em grupos raros
e abundantes e somente 0s grupos raros sao wsizaamla estimar a diversidade néao-
conhecida (CHAO; LEE, 1992), estimando o numeraltde filotipos em um ambiente.
Este estimador € recomendado para amostras quénctamina maior abundancia de
individuos da mesma espécie (KEMP; ALLER, 2004)riqueza de espécies é um dos
componentes dos indices de diversidade que ¢€ adiilizpara compreensdao do
funcionamento de uma comunidade complexa. Os imndieediversidade consistem nas
relacdes entre o niumero de espécies que compdemumitiade e o nimero de individuos
de cada populacdo (MARGALEF, 1958).

Foram objetivos deste trabalho a Identificacdo miaorganismos associados ao
tubo digestivo de larvas dB. saccharalise S. frugiperda,caracterizandatravés de
métodos microbiolégicos tradicionais e por métodnsleculares as populacdes de
microrganismos associados e identificar aquelespggsuem a capacidade para degradar
deferentes fontes de carbono na tentativa de det@rm sua funcdo na digestdo destes

insetos e o potencial para utilizacdo na decom@osie residuos ricos em lignocelulose.
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2 BACTERIAS CULTIVAVEIS DO MESENTERO DE Spodoptera frugiperda E
Diatraea saccharalis E CAPACIDADE DESTAS EM DEGRADAR CELULOSE,
HEMICELULOSE E LIGNINA

Resumo

A diversidade de bactérias do meséntero girta-do-cartucho-do-milh&podoptera
frugiperdae da broca da cana-de-acudaigtraea saccharaligLepidoptera: Crambidae e
Noctuidae) foi determinada por isolamento em megocdltura TSA (Triptona de Soja
Agar) e sequenciamento parcial da regido 16S do RbN@ssOmico. As lagartas de.
saccharalisforam coletadas nas variedades de cana-de-acirR@8-Z847, SP83-5054,
RB84-5210, RB86-7515, RB93-5744, RB72-454, SP81033#91-1049, RB86-5035 nos
municipios paulistas de Bocaina, Tanabi e Luis Aiotée S. frugiperdaoriundas dos
hibridos de milho Pioneer 30F90 e DowAgroScience/1ZB de Piracicaba. Foram
utilizadas 10 lagartas de quinto instaresaccharalispor variedade de cana totalizando
90 lagartas e 20 d®&. frugiperdapor variedade de milho, totalizando 40 lagartasde a
microbiota de cada lagarta avaliada individualmeAte bactérias isoladas foram testadas
guanto a capacidade de degradacdo de celulosecdielmse, lignina e bagaco de cana.
Foram isoladas 140 colénias de bactériadDdesaccharalise 108 deS. frugiperdaque
resultaram na identificagdo de 59 e 52 unidade®nfamicas operacionais (UTO),
respectivamente. A comunidade bacteriana das dipEcies de insetos foi composta na
maioria por representantes de Firmicutes e tamh@nPteobacteria e Actinobacteria. O
maior numero de sequéncias de bactérias cultivipestence aos génerBscillus (26,4 e
32.4%, emD. saccharalise S. frugiperda respectivamenteinterococcug12,1 e 13%) e
Microbacterium (18 e 12%). Somente bactérias isolada®dsaccharalisapresentaram
resposta positiva nos testes de degradataitro para celulose, hemicelulose, lignina e
bagaco de cana. Somerdeas bactérias apresentaram resposta positiva estess tde
degradacao para todas estas fontes de carbons. &gsentam seqiéncia de rRNA 16S
semelhantes aPhyllobacterium trifolii e Bacillus subtilis A capacidade destes
microrganismos de degradar celulose foi maior d® lgemicelulose e poucos produziram
enzimas para degradar lignina. As bactérias quesaptaram a maior capacidade de
degradacao de celulose (halos de inibie2acm) sdo agrupadas proximdiecrobacterium
paraoxydans e Bacillus licheniformis.

Palavras-chave: Lagarta-do-cartucho-do-milho; Baecaana-de-agucar; Microbiota
intestinal; Bagaco deaal.ignina; Hemicelulose; Celulose



2 MIDGUT CULTURABLE BACTERIA FROM  Spodoptera frugiperda AND Diatraea
saccharalis AND THEIR ABILITY TO DEGRADE CELLULOSE, HEMICELLUL OSE
AND LIGNIN

Abstract

Midgut bacterial diversity from fall armywornSpodoptera frugiperda(Lepidoptera:
Noctuidae) and from sugarcane bor&iatraea saccharalis(Lepidoptera: Crambidae) was
determined by isolation on the Tryptic Soy Agar med (STA) and identified by partial
sequencing of the 16S ribosomal RNA regi@n.saccharaliscaterpillars were collected from
sugarcane varieties SP83-2847, SP83-5054, RB84-RB86-7515, RB93-5744, RB72-454,
SP81-3250, SP91-1049, RB86-5035 from the follovaitigs of S&o Paulo state: Bocaina, Tanabi
and Luis AntonioS. frugiperdacaterpillars were collected from Piracicaba, SRlifeg on corn,
varieties Pioneer 30F90 and DowAgroScience 2B7Hnh O0. saccharaliscaterpillars from the
fifth instar were used per sugarcane variety, itogal90 caterpillars. Twenty5. frugiperda
caterpillars on the fifth instar were used per caaniety, totaling 40 caterpillars. The microbiota
community of each caterpillar was evaluated indiaity. The ability of bacterial isolates to
degrade cellulose, hemicellulose, lignin and sug@c bagasse was determined. Fr@m
saccharalisand S. frugiperdabacteria community, 140 and 108 colonies were tsdlaresulting
in the identification of 59 and 52 operational tagmic units (OTU), respectively. The bacterial
community of both insect species is composed madglyirmicutes representatives and also by
Proteobacteria and Actinobacteria. The greatestoeurof cultivable bacteria sequences belongs
to generaBacillus (26.4 and 32.4%, inD. saccharalis and S. frugiperda respectively),
Enterococcug12.1 and 13%) anMlicrobacterium(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 toadiagion of all carbon
sources were clustered wiBhyllobacterium trifoliiand Bacillus subtilis The ability to degrade
cellulose was more common than the ability to dégraemicelullose and just a few isolates had
the ability to degrade lignin. The bacteria presenthe greatest ability to degrade cellulose,
shown by inhibition halos greater than 2 cm, clhestewith sequences closely related to the
speciegMicrobacterium paraoxydarsndBacillus licheniformis

Keywords: Fall armyworm; Sugarcane borer, Gut ntiesy Sugarcane bagasse, Lignin,
Hemicellulose; Cellulose

2.1 Introducao

A diversidade da microbiota intestinal dos insgtode ser bastante varidvel, com alguns
insetos apresentando uma comunidade simples, ctengespoucas espécies até comunidades

bastantes complexas. A riqueza de espécies e alatia relativa destas, provavelmente esta
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diretamente ralacionada com a estrutura do trajestivo, o pH, a condicdo redox, o habito
alimentar e as enzimas digestivas relacionadasNBL&E, 1995). O trato digestivo constitui um
reservatério enorme e quase inexplorado de relagddmBoticas complexas, que podem permitir a
compreensao de processos bioquimicos e fisiolégimos insetos (STEINHAUS, 1960),
abrigando microrganismos que resultam da sua edmsio ambiente externo, os quais podem
ser transientes, crescer ou ser digeridos por eszarexcretados (WALKER et al., 1999). Podem
também ter uma associacdo duradoura, exercendoddsingmportantes na nutricdo,
desevolvimento, resisténcia a patdgenos e reproddgdhospedeiro (DILLON & DILLON,
2004).

A adequacgdo dos meétodos para estimar a diversidadmicrobiota vai depender da
complexidade das comunidades. Em geral, a divetsidas microrganismos cultivaveis € menor
que a dos ndo cultivdveis. Técnicas molecularesfgddamentais para a identificacdo dos
organismos nao cultivaveis e trouxeram um gran@m@y no entendimento das interacdes que
ocorrem em comunidades complexas (WALKER et &99). Estadiversidade é determinada
pela riqueza e abundancia relativa (equitatividatieespécies. Estes fatores refletem pressdes
seletivas que amoldam os microrganismos presentésato digestivo, 0s quais constituem um
reservatério enorme e quase inexplorado de relajddsoticas. O entendimento destas relacdes
podem permitir a compreencao de processo bioquimitsiologico 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 microbestt bem estabelecida a relagédo entre
espiroquetas que fornecem carbono, nitrogénioregg@ necessaria para a nutricdo de cipins via
acetogénese e fixacdo de nitrogénio (BREZNAK et 2002). A degradagdo microbiana de
compostos aromaticos de plantas pode ocorrer twitt@stinal de cupins e pode contribuir com
0 requerimento de carbono e energia para o INBRYKE et al., 1995). Enzimas digestivas de
alguns insetos podem ser derivadas da microbioténpexistem poucos estudos que mostram a
contribuicdo da producdo de enzimas pelos micrisgas no trato digestivo nos insetos
(DILLON; DILLON, 2004).

Em Lepidopteros, devido a falta de estruturas eslzesdas e ao fluxo rapido do alimento,

alguns pesquisadores acreditam que a contribuigduutricdo e digestdo pelos microrganismos
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seja pouca (BIGNELL; EGGLETON, 1995). Em contraipao, Cambell (1990), afirma que os
microrganismos exercem uma funcdo fundamentalu@a perfil metabdlico da digestao dos
insetos pode se definir pelas suas relacfes siicaBotom microrganismos, podendo contribuir
na transformagdo de macromoléculas em nutrientesneigis. Assim, faz-se necesséria uma
caracterizacdo da microbiota intestinal aerobi@naerdbicas usando técnicas convencionais e
moleculares, permitindo conhecer a diversidade &wem@s presentes. No caso das principais
espécies bacterianas cultivaveis que sao capazaedigzir proteases, o crescimento em meio de
cultura permite isolar, identificar e caracteriad-(BRENNAN et al 2004).

Enzimas sdo necessarias para degradacdo da peahelde dos tecidos, como é o caso da
celulose, que € o componente principal das plaatg®r isso € o material organico mais
abundante na natureza. A maioria dos materiaigotigicos contém trés componentes principais:
celulose, hemicelulose e lignina. Estas molécukas guebradas pela acdo de um grande
diversidade de bactérias e fungos que as utiliz@gdonte de energia (GOKSPYR, et al., 1975).

A celulose é um polimero linear de 8000-12000 wedade glicose, dispostas em
moléculas paralelas mantidas unidas por pontesidtegénio. Estas fibras séo, além disso,
cristalinas e na madeira estdo revestidas pomiigmido s6 o tipo de acoplamentos, mas também
a composicao bioldgica inteira e faz deste um bamterial estrutural que da forca e rigidez a
planta. Porém, sdo exatamente estas propriedadetomam as plantas resistentes ao ataque
enzimatico e a descomposicao de materiais lignmigicos (HAMADA et al., 1999).

A procura por novas matérias-primas renovaveis papgoducdo de energia e comida
gerou um grande interesse na hidrélise enzimatcandteriais lignoceluloliticos. A vantagem
principal desta hidrélise enzimética é que a reagdde ser levada a cabo em condigbes
relativamente moderadas; néo requerendo tempesatirgressdes altas ou valores de pH
extremos. Também o processo é mais especificoasdetomposi¢cdo dos agucares produzidos
(STERNBERG e DORVAL, 1979).

Entretanto, a tarefa de desenvolver um processedniol6gico economicamente viavel
para a producdo de acgucares fermentaveis a partieldlose ndo é facil. Ndo obstante, pesquisa

intensiva durante os ultimos anos conduziu a umarncamprencao da bioquimica da hidrolise
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enzimatica da celulose. Embora alguns detalhesaiad sejam compreendidos, as caracteristicas

principais do processo sdo conhecidas.

A hidrélise microbiana da celulose nativa é detaada por trés tipos de enzimas, endo
1,48-D-glucanase, exo-1,8D—glucanase, p-glicosidases (HAMADA et al., 1999; GOKS@YR
et al., 1975) que atuam de forma complementar. #Adgmicrorganismos excretam quantias
grandes de enzimas celuloliticas em meio de cultowdros, ainda crescendo em celulose,
excretem pouca ou nenhuma enzima no meio de culNoacaso de enzimas que agem em
substratos macromoleculares insolliveis como aasdulas enzimas devem ser excretadas para
fora da bactéria, ou podem estar ligadas a sujgerfie célula. Embora muitas espécies de
bactérias possam sintetizar enzimas celulolit®aglgumas sédo eficientes o bastante para serem

de interesse industrial.

Uma série de bactérias celuloliticas Gram-positev&ram-negativas tem sido estudadas,
em especial algumas espécies aerbbicas ddymbacteria, Actinomycetes, Pseudomoras
anaerodbias facultativas coniRacillus e Cellulomonas.Uma bactéria amplamente estudada é a
Cellulomonas uddSRINIVASAN, 1975). Observacdes microscopicas deucas desta bactéria,
mostraram que ela liga-se firmemente as fibras elalase, o que sugere que as enzimas

celuloliticas séo liberadas pelo contato da bactéim o material.

A hidrélise enzimética da hemicelulose € mais facie a da celulose e a lignina. A
hemicelulose e celulose sdo moléculas muito grapaesserem utilizadas como fonte energética
direta para os microrganismos. Acredita-se que caté intermediarias menores possam ter um
papel importante na ativacao dos genes das hetaisetu(ARO; PAKULA; PENTILLA, 2005).

Nas espéciesspergillus nidulanse Trichoderma reesgiobservou-se que a presenca das
hemicelulose (xilana, arabinana, e manana), assimocoutros componentes derivados de
acUcares de cadeia longa, como galactose e marmgeam a alta producdo de hemicelulases
(MARGOLLES-CLARK; ILME; PENTTILA, 1997). J& no casia lignina, em geral, a expresséo
de genes lignoliticos € induzida pela restricA@ldens nutrientes como nitrogénio, carbono ou
enxofre. Assim, acredita-se que a expressao dgstess é vista como resposta ao estresse de

nutrientes.
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Diante disto, o objetivo deste estudo foi carazéeria microbiota cultivavel do trato
digestivo deD. saccharalise S. frugiperdae inferir sobre o potencial destes na degradacéo de

celulose, hemicelulose, lignina e bagaco 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 feveeamarco de 2008, nas seguintes cidades
do estado de S&o Paulo: Tanabi (Usina Guarani -cakcé@ Alcool), Bocaina (Usina Santa
Candida — Actcar e Alcool Ltda.) e Luis Antdnio (@al Energética Moreno Aclcar e Alcool
Ltda.) (Figura 2.1). Dentro de cada localidadearfoiselecionados para amostragem, campos com
variedades diferentes de cana (Figura 2.2 A). Asta® foram feitas com o apoio do pessoal
responsavel pelo monitoramento de pragas parandesgdo do momento adequado para
liberacdo do parasitoidéotesia flavipe® aplicacdo do fungdletarhizium anisopliaéControle
Bioldgico), nas areas plantadas com cana-de-adheata forma, evitou-se areas onde eram feitas
aplicacbes de produtos quimicos para controle dgast o que poderia influenciar o contetdo e

as caracteristicas da microbiota no trato digestivo

Foram amostradas areas representativas das vatedadana: SP83-2847 (6 meses apos
o terceiro corte), SP83-5054 (12 meses apds o pancerte), RB84-5210 (12 meses aplds o
primeiro corte) e SP79-1011 (8 meses apos o quote) em Bocaina/SP; RB86-7515 (2 meses
apos o segundo corte), RB83-5054 (5 meses apdsairtecorte), RB93-5744 (13 meses apos 0
primeiro corte), RB72-454 (6 meses apO0s o prim@oote) e RB85-5453 em Tanabi/SP;
SP800185 (9 meses apds o terceiro corte), RB83-Blib4neses apds o segundo corte), SP81-
3250 (11 meses apls o sétimo corte), RB72-454 &emapis o sexto corte), RB72-2025 (12
meses apos o terceiro corte), SP91-1049 (10 mesasoasegundo corte), RB86-7515 (5 meses
apos o quarto corte), RB86-5035 (6 meses apoés mtagobrte) RB85-5453 (4 meses apds o
sétimo corte), RB83-5054 (3 meses apos o primeireem Luis Antonio/SP.
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Figura 2.1 - Distribuicdo geografica dos locaiscdieta das lagartas @@atraea 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
laboratério, selecionou-se as lagartas de quirsiainestimado pela medicdo da capsula cefélica,
sendo que aproximadamente 50% destas foram arntEzepmto com os toletes de cana para
manté-las vivas para isolamento dos microrganisenas outros 50% foram transferidos para
recipientes com alcool 70% para serem usadas madossmoleculares (DGGE e biblioteca de

clones).
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2.2.1.1.2S. frugiperda

Foram realizadas coletas de lagartas $le frugiperda nos instares finais de
desenvolvimento na fazenda Aredo da ESALQ — USPPeacticaba/SP em plantas de milho
hibridos Pioneer 30F90 e DowAgroScience 2B710 ne d€marco de 2008. Em laboratorio,
foram selecionadas as que se encontravam no qinstar por meio da medicdo da capsula
cefalica As lagartas coletadas em milho Pioneer 30F90 fordiizadas diretamente para
isolamento e também armazendas para estudos nakes as coletadas em DowAgroScience
2B710 foram usadas somente nos estudos moleculares.

2.2.1.2 Dissecacéo das lagartas

As lagartas foram processadas no laboratorio (&gt C) logo ap6s a coleta para evitar
a rapida decomposicdo do substrato alimentar pga de microrganismos confeusarium
moliniformee Colletotrichum falcatumem cana (Figura 2.2 D). Dez lagartas de quinttairde
D. saccharalisdas variedades de cana-de-acUcar SP83-2847, SB83-B884-5210, RB86-
7515, RB93-5744, RB72-454, SP81-3250, SP91-1048B6FKE35 (90 lagartas no total) e 20
lagartas deS. frugiperdadas plantas de milho da ESALQ (Pioneer 30F90 e AypaScience
2B710) (40 lagartas em total); foram desinfectaglgserficialmente pela imersdo em hipoclorito
de sadio 2% por um minuto (Figura 2.2 E)

Apés a esterilizacdo superficial, os insetos passgror trés lavagens sequenciais em
agua destilada estéril para a retirada do excessbigbclorito de sddio. 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 @mg de microcentrifuga de 1,5mL contendo
90QuL de solucdo de NaCl 0,5% estéril. O mesénteronrfacerado com um micro-pistilo de

plastico para retirar os microrganismos da paredeilob digestivo.
2.2.1.3 Isolamento de bactérias cultivaveis do tratdigestivo deD. saccharalis e S. frugiperda

Os microrganismos cultivaveis foram obtidos apdsighes seriadas (10até 1¢) e
inoculacdo de 100puL em meio TSA — Triptona de Shgmr, que € um meio geral para
isolamento de microrganismos. As placas de Petinidncubadas a 28°C em camara climatizada
tipo B.O.D. de trés a sete dias (cuja variacdo mpe da taxa de crescimento dos

microrganismos presentes). Apds diversos re-isal&mse colonias puras foram obtidas (Figura
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2.2 G). As bactérias do meséntero de cada lagandanfcategorizadas com base na morfologia
das colonias (forma, elevacdo, opacidade, pigma@otaetc.) e por meio de observacdes
microscopicas (Figura 2.2 H-1), e entdo quantifasadas maiores diluicdes contaveis para cada
morfotipo. Pelo menos uma colbénia de cada morfalpeada inseto foi armazenada a -20°C ou -
80°C em tubos tipo Eppendorf de 1,5mL, contendqub@® solugéo de glicerina 17%. Todos os
morfotipos diferentes e alguns morfotipos semebwmnentre as diferentes lagartas foram

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

Depois de realizada a extragdo do DNA das colgmimas dos microrganismos com o
Kit InstaGengsenomicDNA, seguindo recomendacdes do fabricante, foaf@iamplificacao por
PCR utilizando os iniciadores universais de eubacBF (5'- AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-
3) e 1492R (5-TACCTTGTTACGACTT-3") (LANE, 1991fara as reacdes de PCR deal50
foram adicionados os seguintes ingredientegl 2 DNA, 1,%L de cada iniciador (primer —
0,3uM), 1uL dNTPs (0,2mM), 0,bL de Taq polimerase (2,5 unidades) 4 3le tampao (1X)
para Taq DNA Polimerase (10mM Tris-HCI - pH 8,401tV KCI), 1,5uL de MgCb (1,5mM) e
19uL de agua mili-q. As condi¢cBes das reactes fordHCPor 3 min, 35 ciclos a 95°C por 1
min, 54°C por 1 min e 72°C por 1,5 min, e exterfgda a 72°C por 10 min.
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Figura 2.2 - (A) Coletas em campo, (B) Busca de@g no interior do caule da cana, (C-D) Processtondo
material no laboratério, (E) Dissecacédo de lagaifds Obtencdo do meséntero e plaqueamento de
microrganismos em placas de Petri (Capela de flawonar), (G) Coldnia pura e (H-I) Observacao
das caracteristicas ao microscépio
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Para a confirmacdo da amplificacdo por PCR, as @masoforam submetidas a
eletroforese em gel de agarose a 1% na voltageld@ (7,5V/cm), juntamente com o marcador
molecular Low Range 100pb DNA Ladder (Norgen®). @dsdutos de PCR foram purificados
usando QIAquick® PCR Purification Kit (Qiagen®).

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

Analyzer.
2.2.1.5 Andlises das sequéncias do rRNA

As sequéncias obtidas dos fragmentos de rRNA 168%detéeria foram analisadas pelo
programa PhredPhrap (EWING; GREEN, 1998), removesgdas sequéncias do vetor e as bases
de baixa qualidade. Somente sequéncias contendidagflea>20, apresentando 1 erro a cada 100
bases lidas, foram consideradas para analisesriposte A afiliagdo taxondmica das sequéncias
foi feita comparando-se as sequéncias de rRNA 168 as sequéncias depositadas no
Ribossomal Database Project (http:// rdp.cme.msi.écersdo 9.42), utilizando-se o programa
RDPquery http://simo.marsci.uga.edu/public_db/rapguntm) e o software MEGAN (HUSON
et al., 2007).

O numero de unidades taxondmicas operacionais (Pfbudeterminado utilizando-se o
programa DOTUR (Distance Based OTU and RichnessrBétation) (SCHLOSS; LARGET;
HANDELSMAN, 2004). Para tanto, as sequéncias fomimhadas 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://eviolugenetics.washington.edu/phyilip.html).

As estimativas de riqueza de UTOs, considerandtamtiia evolutiva de 0.03 para
definicdo de UTOs, foram feitas pelo programa SPAiizando os métodos ndo-parameétricos
ACE (Abundance-based Coverage Estimator) e Chaol HA®
SHENNhttp://chao.stat.nthu.edu.com). Os indices dersidade de Shannon e reciproco de
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Simpson e a cobertura de amostragem também foréenndeados utilizando-se o programa
SPADE.

2.2.1.6 Avaliacaan vitro da producéo de enzimas por microrganismos com a jgacidade de

degradar substratos celuloliticos, hemicelulolitic® e lignoliticos

Todos os morfotipos que foram isolados e identifosade cada lagarta & saccharalis
e S. frugiperdanas diferentes variedades e localidades foramdestquanto a capacidade de
degradacdo de celulose, hemicelulose e lignina dctamtes de carbono). Os microrganismos
foram inoculadas em placas de Petri com meio l{&H2) + suplemento (fonte de carbono). Cada
vez que os ensaios de degradacdo foram conduzidiosuise um microrganismo controle cuja
capacidade de degracdo do substrato testados min@coda. O microrganismo utilizado como
controle para degradacdo de celuloseBacillus pumilus — Cepa CL1@.ima, et al., 2005.) e
para a degradacao de celulose e hemicelulose ddbdsichoderma reesqiHENRISSAT et al.,

1985). Todos os testes foram feitos em triplicata.
2.2.1.6.1 Meio basal (MB)

O meio base usado € composto por solu¢cdo convenaiensais 4,3 g/Lt (Murashige
Sigma M5524) + 2% de Agar + substrato para avadiad@ atividade enzimatica (celulose,

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

No meio MB, foi incluido 0,5% de celulose (Carbogtittelulose, baixa viscosidade
SIGMA-ALDRICH), inoculando-se os diferentes micrangsmos, sendo estes deixados em
crescimento por 18 horas a 37°C em camara clintztiipo B.O.D. Apos o crescimento de cada
microrganismo neste meio, a placa foi submetidena coloracdo com vermelho do congo 0,1%
por 15 minutos, depois lavada vérias vezes conetdode sodio 1M, preenchida depois com
acido aceético 5% por 30 segundos e finalmente teita lavagem final com cloreto de sodio 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. Apés adicdo danedino do congo, o meio adquire a cor

caracteristica do corante, e depois das suceskivagens, € possivel visualizar a zona de
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hidrélise (zona sem cor) pela presenca de um hiafarsb ao redor da colénia. As zonas de
hidrélise se estabilizam inundando as colbénias amulucdo de acido 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 microrgaos, sendo deixados em crescimento por
18 horas a 37°C em luz continua em camara clintitisgpo B.O.D. Apds o crescimento de cada
microrganismo neste meio, a placa foi inundada aom solugcdo de iodo 2% e os xilanos n&o
degradados adquirem uma coloracdo escura, no entanegido da hemicelulose degradada,
manifesta-se com um halo bem definido, claro eadi@f 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 microrganismeendo estes deixados em crescimento
por 18 horas a 37°C na luz em camara climatizauta B.0.D. ApOs o crescimento de cada
microrganismo neste meio, a placa foi inundada coma solugdo de Fe£(1%) e KFe(CN)
numa proporcao de 1:1, deixando-se no escuro ponidstos. 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 Producéo enzimatica em meio contendo bggade cana-de-agucar

O meio de verificagdo da producdo enzimatica usadcomposto 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®sagresentaram os maiores indices de
degradacdo para celulose, hemicelulose e lignira.n@@rorganismos foram mantidos em
crescimento por 18 horas a 37°C na luz em camanatizada tipo B.O.D. Para visualizacéo da
degradacdo de lignina no bagaco foi adicionado i Guaiacol 2% (CINETICA), como
indicador de atividade enzimatica lignolitica. Aidacdo 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 chiose, hemicelulose e outros polissacarideos
(amido, glicogénio e dextrinas) (HANKIN et al., B)7

2.2.1.7 Escala estimativa para avaliacdo da ativida enzimatica

A atividade enzimética foi quantificada de acordmoo tamanho da zona de degradacao
(hidrélise ou oxidacao) segundo adaptacdo da epeapesta por NAZARENO et al., (2008). O
didmetro do halo de degradacdo foi medido em ta&scfes da colonia. A media de trés
medicdes por colbnia de trés colonias de cada tnooféoi entdo calculada.

Parametros de quantificacdo (adaptado de Nazatehg 2008)

Diametro da zona de hidrolise* (Cm) Sigla
Forte £ 2) ttt
Moderada (<2 e >1) tt
Fracaf 1) t

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

2.3 Resultados

2.3.1 Isolamento

Foram obtidas colonias puras dos microrganismossificadas de acordo as suas
caracteristicas morfolégicas (Figura 2.3). A demdé& de microrganismos obtidos da regido
meséntero dB. saccharalisvariou de 1.900 a 1.370.000 unidades formadorasidaias (UFC),
ja emS. frugiperdaocorreu uma variagédo ainda maior, de 133.000 #7086 UFC. O numero de
morfotipos de microrganismos cultivaveis por lagade D. saccharalise S. frugiperda
provenientes do campo variou de 4 a 11 e 3 a §pectivamente.
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Figura 2.3 - Bactérias isoladas do meséntefiDidaea saccharaligcaracteristicas morfolégicas das
colénias puras)

2.3.2 ldentificac@o das bactérias cultivaveis poregjuenciamento

As bactérias isoladas d® saccharalise S. frugiperdgpertencem aos filos Proteobacteria
Firmucutes e Actinobacteria, sendo que Firmicutgwasenta 59,6% de todas as sequéncias
avaliadas de. saccharalise 49,3% das sequéncias 8efrugiperda(Figura 2.4). Da mesma
forma, a proporcao de representantes do Filo Fratderia foi semelhante entre as duas espécies,
sendo que mais de 70% destas sequéncias clasaffinadClasse Gamaproteobacteria seguido por
Alfaproteobacteria e poucos representantes de Be¢mpacteria. A diversidade de bactérias
cultivdveis encontradas elh saccharalisfoi maior do que ens. frugiperdaEmD. saccharalis,
0 maior nimero de sequéncias de bactérias culizvpatence aos génerBsacillus (26,4%),

Enterococcus (12.1%) e Microbacterium (18%). Em S. frugiperda, foi encontrado
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predominantemente espécies Bicillus (32.4%), Enterococcuq13%), Microbacterium (12%)
(Figura 2.5).

Na figura 2.6 se observa que bactérias da faBfiterococcacea do géner&lebsiella
estiveram presentes no trato digestivo tant®@dsaccharalisquanto deS. frugiperda Ja dentro
da familiaMicrobacteriaceaga distribuicdo dos géneros foi claramente diddiohde o género
Microbacterium esteve presente sé eB. saccharalise o géneroLeucobacters6 em S.
frugiperda

A riqueza de UTOs (D=0,03) das sequéncias das rimtéultivaveis 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 sequénciagctegmente. O indice de diversidade e a
estimativa de riqueza foram calculados apenasquargaracdes estatisticas atravées do intervalo
de confianca (95% de probabilidade) e revelou ieseparametros para bactérias cultivaveis
(dados néo apresentados) foram semelhantes pduaggespécies 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 meséndiiatraea saccharalis(l) e Spodoptera

frugiperda(2)
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Figura 2.5 - Frequéncia relativa de bactérias\amgis identificadas por seqiiéncias de rRNA 16&labtdo
meséntero de lagartas de quinto instaDiddraea saccharaligA) e Spodoptera frugiperd¢B)
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2.3.3 Degradacédo enzimatica de celulose, hemicekdce lignina

Das 140 colbdnias de bactérias isoladas do traestiigp deD. sacharalis 26 consiguiram
degradar algum dos substratos acrescidos ao meio fumte de carbono (celulose, hemicelulose
e lignina) (Tabela 2.1 e Tabela 2.2). Destas, 18sgmtaram um halo de degradacdo maior do que
o tamanho da coldnia (Figura 2.7). A capacidadéedasicrorganismos de degradar celulose foi
maior do que hemicelulose e poucos produziram eawjpara degradar lignina. As bactérias que
apresentaram a maior capacidade de degradacaoluliesee com halos de inibicd® 2 cm,
apresentam sequéncia de rRNA 16S semelhantesc@bacterium paraoxydang Bacillus
licheniformis Bactérias agrupadas proximo M. paraoxydans Bacillus sp, e Bacillus
thuringiensisapresentaram uma degradacdo moderada de henseetulas Unicas bactérias que
degradaram lignina foram identificadas como présimBacillus pumiluse Bacillus sp com uma
fraca atividade enzimética (Tabela 2.1). Um isolpdiximo aBacillus sp, apresentou digestao
de celulose, hemicelulose e lignina. Para o bagagoana, as Unicas bactérias que apresentaram
uma resposta positiva para o teste enzimaticagdenh, apresentando hidrélise apenas na area da

colbnia, apresentaram sequéncias semelhameseaxreusB. subtilis M. paraoxidanse P. trifolli

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

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

. Bacterias Cultivaveis Diatraea

rool

cellularganisms Bacteria

. Gammaproteobacleria , Enterobacteriacege
Proteobacteria Enterobacteriales .
i Klebsiella
Fimic Bl Lactobacilales
irmicutes acill
.Enterococcaceae
.Microbacterium
i . i . i . Actinomycetales Micrococcineae ,
Aclinobacteria Aclinobacleria (class) Aclinobacteridae ‘ Mmrobactenacea.
'Leucobacter

'Nol assigned

Figura 2.6- Afiliacéo filogenética de sequéncias de rRNA 16%detérias cultivaveis do mesénteroSfmdoptera frugiperda Diatraea saccharalipela comparacéo
com a base de dados NCBI usando o software MEGAN
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Tabela 2.1 Hidrélisén vitro de celulose, hemicelulose e lignina por bactésisisadas do meséntero Deatraea

saccharalis
Continua
Isolado Afiliacdo filogenética Celulose Hemicelulose Ligain

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

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

1 Citrobacter farmeri = Tt

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

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 T T =
43 Bacillus cibi - - =
83 Bacillus subtilis T Tt =
121 Pseudoclavibacter helvolus - - -
112 Enterococcus casseliflavus - - S
27 Phyllobacterium trifolii + =
137 Bacillus subtilis = =
129 Bacillus sp. -
102 Bacillus cereus T T -
85 Bacillus thuringiensis Tt Tt
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Tabela 2.1 Hidrélisén vitro de celulose, hemicelulose e lignina por bactésisisdas do meséntero Deatraea

saccharalis
Concluséo
Isolado Afiliacdo filogenética* Celulose Hemicelulose Ligai

55 Leifsonia aquatica - - -
132 Bacillus pumilus = - -
51 Bacillus cereus - - -
45 Bacillus subtilis + - -
68 Bacillus licheniformis - - -
66 Microbacterium esteraromaticum = T -
49 Bacillus cereus = - -
124 Serratia marcescens = - (2]
106 Microbacterium paraoxydans = - =
118 Microbacterium sp. = - =
90 Enterobacter aerogenes - - S
99 Escherichia blattae - - -
113 Microbacterium paraoxydans ttt +t S]
60 Bacillus amyloliquefaciens - - =
41 Bacillus cereus = T ]
122 Bacillus sp. o+ ++ +
96 Microbacterium paraoxydans T+t -

88 Bacillus thuringiensis t Tt

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

*Afiliagéo filogenética dos microrganismos feitd@®CBI (Similaridade acima de 97%)
Diametro da zona de hidrélise: 11 ForteZcm), T1 Moderada (< 2 e > 1cm), T Fraghcfn), = igual ao tamanho
da col6nia, - nenhuma degradagiiagenhum crescimento do microrganismo.
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Figura 2.7 - Degradacdo de substratos lignocelidoti por enzimas produzidas por microrganismos obtidos d
meséntero d®iatraea saccharalisCirculo central delimita area da col6nia e ciwoekterno delimita o
halo de inibi¢&o

Substrato avaliado

Afiliacéo
Isolado filogenética
9 Celulose Hemicelulose Lignina Bagade cana
10 Bacillus cereu:

21 Bacillus subtilis c . . .
Bacillus
62 thuringiensis . O. .
93 Microbacterium
paraoxydans
Phyllobacterium
K e e o . .

3 Bacillus subtilis
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Tabela 2.2- Composi¢do das comunidades de bactérias cultiveeiseséntero deiatraea saccharalisdentificadas por
sequéncias de rRNA 1¢

Continua

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

1 S000402904  1.26e-160 94 Citrobacter

2 5000483704 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 Ouoba 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 S000482230  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- Composicdo das comunidades de bactérias cultiveeiseséntero deiatraea saccharalisdentificadas por

sequéncias de rRNA 1

Continuacéo

Isolado N° de acesso E-valué  ID(%)* Afiliacao filogenéticd 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
a7 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 Heykn 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 5.01e-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- Composicdo das comunidades de bactérias cultiveeiseséntero deiatraea saccharalisdentificadas por

sequéncias de rRNA 16S

Continuacao

Isolado N° de aces50 E-valué  ID(%)* Afiliacdo 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 5.01e-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 5.01e-63 85 Burkholderia
106 S000009662  0.00e+00 97 Microbacterium
107 S000011610  0.00e+00 98 Phyllobacterium
108 S000437463  0.00e+00 98 Enterococcus Ouoba 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- Composicdo das comunidades de bactérias cultiveeiseséntero deiatraea saccharalisdentificadas por

sequéncias de rRNA 16S

Conclusédo

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

113 S000392953 0.00e+00 97 Microbacterium

114 S000483704  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 Nochi et al., 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 S000483885  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 tHeykd., np 2006

139 S000483885  0.00e+00 99 Bacillus

140 S000483704 0.00e+00 98 Vagococcus

T Numero de acesso no banco de dados RIERpectation-value® Valor de identidade entre as sequéncias
obtidas e as de maior similaridade no banco desd4d@xon definido com o programa RDP classiffer.
Autores do trabalho no qual se originou a sequéteiaaior similaridade.
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Tabela 2.3- Composicao das comunidades de bactérias do mesé&@8podoptera frugiperdalentificadas

por sequéncias de rRNA 16S.

Continua

Isolado N° de acesso E-valué ID(%)? Afiliac&o filogenéticd 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 Ouoba 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

36 S000141549 0.00e+00 95 Microbacteriaceae
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Tabela 2.3- Composicao das comunidades de bactérias do mesé@etBpodoptera frugiperdalentficadas

por sequéncias de rRNA 16S

Continuacao

Isolado N° de acesso E-valué ID(%)? Afiliac&o filogenéticd Autor®
37 S000394170 0.00e+00 99 Klebsiella
38 S000392953  0.00e+00 98 Microbacterium
39 5000478875 5.0le-166 93 Enterococcus Mold et al., 1994
40 S000478990 5.0le-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 Haye2006
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@etBpodoptera frugiperdalentficadas

por sequéncias de rRNA 16S

Conclugéo

Isolado N° de acesso E-valué ID(%)? Afiliac&o filogenéticd Autor®

74 S000009662  0.00e+00 98 Microbacterium

75 S000441075 0.00e+00 96 Enterobacteriaceae

76 S000483704 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 5.01le-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 5.0le-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 tHeykd., 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 5.01e-63 85 Burkholderia

108 S000483704 0.00e+00 98 Bacillus

T Numero de acesso no banco de dados RIERpectation-value® Valor de identidade entre as sequéncias
obtidas e as de maior similaridade no banco desddd@xon definido com o programa RDP classiffer.
Autores do trabalho no qual se originou a sequéteiaaior similaridade.
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2.4 Discussao

As estruturas das comunidades de bactérias cudiv@soladas dB. saccharalise
S. frugiperdaapresentaram varias similaridades. Todos os isslg@értencem aos filos
ProteobacterigFirmucutes e Actinobacteria, sendo que Firmicutpsasenta a maioria das
sequéncias avaliadas @& saccharalise metade das sequéncias Slefrugiperda.Da
mesma forma, a proporcéo de representantes dae<ldentro do Filo Proteobacteria foi
semelhante entre as duas espécies. Nas duas sspétiaior nimero de sequéncias de
bactérias cultivaveis pertence aos gémaoillus Enterococcug Microbacteriumtambém
foram abundantes nas duas espécies. Os indiceégetdgidhde e estimativas de riqgueza ndo
revelaram diferencas significativas entre as codades de bactérias @e saccharalise S.

frugiperda

Uma grande variacdo na densidade de microrganifshobservada na regido do
meséntero d®. saccharalise variagbes ainda maiores foram detectadaS.dnugiperda
Estas variacbes tém sido documentadas em outresosn® pode estar relacionada a
guantidade e tipo de alimento consumido, ao estdgi@rocesso digestivo e variacdes
fisiologicas das lagartas, pois em um periodo amtarecdise as lagartas cessam a ingestéao

de alimento, repercutindo em reducdo na densidadeictorganismos.

Vinte e seis isolados de bactérias oriundas do tlaestivo deD. saccharalis
conseguiram degradar algum dos substratos acresaa@oneio de cultura como fonte de
carbono (celulose, hemicelulose e lignina). Porolado, nenhuma bactéria isolada do
trato digestivo dé&. frugiperdaapresentou resultados positivos nas avaliagbesro para
producdo enzimatica na presenca destes substrAtoslagartas deD. saccharalis
desenvolvem-se dentro dos colmos de cana-de-agueasdo altamente ricos em materiais
lignoceluloliticos, diferentemente d& frugiperdaque se alimentam de folhas e outros
tecidos tenros das plantas. Isto poderia indicar@usaccharalisutiliza um alimento de
baixa qualidade nutricional por apresentar compiaseestruturais de dificil digestdo. Nas
nossas observacoes, nas dissecagfes do tratoiwdigdstD. saccharalis,ndo foram
observadas fibras de celulose na regido do meséatgue pode sugerir que a digestao
deste material € extremamente eficiente no ingetendo ter o auxilio da microbiota, ou

gue este inseto ndo ingere as fibras “selecionandeédldo da cana, o que ainda néo foi
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reportado para Lepidoptera. Embora alguns insetodugam lignocelulases, acredita-se
gue os microrganismos do tubo digestivo tenham apelpmportante na quebra de lignina
e celulose, especialmente em insetos cuja dietabée pem nitrogénio e rica em fibras.
Bactérias que degradam celulose e hemicelulosesi@misoladas do trato digestivo de
insetos que apresentam dietas ricas em substmtdsliticos como cupins (Saxena et al.
1993, Varma et al. 1994, Schéfer et al. 1996, Weerzal. 2002), baratas (Cruden and
Markovetz 1979) e besouros cerambicideos, mas maeseolitideos que se alimentam de

material pobre em lignocelulose (Delalibera eR@0D5).

O trato digestivo de insetos pode ser uma impatéomte para prospeccao de
Novos microrganismos e enzimas com potencial dizgagfio na decomposicdo de material
rico em lignocelulose. Outros microrganismos, esp@ente aqueles adaptados a
alimentar-se da cana-de-acucar, como é o cagh daccharalispodem ter utilizacdo na

producéo de glicose a partir de bagaco de cangpadacao de etanol.
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3 CARACTERIZACAO MOLECULAR DAS COMUNIDADES DE BACTE RIAS
DO MESENTERO DE SPODOPTERA FRUGIPERDA E DIATRAEA SACCHARALIS

Resumo

Os microrganismos presentes no tubo digestivo nlestos podem desempenhar
importantes fungbes na biologia dos hospedeirosocoannutricdo, na detoxificacdo de
compostos de defesas das plantas, na prevencédededio por patbgenos e na producao
de semioquimicos importantes nas interacdes deosge primeiro passo para entender as
funcdes da microbiota do trato digestivo na bidogps insetos consiste na identificacéo
dos membros destas comunidades. Neste traballb@ct&rias presentes no meséntero de
lagartas de quinto instar da broca da cana-de-sadliedraea saccharali® da lagarta-do-
cartucho-do-milho, Spodoptera frugiperda provenientes de diferentes localidades e
diferentes espécies ou variedades de plantas hesggdforam identificadas usando
técnicas moleculares que independem do cultivardosorganismos. A caracterizagéo foi
realizada por DGGE (Gel de eletroforese em gradielesnaturante) usando-se a regiao
16S do RNA ribossémico amplificado de DNA metageimdnextraido do meséntero de 57
lagartas deD. saccharalise 26 deS. frugiperdae sequenciamento de 6 bibliotecas de
clones de rRNA 16S de cada espécie. A analise damiridades bacterianas &
frugiperda por DGGE sugere que as variagfes das estruturasatasnidades estédo
diretamente relacionadas com a origem das popudai@énsetos e o tipo de alimentacdo
do inseto. As comunidades de bactérias de lagartasdas de criacdo em laboratério e
alimentadas com dieta artificial, milho e algodaorfaram um agrupamento hierarquico
com maior similaridade entre estas comunidades @nparacdo as amostras de lagartas
obtidas em campo e alimentadas com algodao, saagoz As analises dos agrupamentos
hierarquicos dos amplicons de rRNA 16S de bactéi@ meséntero dB. saccharalis
indicaram uma maior similaridade das comunidadefuegéo do local de coleta (amostras
de uma mesma regido) do que em funcdo da varieladana-de-acucar. As comunidades
de bactérias do trato digestivo Be saccharalissdo compostas por membros dos filos
Proteobacteria, Bacteroidetes e Actinobacteriagd@droteobacteria o filo predominante,
representando até 100% das sequéncias de algugsatasa A afiliacdo filogenética das
sequéncias dB. saccharalisrevelou que o géneiglebsiellaesteve presente em todas as
amostras analisadas. No trato digestivdsdérugiperdaforam encontradas sequéncias de
rRNA 16S dos filos Proteobacteria, Firmicutes, Beatletes, Actinobacteria e
Acidobacteria, sendo os dois primeiros 0os que eptagam 0 maior numero de
representantes. As comunidades de bactérias varemafuncdo da planta que a lagarta se
alimentou. Entretantdralstoniae Hydrogenophilusstiveram presentes em insetos que se
alimentaram da maioria das plantas hospedeiragadsaal A presenca constante de alguns
microrganismos na maioria dos insetos indica quesepossam ser indispensaveis,
podendo exercer alguma funcédo vital para o insatgue tenham alguma outro tipo de
relacdo simbidtica ou comensal com o hospedeiro.

Palavras-chave: Diversidade Microbiana; Mesént@roca da cana-de-aglcar, Lagarta-
do-cartucho-do-milhpDigestédo; DGGE; rRNA 16s
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3 MOLECULAR CHARACTERIZATION OF Diatraea saccharalis AND Spodoptera
frugiperda MIDGUT BACTERIAL COMMUNITY

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 boreBDiatraea saccharali@nd of 26 fall armywormSpodoptera frugiperdahrough
culture-independent analysis based on Denaturirgli@&nt Gel Electrophoresis (DGGE) and on
sequencing six 16S ribosomal RNA clone librariessath species. Caterpillars were sampled
from different locations and from different hosapt species or varieties. DGGE results suggest
that community structure variation is related dieto insect population origin and type of insect
food source. Bacterial community from laboratorgrexl caterpillars fed to artificial diet, corn
and cotton had formed and hierarchical group tlzat lnore 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 sampted more effect on bacterial community
diversity than the sugarcane varieties, based emnatwhical clustering of 16S rRNA analysis. The
bacterial community oD. saccharalisnidgut is composed by members of phyla Proteobacter
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, Actiotdga and Acidobacteria. Proteobacteria and
Firmicutes were the most representatives. Bacteoalmunity 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 eitheinokspensable, playing a vital hole to the
insect, or have some symbiotic or commensal redatibh the insect.

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

O intestino dos insetos € habitado por uma grandgsidade de microrganismos como
resultado de sua exposi¢cdo continua ao meio exterde uma longa histéria evolutiva entre
microrganismos e hospedeiros (STEINHAUS, 1960¢0Atribuicdo da microbiota na nutricao,
no desenvolvimento e exclusdo competitiva de mianoismos patogénicos tem sido reportada
na literatura em diversos trabalhos (WIGGLESWORT®829; BREZNAK, 1982; CAMPBELL,
1990; DILLON E DILLON, 2004). O estudo das comwdds de microrganismos presentes em
insetos que apresentam habitos alimentares egpsgi® 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, é associar a diversidade microbiana cam 8in¢des, bem como a comprenssao das
relacdes entre a diversidade genética e a estrdastas comunidades (NANNIPIERI ET AL.,
2003). O desenvolvimento de técnicas molecularee qudependem do cultivo dos
microrganismos e das ferrementas de bioinformageamitiram a caracterizagdo de uma
diversidade microbiana desconhecida e da sua @ay#v no ambiente onde foram coletadas
(LAMBAIS et al., 2005).

Uma das técnicas muito utilizadas para avaliar asuteras das comunidades
microbianas, através da variabilidade das sequ&ndéa rDNA 16S, é o DGGE (Gel de
eletroforese em gradiente desnaturante), métodendelvido por Muyzer, Wall e Uitterlinder
em 1993 (MUYZER; WALL; UITTERLINDER, 1993). O DGGIonsiste na separagdo de
fragmentos de DNA de mesmo tamanho, obtidos poliieagdo 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&pade migracdo desses fragmentos
(amplicons) no gel é resultado da composicdo déeotideos dos mesmos e seu teor G+C
(LAMBAIS et al., 2005). Esta técnica tem sido ampéete utilizada para detectar as variacdes
das comunidades microbianas em diferentes ambiefRESNNANEN; PAAVOLAINEN;
HANTULA, 2001), a influéncia das accbes antropicasno a presenca de fungicidas
(THIRUP; JOHNSEN; WINDING, 2001; SIGLER; TURCO, 200 fertilizantes organicos e
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inorganicos (MARSCHNER; KANDELER; MARSCHNER, 2003® a plantas transgénicas
(HEUER; SMALLA, 1999). Embora PCR-DGGE seja de a#taolucdo (MYERS et al., 1985;
MYERS; MANIATIS; LERMAN, 1987) e permita a compagagrapida de um grande nimero de
amostras, revelando a dinamica das comunidadesbmacas (MUYZER; SMALLA, 1998), esta
técnica ndo é suficiente para determinar e ideatifidiretamente as espécies ou grupos
taxondmicos em uma amostra (JOYNT et al., 20063tdfwrma, a composicao de biblioteca de
clones cujos insertos sdo fragmentos gerados pglifmacdo de DNA metagendmico, de
amostras selecionadas previamente por PCR-DGGHiteeuma andlise mais refinada das
amostras de interesse e a identificacdo das seg8édos organismos que compdem as
comunidades.

Neste estudo, a microbiota do trato digestivoDdesaccharalise S. frugiperdafoi
caraterizada pela técnica do PCR-DGGE e pela aadstrde 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. saccharalis e S. frugiperda

A diversidade de bactérias do mesénter@dsaccharalise S. frugiperdafoi analisada
através do sequenciamento da regido V1-V3 do rRNS, lamplificada a partir de DNA
metagendmico do trato digestivo. Com o objetivdader uma cobertura das amostras estudadas
e corroborar a hipotese da similaridade da comdeidie bactérias de acordo com a origem
geogréfica 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¢tie88-2847, RB83-
5054, SP79-1011, RB84-5210 (Bocaina/SP - UsinaaS@dindida “Aclcar e Alcool Ltda”);
RB86-7515, RB83-5054, RB93-5744, RB72-454, RB853%4%Tanabi/SP - Usina Guarani
Aclcar e Alcool); SP80-0185, RB83-5054, SP81-325P81-3250, RB72-454, SP91-1049,
RB86-7515, RB85-5453 (Luiz Antonio/SP - Central Eyégica Moreno Agtcar e Alcool Ltda.);
RB83-5054, SP81-3250 (Piracicaba/SP - ESALQ/USRJeecriacdo em dieta artificial do
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laboratério de Patologia de Insetos do Departameatgo Entomologia e Acarologia da
ESALQ/USP. Para cada localidade e variedade de-dmwagUcar foram utilizadas amostras

isoladas de trés lagartas, exceto por SP81-32B0raeicaba que foram usadas 5 lagartas.

Para S. frugiperda a diversidade de bactérias foi avaliada utilizand DNA
metagendmico do meséntero de lagartas obtidas eiqmoca em laboratorio e que foram criadas
em diferentes plantas. Foram utilizadas lagartagud®o instar coletadas diretamente em plantas
de milho hibrido Pioneer 30F90 (15A, 15B, 15C, 18BF). Ovos deS. frugiperdatambém
coletados em plantas de milho (Hibrido Pioneer BpHFth fazenda Aredo em Piracicaba/SP
foram levados para o laboratorio e colocados ecaplde Petri médias até a eclosdo das lagartas.
Posteriormente as lagartas neonatas foram indiNzdidas 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, I13), algoddo IAC25RMD (G1, GR) e sorgo 822 (J1, J2, J3). Lagartas
oriundas de criagdo em laboratorio foram alimerdgadam folhas de algod&o, 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 assscadfrato digestivo das lagartas de
D. saccharalise S. frugiperdafoi analisada via DGGE e sequenciamento de bédete clones
da regido 16S RNA. Para isto, a regido média do ttgestivo (mésentero) foi dissecada e o
DNA metanogendémico extraido com o “Fast DNA kit”RNBiomedicals, Irvine, CA, USA). Em
microtubos contendo granada finamente moida, fai@whdo 0,5 g de amostra, 978 uL de
tampao fosfato e 122 pL de tamp&o MT. Os tubosrfaagitados 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 tramkfgpara tubos limpos. A essas solugbes
adicionou-se 250 puL de Tampéo PPS e os tubos fagiteddos 10 vezes por inversdo. Os tubos
foram centrifugados por 10 minutos a 13000 g e lwes@mdante coletado e transferido para
microtubos limpos. Ao sobrenadante foi adicionadmll de matriz de ligacao, agitando-se os
tubos durante 2 minutos por inversdo. Em seguidauloos foram incubados por 3 minutos a
37°C. A matriz de ligacao foi transferida para ultnof acoplado a um microtubo (Spin Filter, Q-

Biogene) e centrifugada por 2 minutos a 13000 gnafriz foi lavada com 500 pL de solugéo
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SEWS, e o filtro centrifugado duas vezes por 2 tosia 13000 g. Apos 5 minutos de incubacéo,
a temperatura ambiente, adicionou-se 50 pL de @igg@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 apés eletroforese em gel de agarose témparacdo com o padrdao 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 comeiS@reen” (Amersham Biociences, Sao

Paulo, Brasil).
3.2.1.3 Amplificacdo do gene 16s rRNA e andlise pp\GGE

A amplificacdo da regido V3 do rRNA 16S de bactddafeita em reacdo de PCR
contendo: 2,5 pL de tampéao para PCR 10X, 0,2 mMRINSTmM de MgGJ, 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 C@wmGsAC
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 afigacéo 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 (amplicomsani separados através de
eletroforese em gel de agarose 1% - TBE 0,5X. O DdiAisualizado por coloracdo com SYBR
Green (Molecular Probes) utilizando-se um densitéona laser ‘Fluorimager SI' (Armersham
Biosciences). Como padrdo de tamanho e quantidadeNA foi utilizado o marcador Low
DNA Mass Ladder (Invitrogen). Os amplicons do rRfdtam 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 solucéo
desnaturante 100% (7M uréia e 40% formamida) e sohacdo 0% (sem uréia e formamida)
(DVREAS et al., 1997). A eletroforese foi realizad80° C e 200 V constantes por 3 horas, em
um sistema DCode (BioRad), utilizando-se solucéwmpéo 0,5X TAE. Apos a eletroforese, o gel
foi imerso em solucdo de acido acético 10% por i), rmetanol 50% por 10 min. e SYBR
Green (Molecular Probes) 1: 10.000 (v:v) por 30utos, utilizando-se um agitador horizontal.
Entre cada solucdo o gel foi lavado 3 vezes cona gmu 5 minutos. A imagem do gel foi

capturada por varredura, utilizando-se um densit@ma laser Fluorimager e o programa
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Fragment Analysis (Amersham Biosciences). A riquizamplicons (As) foi determinada com
base no numero de bandas com diferentes valoremigecdo relativa, detectadas apos

varredura.

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

Ward e a distancia euclidiana como unidade de medid

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

Foram selecionadas amostras que continham a ma@amntiqade 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)edcéo de ligacao foi feita utilizando-se
tampéo de ligacdo rapida 1X (30 mM Tris-HCI pH 71® 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 reacédo de ligacam transformados em células competentes
de Escherichia coliDH50 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 liquidotendo amplicilina (50 pg mf) durante
22 horas a 38°C.

3.2.1.5 Extracao de plasmideos

O meio de cultura liquido contendo as bactériagdntrifugado a 4000 g por 5 minutos a
4°C e o sobrenadante descartado. O “pellet” obfmlolavado com uma solugdo tampao
composta de 25mM Tris-HCI (pH 8,0), EDTA (pH 8,06@ mM glicose. Em seguida, uma
solugéo contendo 1% SDS e 0,2N NaOH foi adicioremdasuspenséo incubada em gelo por 10

minutos. Uma solugcdo contendo acetato de potadgioe3acido acético glacial 10% foi
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adicionada e misturada por inversdo. A suspenséind¢abada por 10 minutos em gelo e
centrifugada a 4000 g por 20 minutos a 4°C. O sw@utente foi transferido para uma nova placa
contendo 15 pg 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 coloragdo com SYBR-Green | (MolecuProbes) utilizando-se densitdmetro a

laser “Fluorimager SI” (Armersham).

3.2.1.6 Sequenciamento utilizando “Big Dye Terminat”

Uma aliquota contendo de 200-500 ng de DNA plagmidapmol dos iniciadores M13F
ou M13R, 2,0 ul de Dyemanic ET Terminator (Amerstiosciences), 2,0 uL de tampé&o 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 sequeraidm 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 centrifugacédo e a lavagem do “getlem etanol 70%, que entdo foi seco no
escuro, por no minimo 2 horas, ressuspendido emafomida e desnaturado a 96°C por 5
minutos. O sequenciamento foi realizado em seqédaciautomatico o ABI 3100 (Applied

Biosystems).

3.2.1.7 Analises das sequéncias do rRNA

Os cromatogramas gerados pelo sequenciamento alossctle rRNA 16S de bactérias
foram analisados através do programa PhredPhrapNEWGREEN, 1998), para remogéao de
sequéncias do vetor e as bases de baixa quals@mente sequéncias contendo qualidade >20,
apresentando 1 erro a cada 100 bases lidas, fovasideradas para analises posteriores. A
afiliagcdo taxondbmica das seqUéncias foi feita coampdo-se as sequéncias de rRNA 16S com as
sequéncias depositadas no Ribossomal DatabasectP(Bj€TP:// rdp.cme.msu.edu) (verséao

9.42), utilizando-se o programa RDPquery http:/ésimarsci.uga.edu/public_db/rdpquery.htm).
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O numero de unidades taxondmicas operacionais (PbUdeterminado utilizando-se o
programa DOTUR (Distance Based OTU and Richnessrbatation) (SCHLOSS; LARGET;
HANDELSMAN, 2004). Para tanto, as sequéncias foaéinhadas utilizando o programa Clustal
X 1.83 (THOMPSON; HIGGINS; GIBSON, 1994) com osaetros “gap-opening penalty” de
10.0 e “gap-extention penalty” de 0,1. O alinharadhoi utilizado para calcular uma matriz de
distancia evolutiva através do DNADIST, programgpdoote PHYLIP 3.63, usando o algoritmo
de Jukes-Cantor (CHAO; SHEN - http://evolutiongasatvashington.edu/phyilip.html).

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

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

As bibliotecas de rRNA 16S foram comparadas utilitase o programa S-Libshuff
(SINGLETON et al, 2001) (http:/www.arches.uga.edflitman/libshuff.ntml), o qual
determina o nivel de probabilidade de duas bildegeserem diferentes entre si com base em
curvas de coberturas homéloga e heterdloga. Paatritauicdo taxondmica foi utilizado o
software MEGAN (HUSON et al., 2007), comparandanjento 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 ortexmomicamente os resultados,

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

3.2.2 Resultados

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

Na figura 3.1 € apresentada a separacédo dos amplieorRNA de bactérias presentes no
trato digestivo de lagartas de quinto instarSddrugiperdaoriundas de geracdo de adultos de
campo e laboratorio e na figura 3.2 a separacdauaplicons de rRNA de bactéria presente no
trato digestivo de lagartas de quinto instaDdeaccharalise S. frugiperdacoletadas em campo
e separadas por DGGE. A andlise do gebdfugiperdaindicou que as trés repeticdes de cada

material avaliado encontram-se agrupadas hierampgnte (Figura 3.3), sugerindo que as
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variagdes das estruturas das comunidades estantknete relacionada com o tipo de alimentacao
gue o inseto ingere. Neste contexto, a avaliagc8cad®ostras L1, L2, L3 (Dieta artificial), H1,
H2, H3 (Milho), F1, F2, F3 (Algodao), que foram iolas de lagartas descendentes de adultos de
criacdo artificial no Laboratério de Biologia desétos (ESALQ/USP), apresentaram-se
agrupadas, mostrando maior similaridade entre estasnidades em comparagdo as amostras de
lagartas obtidas em campo G1, G2, G3 (algodao)J21J3 (sorgo) e, 11, 12, 13 (arroz) que
apresentaram uma maior distancia indicando maioeahiidade. Somente as amostras K1, K2,
K3 (sorgo), provenientes das lagartas descendeietesdultos de criagdo, nao teve a mesma
tendéncia apresentada acima, ou seja, uma dasrar(id$) apresentou maior similaridade com
as lagartas mantidas em dieta artificial e as suttes amostras formaram um agrupamento com

as lagartas coletadas em plantios de algodéao.

Na analise do gel de DGGE das amostras de camjia daccharalise S. frugiperda
(Figura 3.4) pelo agrupamento hierarquico dos arop8 de rRNA 16S de bactérias, observa-se
uma maior similaridade das comunidades de bactédasato digestivo em funcao do local de
coleta (amostras de uma mesma regido) do que eraduda variedade de cana-de-acucar (fonte
de alimentagcdo). Esta afirmacdo € apoiada pelaagéial do agrupamento hierarquico das
amostras no centro do cluster, onde prevalecemdastdade das lagartas d& saccharalis
(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 diésxeRbucas amostras Be saccharalisnédo

agruparam no mesmo cluster com as repeticoes dearesalizacdo geografica.
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Figura 3.1 Amplicons da regido V3 do rRNA 16S de bactériasndséntero de lagartas de quinto insta@Bpledoptera frugiperdalimentadas com diferentes plantas
e dieta artificial, apds separadcéo por DGGE. Afito®rigem lagarta. M = Marcador. 1,2,3 = Foraniastdlas TREs lagartas por localidade
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Figura 3.2- Amplicons da regidao V3 do rRNA 16S de bactérias lditgdos de DNA metagenémico do
meséntero de lagartas de quinto instaiDistraea saccharaliscoletadas em cana-de-agUcar e
Spodoptera frugiperdacoletada em Milho (AmosttiCidadé/Variedadd) apds separagéo por
DGGE
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Figura 3.3 -Agrupamento hierarquico dos amplicons de rRNA 1@&Sbdctéria do meséntero de lagartas de
Spodoptera frugiperdprovenientes de diferentes locais e plantas, adpampor DGGE.
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Figura 3.4- Agrupamento hierarquico dos amplicons de rRNA 16&Shdctérias do meséntero de lagartas de
Diatraea saccharalicoletadas em diferentes variedades de cana-defag8podoptera frugiperda
(amostras circundadas poy coletas em milho, com base na separagdo por D@6&Kariedades de
mesma cor sdo provenientes de uma mesma localgmdo Luis Antdnio (Marrom), Bocaina
(Preto), Tanabi (Vermelho) e Piracicaba (Verde). I&khas 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 Proteohactacteroidetes e Acidobacter (Figura
3.5). Proteobacteria foi o filo predominante, reprégando 87,5%, 98,7%, 100%, 100%, 95,1% e
100% do total das sequUéncias analisadas nas lagafttdadas nas variedades de cana SP813250
(Piracicaba), RB855453 (Luis Antdnio), RB8350 54uif Antbnio), RB835054 (Bocaina),
RB835054 (Tanabi), e RB867515 (Tanabi), respecteram(Figura 3.7).

A afiliacdo filogenética das sequéncias De saccharalisrevelou que o género
Klebsiella esteve presente em todas as amostras analisagasa(B.5). Por outro lado,
sequéncias de representantes da farBifilaingomonadaceae dos géneroSphigobacteriure
Holophaga s6 foram encontradas nas amostras coletadas eaticBva (SP813250) e
Roseomonasomente nas amostras coletadas em Luis Antoni@FBES3). Acinetobactere
Hydrogenophilusforam encontradas em proporc¢des similares nosriaateoletados em Luis
Anténio (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 seqiéncias
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 Afiliacao filogenética dos amplicons da regido UBr&RNA 16S de bactérias do mesénterd®iraea saccharaslipela comparacdo das sequéncias com
a base de dados NCBI usando o software MEGANDDi@ccharali¥, Bo (Bocaina/SP), Lu (Luis Antdnio/SP), Pi (Picada/SP), Ta (Tanabi/SP), Ca
(cana-de-agucar)
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Figura 3.6 -Afiliacao filogenética dos amplicons da regido UBr&kNA 16S de bactérias do mesénterc@gedoptera frugiperdpela comparagdo das sequéncias com a
base de dados NCBI usando o software MEGAN.SSfr(giperdd, Al (Algodao), Arr (Arroz), Mi (Milho), So (Sorgo
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A afiliagdo filogenética das sequéncias $Slefrugiperda apresenta uma distribuicédo
caracteristica que varia em funcdo da planta qulgarta se alimentou (Figura 3.6).
Representantes da familia Bacillaceae e dos géneammicrobium Methyllobacterium
Sphigomonas Acinetobacter e Holophaga somente foram encontrados no hibrido 2B710
(DowAgroScience) de milho seudomona® Tsukaneurellasomente foram observados no
hibrido 30F90 (Pioneer). Pasteurellacea, Microbeateae Sphigobacteriaceae somente foram
encontradas no trato digestivo de lagartas em atgddebsiella mostrou-se presente somente
em algodao (IAC25RMD) e arroz (SCSBRS5112), assimacEnterococcaceae em sorgo (822).
Finalmente Ralstoniae Hydrogenophilusgestiveram presentes em insetos que se alimentagam d

todas as plantas hospedeiras avaliadas.

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

Na tabela 3.1 estdo apresentados os indices desidage, a estimativa de niumero de
UTOs (Unidades Taxon6micas Operacionais) e estrmag cobertura (ECA), considerando-se a
distancia evolutiva de 0,03 para a definicdo de BITOriqueza das comunidades microbianas de
D. saccharalisvariou de 40,6 a 111,6 OTUs pelo método de ACEK.4 a 86,0 OTUs pelo
método Chaol. A estimativa de riqueza de UTOsy@srados metodos ndo paramétricos ACE e
Chaol e curva de rarefacdo mostrou que houve ummarmi@ueza de UTOs (intervalo de
confianca de 95% de probabilidade) nas lagartaB.dgaccharalis coletadas na variedade de
cana-de-acUcar RB85-5453 em Luis Antdnio, do quecddstadas em Bocaina na variedade
RB83-5054 e em Tanabi (variedade RB83-5054), (Big.®).0Os valores de indice de Shannon e
Reciproca do indice de Simpson, revelaram uma naiwersidade na microbiota bacteriana de
lagartas coletadas em Tanabi (variedade RB86-7Bfb)yelacdo 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 variedRB@5-5453.

A rigueza das comunidades microbianasSddrugiperdavariou de 22,0 a 87,7 OTUs
pelo método de ACE e 19,5 a 74,7 OTUs pelo métdamC 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 algodado IAC-25RMD(c). Naovieodiferenca na riqueza de bactérias

entre as lagartas alimentadas em outras plantampiitude nos indices de diversidade foi maior
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emSS. frugiperdado que enD. saccharalis A diversidade de bactérias nas lagartas alimastad
em sorgo foi menor do que em todas outras plaxizete@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 clonebillbstecas foi alto em todas as
amostras, apresentando o menor valor parsaccharalig65%) coletada em cana-de-acgucar 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 comparac¢des multiplas asttgbliotecas usando o software S-
LIBSHUFF. Os resultados mostraram que houve difereestatistica (®,05) entre as
comunidades de bactérias De saccaralisde diferentes variedades de cana-de-acUcar de uma
mesma localidade (Luis Antbnio — variedades RB83509RB855453 e Tanabi — variedades
RB835054 e RB867515). Da mesma forma, observoufseedca estatistica entre os materiais
guando coletados nhuma mesma variedade de canaidaraBB867515, em diferentes cidades
(Luis Anténio/Tanabi/Bocaina) e entre compara¢céesanhostras onde a cidade e a variedade
eram diferentes (Bocaina - RB835054 e Luis AntGREB55453). As Unicas semelhancas que
foram detectadas ocorreram entre as comunidadésaérias dé. saccharaliscoletadas na
variedade SP81-3250 em Piracicaba com RB855453Leis Antbnio e com RB867515 em
Tanabi.

No caso deS. frugiperda as comunidades também diferiram na maioria das
comparagfes entre as lagartas alimentadas em rdé@sreplantas hospedeiras. As Unicas
semelhancas observadas foram entre a microbiotagdetas alimentadas em milho Pioneer
30F90 com a microbiota de lagartas alimentadasamwoz 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 digestiv8.deugiperdacriadas em laboratério
alimentadas de algodédo IAC-25RMD foi estatisticar@esemelhante as comunidades Bm
saccharaliscoletadas em Piracicaba (SP81-3250) e as coletaddsuis Antonio (RB855453).
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Também foram semelhantes as comunidadeS. deugiperdacoletadas em plantios de Algodao

em Piracicaba e aquelas@esaccharaliscoletadas em Piracicaba na variedade SP81-3250.
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Figura 3.9- Andlise de rarefagéo de filotipos obtidos das btblias de rRNA 16S das comunidades de bactérias do
meséntero de lagartas de quinto instaDdsaccharalis As similaridades consideradas determinam as
rarefacdes em diferentes niveis taxondmicos.[Dis@ccharali$, Ta (Tanabi/SP), Bo (Bocaina/SP), Lu
(Luis Ant6nio/SP), Pi (Piracicaba/SP), Ca (Canagécar)
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Figura 3.10- Andlise de rarefagdo de filotipos obtidos das btblias de rRNA 16S das comunidades de bactérias do
meséntero de lagartas de quinto instarSgedoptera frugiperdaAs similaridades consideradas
determinam as rarefacdes em diferentes niveis damimos. Sp $. frugiperdd, Pi (Piracicaba/SP), Mi
(Milho), Arr (Arroz), Al (Algodéo), So (Sorgo)
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3.2.2.4 Distancias evolutivas das bibliotecas de KA 16S de bactérias

Na figura 3.11 é apresentado o numero de filotggiBnados para diferentes distancias
evolutivas da comunidade de bactérias componergebddiotecas de rRNA 16S do trato
digestivo de larvas de quinto instar@esaccharaliscoletadas em cana-de-acUcar. A estimativa
de riqueza de UTOs nas lagartas coletadas em ¢ibecna variedade SP813250 € maior do que
em RB835054 coletado em Bocaina/SP (Figura 3.1NA®. houve diferenga na riqueza entre as
comunidades bacterianas @ saccharalisna variedade RB835054 entre cidades de Luis
Antonio e Bocaina, mas estas tiveram uma riquezasonao que as lagartas na mesma variedade
em Tanabi (Figura 3.11.B). Nas comparacfes dagtémgamostradas em duas variedades
diferentes de cana-de-acucar (RB85-5453 e RB83)5@bfidas na cidade de Luis Antbnio, a
diferenca estatistica se evidencia a partir daultsa 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, quast8ndias evolutivas da comunidade
de bactérias do trato digestivo de lagartas detquimstar deS. frugiperdaalimentadas de
diferentes plantas sdo muito menores. Nas duasdamié de milho (Pioneer 30F90 e
DowAgroScience 2B710), a diferenca estatistica elacédo a riqueza de UTOs somente é
observada a partir da distancia evolutiva 0.3 (@dul12.A). Por outro lado, ndo houve diferenca
estatistica quando a microbiota de lagartas de @caenge criacdo foram comparadas numa
mesma variedade de algodéo (IAC25RMD) (Figura BJl2Na comparacao da riqueza de UTOs
quando a fonte de alimento para as lagartas for fBCSBRS5112) e sorgo (822), a diferenca
estatistica evidenciou-se desde as menores ditameeiolutivas 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 dasndisis evolutivas calculadas para as trés
primeiras plantas utilizadas como fonte de alimgiaso no caso do sorgo (822) que apresentou
uma menor diversidade desde as menores distanvaksieas (Figura 3.12.D).
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Figura 3.11- Numero de filotipos estimados para diferentes de#s evolutivas obtidos das bibliotecas de rRNA 16e

bactérias do meséntero de lagartas de quinto itsRiatraea saccharalicoletadas em diferentes variedades

de cana-de-agUcar em quatro cidades do EstadoadP&kéio. A. (Piracicaba — SP81-3250/Bocaina — RB83-
5054), B. (Luis Anténio/Bocaina/Tanabi — RB83-505@) (Luis Antbnio — RB85-5453/RB83-5054), D.

(Tanabi — RB83-5054/RB86-7515). Barras represertdantervalo de confianga (95% de probabilidade). Di
(D. saccharali}, Ta (Tanabi/SP), Bo (Bocaina/SP), Lu (Luis Antd8P), Pi (Piracicaba/SP), Ca (Cana-de-
agucar)



96

A B

1000 1000

—O— SpPiMi- Pioneer30F90 —e— SpPIAI - IAC25RMD (c)
—e— SpPiMi - 2B710 —@— SpPiAl - IAC25RMD

Numero de Filotipos Estimado
Numero de Filotipos Estimado

01 r T T - 01 T T T T
0.0 01 02 03 0.4 05 00 01 02 03 04 05
Distancia Evolutiva Distancia Evolutiva
1000 1000
—e— SpPiSo- 822 —e— SpPiMi- 2B-710
—0— SpPiAm - SCSBRS5112 —e— SpPiAl - IAC25RMD

v— SpPiSo- 822
& SpPiAm- SCSBRS5112

XA
haaaianss s mem—

g =3 7
MAARAAAAL s TP

% a0
\aaaaaid ?\v

v

Numero de Filotipos Estimado
Numero de Filotipos Estimado
S

01

01

00 01 02 03 04 05 00 01 02 03 04 05

Distancia Evolutiva Distancia Evolutiva

Figura 3.12 Numero de filotipos estimados para diferentes digé& evolutivas, obtidos das bibliotecas de
rRNA 16S de bactérias do meséntero de lagartasudtgoginstar deSpodoptera frugiperda,
coletadas em Piracicaba/SP que alimentaram-se fdeerties plantas. A. (Milho — Pioneer
30F90/DowAgroScience2B710), B. (Algoddo — IAC25RMD®G/IAC25RMD), C. (Sarg-
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probabilidade). SpS. frugiperdd, Pi (Piracicaba/SP), Mi (Milho), Arr (Arroz), ARlgodéao), So
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Figura 3.13 - Frequéncia relativa de seqiéncialkN& 16S obtidas no meséntero de lagartas dearstar
de Diatraea saccharaliscoletadas em diferentes locais e variedades de-dmxaglcar e
classificadas por classes de Proteobacteria

Planta Variedade
Milho Pioneer (30F90)
Milho 2B-710
Algoddo IAC-25RMD ©
Algoddo IAC-25RMD
Sorgo 822
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Figura 3.14 Frequéncia relativa de seqléncias de rRNA 16Saxbtid meséntero de lagartas de quinto instar
de Spodoptera frugiperdaoletadas em diferentes locais e variedades de-dmxaglcar e
classificadas por classes de Proteobacteria
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Tabela 3.1 — Estimativas da riqgueza de unidademéaricas operacionais (UTOs), indice de diversidadebertura de amostragem calculados a partifblietbcas de rRNA 16S de
bactérias do meséntero de lagartas de quinto itesi2iatraea 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&l:tf“)nio Cana-de-aglica 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:tf“)nio Cana-de-aglica 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-aclca 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-aglica 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 Algodéo 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 Nimero de seqiiénciddNimero de UTOs determinado pelo DOTURstimador de méaxima semelhaniReciproca do indice de Simson (Estimador de masenzelhanca),
°Estimativa de cobertura de amostragem). Valoras @airénteses representam o intervalo de conf@@m&% de probabilidade.
D=0.03
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Tabela 3.2- Comparacdes multiplas da diversidade das bibbstete rRNA 16S das comunidades de bactérias donteesé@le lagartas de quinto instarRiatraea saccharalis e
Spodoptera frugiperdaoletadas em campo.

Lagarta Cidade Planta Variedade 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
D. saccharalis Piracicaba Cana-de-aclcar SP81-3250 - 0.0000 0.0000000 0.0000 0.0000 0.0003 0.0000 0.2321 0.00289000 0.0003
D. saccharalis Luis Antbnio Cana-de-aclcar RB85-5453 0.0020 - 0.0000 0.0000000.0 0.0000 0.0001 0.0000 0.2083 0.0000 0.0000 0.000
D. saccharalis Luis Antbnio Cana-de-aclicar RB835054 0.0000 0.0000 - 0.0000 00.0@.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
D. saccharalis Bocaina Cana-de-agcucar RB835054 0.0000 0.0000 @.060 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 ©.000.0000
D. saccharalis Tanabi Cana-de-agicar RB835054 0.0000 0.0000 0.0@0000 - 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.000@000
D. saccharalis Tanabi Cana-de-agucar RB86-7515 0.0007 0.0000 0.0@DOO000 0.0000 - 0.0004 0.0001 0.0000 0.0000 ©.000.0000
S. frugiperda Piracicaba Milho Pioneer (30F90) 0.0000 0.0000 @0000.0000 0.0000 0.0000 - 0.0000 0.0000 0.0000 00.000.0246
S. frugiperda Piracicaba Milho 2B-710 0.0000 0.0000 0.0000 0.00@0O000 0.0000 0.0000 - 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
S. frugiperda Piracicaba Algodao IAC-25RMD © 0.2842 0.0000 0.0000.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0002 - 0.0002 0.000@000
S. frugiperda Piracicaba Algodao IAC-25RMD 0.0080 0.0000 0.000Q0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0045 - 0.000@000D
S. frugiperda Piracicaba Sorgo 822 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000000 0.0000 0.0081 0.0000 0.0000 0.0001 - 0.0057
S. frugiperda Piracicaba Arroz SCSBRS5112 0.0000 0.0000 0.0000000. 0.0000 0.0000 0.1256 0.0000 0.0000 0.0000 06.00
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Tabela 3.3— Composi¢do das comunidades de bactérias do meséaedDiatraea saccharalise Spodoptera
frugiperdaobtidas de DNA metagendmico e identificadas pqtiéacias de rRNA 16S

Biblioteca de clones n° 1. saccharalis, Piracicaba/SP, Cana-de-aglcar - SP81-3250) Continua
Clones Best HitID 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
9HO02 S000251860 7.94e-143 96 Flexibacteraceae
9HO03 S000475426 0.00e+00 98 Deferribacterales
9HO04 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 et al., 2008
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Tabela 3.3- Composicdo das comunidades de bactérias do mes&eddiatraea saccharalise Spodoptera frugiperda

obtidas de DNA metagendmico e identificadas potiérgias de rRNA 16S

Continuacgéo

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 Taubell 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¢cdo das comunidades de bactérias do mesé&eddiatraea saccharalise Spodoptera frugiperda
obtidas de DNA metagendmico e identificadas poiiéagias de rRNA 16S

Conclusédo
Clones Best HitID E-value ID(%) Afiliacao filogenética Autor
9C05 S000402726 0.00e+00 99 Ralstonia Schoenfeld et al., 2003
9C07 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
9EO07 $S000398883 0.00e+00 96 Rhizobiales
9E08 S000402726 0.00e+00 99 Ralstonia Schoenfeld et al., 2003
9E09 S000333362 0.00e+00 96 Enterobacteriaceae aedtlal., 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- Composi¢éo das comunidades de bactérias do meséeteratraeca saccharali® Spodoptera frugiperda
obtidas de DNA metagendmico e identificadas potiérgias de rRNA 16S

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

4A01 S000492345 5.01le-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 5000484371 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 5000437485 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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Tabela 3.3- Composi¢do das comunidades de bactérias do meséeferatraea saccharali® Spodoptera frugiperda
obtidas de DNA metagendmico e identificadassequéncias de rRNA 1

Conclusédo
Clones Best Hit ID E-value ID(%) Afiliagdo 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
4FQ07 5000437485 0.00e+00 97 Klebsiella Fouts et al., 2008
4F10 5000437485 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
4HO03 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- Composi¢do das comunidades de bactérias do meséeferatraea saccharali® Spodoptera frugiperda
obtidas de DNA metagendmico e identificadas potiéegias de rRNA 16S

Concluséo
Clones Best Hit ID E-value ID(%) Afiliagao 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- Composi¢do das comunidades de bactérias do meséeteratraea saccharali® Spodoptera frugiperda
obtidas de DNA metagendmico e identificadas potiéegias de rRNA 16S

Biblioteca de clones n° 3. saccharalis, Luis Anténio/SP, Cana-de-agUcar - RB83-5054) Continua
Clones BestHitID E-value ID(%) Afiliagdo 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
3EO05  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  S0001337220.00e+00 95 Citrobacter Asis; Adachi, np 2008
3G02  S000009798 0.00e+00 96 Enterobacter

3G04  S000406018 0.00e+00 96 Enterobacteriaceae Lima et al., np 2009
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Tabela 3.3- Composi¢do das comunidades de bactérias do meséeferatraea saccharali® Spodoptera frugiperda

obtidas de DNA metagendmico e identificadasseqiiéncias de rRNA 1

Continuagéo

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

3HO02  S000139224 0.00e+00 96 Enterobacter Lambais et al., 2006
3H04  S000133722 0.00e+00 97 Citrobacter Asis; Adachi, np 2008
3HO07  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- Composi¢do das comunidades de bactérias do meséeferatraea saccharali® Spodoptera frugiperda
obtidas de DNA metagendmico e identificadas potiéegias de rRNA 16S

Concluséo
Clones BestHitID E-value ID(%) Afiliagdo 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  S0001337220.00e+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- Composi¢do das comunidades de bactérias do meséeferatraea saccharali® Spodoptera frugiperda
obtidas de DNA metagendmico e identificadas potiéegias de rRNA 16S

Biblioteca de clones n° 4[Y. saccharalis, Bocaina/SP, Cana-de-aglcar - 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- Composi¢do das comunidades de bactérias do meséeferatraea saccharali® Spodoptera frugiperda
obtidas de DNA metagendmico e identificadas potiéegias de rRNA 16S

Continuacgéo

Clones BestHitID E-value ID(%) Afiliagdo 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
2HO07  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- Composi¢do das comunidades de bactérias do meséeferatraea saccharali® Spodoptera frugiperda
obtidas de DNA metagendmico e identificadas pouéegias de rRNA 16S

Concluséo
Clones BestHitID E-value ID(%) Afiliacéo 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
2H03  S000333359 0.00e+00 98 Enterobacteriaceae
2H05  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- Composi¢do das comunidades de bactérias do meséeferatraea saccharali® Spodoptera frugiperda
obtidas de DNA metagendmico e identificadas sequéncias de rRNA 1

Biblioteca de clones n° 5D. saccharalis, Tanabi/SP, Cani-de-aglcar- RB83-5054 Continua
Clones BestHit ID  E-value ID(%) Afiliacao 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

5EQ7 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
5H01 S000403065 1.26e-153 95 Hydrogenophilus Lopez-Garcia et al., 2003
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Tabela 3.3- Composi¢do das comunidades de bactérias do meséeferatraea saccharali® Spodoptera frugiperdabtidas de
DNA metagendmico identificadas poseqiéncias de rRNA 1

Continuacao

Clones BestHit 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
5H05 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\&aintos 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 eBatrkl., 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
5F06 S000489863  0.00e+00 96 Acinetobacter Grice et al., 2009
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Tabela 3.3- Composi¢do das comunidades de bactérias do meséeferatraea saccharali® Spodoptera frugiperdabtidas de
DNA metagendmico e identificadas fseqiéncias de rRNA 1

Concluséo
Clones BestHit 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
5H06 S000492355 0.00e+00 97 Klebsiella Babu; Pandian, np 2005
5H07 S000410883 0.00e+00 98 Devosia Maknojia et al., np 2006
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Tabela 3.3- Composi¢do das comunidades de bactérias do meséeferatraea saccharali® Spodoptera frugiperdabtidas

de DNA metagendmico e identificadas por sequértgafiNA 16S

Biblioteca de clones n° 6[Y. saccharalis, Tanabi/SP, Cana-de-agucar - RB86-7515) Continua
Clones BestHit ID E-value  ID(%) Afiliacéo 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¢do das comunidades de bactérias do meséeteratraea saccharali® Spodoptera frugiperdabtidas

de DNA metagendmico e identificadas jseqiéncias de rRNA 1

Continuagao

Clones BestHit ID E-value  ID(%) Afiliagdo 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
12HO05 S000456519 0.00e+00 98 Pseudomonas Sengupta; Haldar, np 2009
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Tabela 3.3- Composi¢do das comunidades de bactérias do meséeferatraea saccharali® Spodoptera frugiperdabtidas
de DNA metagendmico e identificadas jseqiiéncias de rRNA 1

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- Composi¢ao das comunidades de bactérias do meséeferatraea saccharali® Spodoptera frugiperda

obtidas de DNA metagendmico e identificadas poiiérgias de rRNA 16S

Biblioteca de clones n° 7. frugiperda, Piracicaba/SP, Milho - PIONEER-30F90) Continua
Clones Best Hit ID  E-value ID(%) 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 99 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
11BO7 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 5.0le-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 Jing et al., np 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 Lambais et 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- Composigdo das comunidades de bactérias do meséeteratraca saccharali® Spodoptera frugiperda
obtidas de DNA metagendmico e identificadassequéncias de rRNA 1

Continuagéo

Clones BestHitID E-value ID(%) Afiliagdo 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
11H06  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 5.01e-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- Composigao das comunidades de bactérias do meséeferatraea saccharali® Spodoptera frugiperda

obtidas de DNA metendmico e identificadas psequéncias de rRNA 1

Concluséo
Clones Best Hit ID E-value  ID(%) Afiliagdo filogenética Autor
11G10 S000437598 5.01le-128 95 Dysgonomonas Lehman et al., 2009
11HO03  S000450626 0.00e+00 97 Deferribacterales
11H08 S000351834 3.16e-92 88 Starkeya
11H10 S000326366 5.0le-165 93 Sphingobacteriales
11H11  S000425967 0.00e+00 99 Tsukamurella
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Tabela 3.3- Composigéo das comunidades de bactérias do meséeieratraea saccharali® Spodoptera frugiperda

obtidas de DNA metagenémico e identificadas potiéegias de rRNA 16S

Biblioteca de clones n° 8%. frugiperda, Piracicaba/SP, Milho - 2B-710) Continua
Clones BestHit ID  E-value ID(%) Afiliagao 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
6CO07 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
6EO05 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 en@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 $5000482243 0.00e+00 94 Sphingomonas
6G06 S000413179 0.00e+00 97 Hydrogenophilus Portillo et al., 2008
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Tabela 3.3- Composi¢ao das comunidades de bactérias do meséeteratraea saccharali® Spodoptera frugiperda
obtidas de DNA metagendmico e identificadasseqiéncias de rRNA 1¢€

Concluséo
Clones BestHit ID  E-value ID(%) Classificagédo 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
6H03 S000413179  0.00e+00 97 Hydrogenophilus Portillo et al., 2008
6HO05 S000467865  0.00e+00 95 Sphingomonas
6HO7 S000426636  0.00e+00 98 Bacillaceae Nogi ehal2000
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 e2@08
6A06 S000138899  1.00e-141 93 Sphingomonas
6A08 S000469012  0.00e+00 95 Methylobacterium
6A09 S000402353  1.26e-165 90 Deltaproteobacteria n efal., 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-Amsdtlal., 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,e2G8
6G09 S000326418  3.16e-166 94 Methylobacterium
6G11 S000413179 0.00e+00 94 Hydrogenophilus Portillo et al., 2008
6H02 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¢édo das comunidades de bactérias do meséeieiatraea saccharali® Spodoptera

frugiperdaobtidas de DNA metagendmico e identificadas pqtiéacias de rRNA 16S

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

8A01 S000392891  0.00e+00 97 Klebsiella Liu et al., np 2009
8A02 S000406018  0.00e+00 97 Enterobacteriaceae Lima etal., 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  S000444871  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

8HO6  S000392891  0.00e+00 97 Klebsiella Liu et al., np 2009
8HO7  S000334994  0.00e+00 99 Enterobacteriaceae

8HO8  S000406018  0.00e+00 97 Enterobacteriaceae Lima et al., np 2009
8H09  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- Composi¢éo das comunidades de bactérias do mesé@eieratraea saccharali® Spodoptera

frugiperdaobtidas de DNA metagendmico e identificadas pqtiéacias de rRNA 16S

Continuacao

Clones BestHitID E-value ID(%) Classificagéo 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
8EO1 S000437485  0.00e+00 97 Klebsiella Frank et al., 2007
8E02 S000437466  0.00e+00 98 Klebsiella Babu; Pandian, np 2004
8EO03 S000437485  0.00e+00 95 Klebsiella Frank et al., 2007
8EO04  S000398883  0.00e+00 96 Rhizobiales

8EO05 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- Composi¢do das comunidades de bactérias do meséeferatraea saccharali® Spodoptera

frugiperdaobtidas de DNA metagendmico e identificadas pqtiéacias de rRNA 16S

Concluséao
Clones BestHitID E-value ID(%) Classificagéo 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
8G1l1  S000402726  0.00e+00 99 Ralstonia Schoenfeld et al., 2003
8HO1 S000333362  0.00e+00 96 Enterobacteriaceae Zhu et al., 2002
8HO3  S000398883  0.00e+00 96 Rhizobiales
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Tabela 3.3- Composi¢do das comunidades de bactérias do meséeferatraea saccharali® Spodoptera frugiperda

obtidas de DNA metagendémico e identificadas poti8egias de rRNA 16S

Biblioteca de clones n° 10, frugiperda, Piracicaba/SP, Algodao - IAC-25RMD) Continua
Clones BestHitID E-value ID(%) Classificagéo 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
1FO03 S000333362 0.00e+00 96 Enterobacteriaceae
1F04  S000398883 0.00e+00 96 Rhizobiales
1F05 S000402726  0.00e+00 95 Ralstonia Schoenfeld et al., 2003
1F07 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
1H06  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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Conclusao
Clones BestHitID E-value ID(%) Classificagéo Autor
1A08 S000402726 0.00e+00 97 Ralstonia Schoenfeld et al., 2003
1B05 S000437521 0.00e+00 99 Burkholderia Wang et al., 2007
1B07  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 5.0le-141 90 Deferribacterales
1EO01 S000367749 3.16e-179 94 Enterobacteriaceae
1E02 S000472962 1.26e-180 94 Rhizobium Chueire et al., 2002
1EO05 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
1F01 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
1H04  S000333366 0.00e+00 98 Enterobacteriaceae
1HO5  S000333360 0.00e+00 98 Citrobacter
1HO07  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- Composi¢éo das comunidades de bactérias do meséeteratraea saccharali® Spodoptera frugiperda
obtidas de DNA metagendmico e identificadas poti@egas de rRNA 16S

Biblioteca de clones n° 11§, frugiperda, Piracicaba/SP, Sorgo -822) Continua
Clones Best Hit ID E-value ID(%) Classificacéo 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
10E07 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

10F03 S000478875 0.00e+00 98 Enterococcus Zhu et al., 2003
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Tabela 3.3- Composi¢éo das comunidades de bactérias do mes@etieratraea saccharali® Spodoptera frugiperda
obtidas de DNA metagen6mico e identificadas potiérgias de rRNA 16S

Continuagao

Clones BestHitID E-value ID(%) Classificagéo 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
10HO3 S000478875 0.00e+00 98 Enterococcus Zhu et al., 2003
10H04 S000478875 0.00e+00 97 Enterococcus Zhu et al., 2003
10HO5 S000134004 0.00e+00 98 Enterococcus Zhu et al., 2003
10HO06 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
10BO6 S000478875 0.00e+00 98 Enterococcus Zhu et al., 2003
10B07 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

10E05 S000478875 0.00e+00 99 Enterococcus Zhu et al., 2003
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Tabela 3.3- Composi¢éo das comunidades de bactérias do meséeteratraea saccharali® Spodoptera frugiperda
obtidas de DNA metagendmico e identificadas poti@egas de rRNA 16S

Concluséo
Clones BestHitID E-value ID(%) Classificagéo 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
10FO5 S000478875 0.00e+00 96 Enterococcus Zhu et al., 2003
10F0O6 S000478875 0.00e+00 96 Enterococcus Zhu et al., 2003
10G0O7 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 pqtiéecias de rRNA 16S

Biblioteca de clones n° 12S. frugiperda, Piracicaba/SP, Arroz— CSBRS5112 Continua
Clones BestHitID E-value ID(%) Classificagcéo 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

7A11 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

7CO05 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

7EQ5 S000450626  0.00e+00 99 Deferribacterales

7TE11 S000461371  0.00e+00 97 Devosia Che et al., np 2008
7TF02 S000478875  0.00e+00 99 Enterococcus

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

7TF11 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 mesé@eteratraea saccharali® Spodoptera

frugiperdaobtidas de DNA metagendmico e identificadas pqtiéecias de rRNA 16S

Continuagao

Clones BestHitID E-value ID(%) Classificagéo 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

7HO04  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 5000478875  0.00e+00 98 Enterococcus

7B11 S000450626  0.00e+00 99 Deferribacterales

7B12 5000428252  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 5000478875  0.00e+00 98 Enterococcus

7D04  S000424746  6.31le-177 94 Corynebacterium

7D07  S000457912  0.00e+00 99 Sphingomonas

7D09  S000456529  0.00e+00 99 Rhizobium

7D11  S000450626  0.00e+00 99 Deferribacterales

7TEO1 S000489750  0.00e+00 96 Firmicutes Hartmandm#fi, 2006
7TEO2 S000450626  0.00e+00 99 Deferribacterales

7TEO3 S000450626  0.00e+00 99 Deferribacterales

7TEO04 S000402726  0.00e+00 96 Ralstonia Schoenfeld et al., 2003
7EO06 S000450626  0.00e+00 99 Deferribacterales

7TEQ7 S000387415  0.00e+00 99 Klebsiella Boye; Hansen, np 1998.
7EO8 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 pqtiéecias de rRNA 16S

Concluséo
Clones BestHit ID E-value ID(%) Classificagéo Autor
7E09 S000424746  6.31e-177 94 Corynebacterium
7E10 S000450626  0.00e+00 97 Deferribacterales
7E12  S000437521  0.00e+00 97 Burkholderia
7F01 S000450628  0.00e+00 97 Proteobacteria Jialg, 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
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3.3 Discussao

As bactérias presentes no meséntero de lagartd3. daccharalise S. frugiperda
provenientes de diferentes localidades e diferezgpécies ou variedades de plantas hospedeiras
foram identificadas por meio de técnicas molecslagpe independem do cultivo dos
microrganismos, com o0 objetivo de complementarregises feitas por isolamento em meio de
cultura (capitulo 2). Variagbes 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 gérgaaillus o mais abundante. Entretanto, Firmicutes foi
obtido de clones db. saccharalissomente na variedade RB83-5054 proveniente debi arem
baixa porcentagem dos clones sequenciadds nos clones des. frugiperda, bactérias
pertencentes a esse filo foram encontradas em rgagans consideraveis em apenas duas
populacdes (sorgo e arroBacillus somente foi encontrado em uma amostr&&déugiperda
(milho 2B710) e nao foi identificado nos clones @e saccharalis. Proteobacteria e
Actinobacteria foram detectados pelos dois métodescaracterizacdo da microbiota em
diferentes propor¢des. Estas diferencas podencterido por diferentes fatores, como: método
de extracdo de DNA, capacidade de crescimento eim eeecultivo dos grupos dominantes e
amplificacdo diferencial das sequiéncias de rRNA h8&S reacdes de PCR. Por exemplo, é
conhecido que bactérias do génBarxillus sdo mais resistentes a degradacdo da paredercelula
(lise) na maioria dos métodos de extragdo de DNAs MNxtracbes a partir de DNA
metagendmico estes podem ser obtidos em menoraesidfcles mesmo sendo abundantes no
tubo digestivo. Desta forma, os trés métodos usadsse estudo: isolamerntovitro, DGGE e
sequenciamento da biblioteca de clones, sdo coreplames e permitem uma melhor
determinacéo da diversidade microbiana intestinal.

A andlise da comunidade bacterianaSddrugiperdapor DGGE sugere que a variacao
da estrutura das comunidades esta diretamenteéor&da com a origem das populagdes e tipo
de alimento consumido pelo inseto. Da mesma fombaervou-se uma grande variagdo na
densidade e abundancia relativa de bactérias qie g&tar relacionada a quantidade e tipo de
alimento consumido, ao estagio do processo digestivariagcdes fisiologicas das lagartas, pois
em um periodo anterior a ecdise as lagartas ceasamgestao de alimento repercutindo em

reducéo na densidade de microrganismos.
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As comunidades bacterianas de lagartas oriundasialiio em laboratério alimentadas
com dieta artificial, e natural (milho e algoddoymaram um agrupamento hierarquico com
maior similaridade, comparadas as amostras detdsgariundas de populacdo de campo e
alimentadas com algoddo, sorgo e arroz. As analiless agrupamentos hierarquicos dos
amplicons de rRNA 16S de bactérias do mesénter®.dsaccharalisindicaram uma maior
similaridade das comunidades em funcao do localbtita (amostras de uma mesma regiao) do
gue em funcdo da variedade de cana-de-acUcar.cdériba do trato digestivo de insetos podem
ser constitutivas, patdgenos oportunistas ou senmate serem adquiridas temporariamente
durante a alimentac&o. Fatores como condi¢cdes atalsetipo de solo e manejo agronémico da
cultura, podem induzir variagbes na microbiotaidestos.

As comunidades de bactérias do trato digestivibdeaccharalissdo compostas por
membros dos filos Proteobacteria, Bacteroidetesctndbacteria, sendo Proteobacteria o filo
predominante. A afiliacdo filogenética das seqiencieD. saccharalisrevelou que o género
Klebsiella esteve presente em todas as amostras analisaslalRdOs sugerem qudebsiella
devem ser bactérias constitutivas, podendo exafgema funcdo importante para o inseto tendo
alguma relagcdo vantajosa para o hospedeiro. Entogtas bactérias encontradas somente em
algumas das areas amostradas, podem ser caratdsrizamo microrganismos transientes,
relacionados as caracteristicas especificas d&oregi importantes para suprir algumas
necessidades particulares.

No trato digestivo d&. frugiperdaforam encontradas sequéncias de rRNA 16S dos filos
Proteobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes, Actiocthéga e Acidobacteria, sendo os dois
primeiros os mais abundantes. As comunidades derlzec variaram em funcdo da planta
hospedeira, entretant®alstonia e Hydrogenophilusestiveram presentes em insetos que se
alimentaram da maioria das plantas avaliadas. $epiga constante de alguns microrganismos na
maioria dos insetos indica que estes possam sipérdaveis, exercendo alguma funcéo vital
para o inseto ou desempenhando alguma relacdo ésicabiou comensal vantajosa para o
hospedeiro. Embora tenha sido avaliado um numequem® de amostras d& frugiperda
coletadas em campo, as analises indicam que asifiade de bactérias neste inseto foi maior de
gue emD. saccharalise que existe uma maior variagdo da comunidadeeti@ch emsS.
frugiperdaem funcéo da planta hospedeira. Isto pode indjoarexista ens. frugiperdauma

associacado entre o hébito alimentar polifago evarsidade e plasticidade microbiana. Os
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microrganismos podem auxiliar na superagcdo dasultifades inerentes as caracteristicas
fisiologicas de cada espécie de planta hospedasmampostos vegetais de defesa produzidos
pela herbivoria, provendo enzimas, alterando ogbiluzindo 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 € surpresmiar variagcdo na comunidade de bactérias de
S. frugiperdae D. saccharalisem diferentes plantas e regides. Resultados sentethforam
obtidos em estudos feitos em cupins (YANG et @05). A estrutura, atividade e variacao
temporal das comunidades microbianas do trato tilgeslos insetos é determinada por
complexas interagbfes do ambiente fisico, ciclo is@z@ a biologia do hospedeiro. Estes
microrganismos desenvolveram diferentes tipos dmcacOes mutualistas, comensalistas e
patogénicas com os insetos, podendo alguns delésssmitidos de geracdo para geracdo. As
vantagens da microbiota para o hospedeiro ja foiomstrada para alguns insetos. Em cupins,
que prosperam numa dieta rica em lignocelulosessygmm no intestino regides adaptadas para
abrigar uma microbiota com funcionalidades espeasfia fermentacdo microbiana é responsavel
pela producdo de grande quantidade de energiaientas para o hospedeiro.

A elevada cobertura de amostragem dos clones B#istbtas em todas as amostras
indica que a comunidade de microrganismos do tdigestivo desses insetos € reduzida
conseguindo obter uma boa cobertura em comparagague acontece quando € feita uma
avaliagdo dos microrganismos presentes em amad#ra®lo, por exemplo, onde a cobertura
pode chegar a 20-30%. A diversidade de microrgavesmm insetos pode variar desde
comunidades extremamente simples até complexas.

A diversidade de bactérias do mesénter8.deugiperdae D. saccharalisapresentaram
muitas similaridades. Na andalise comparativa dassttas de campo de. saccharalise S.
frugiperdapelo agrupamento hierarquico dos amplicons de rRE8 de bactérias por DGGE,
observou-se uma maior similaridade das comuniddéddsactérias no trato digestivo em funcgéo
do local de coleta. Por exemplo, observou-se utassahilaridade das lagartas DBesaccharalis
(cana-de-acucar RB835054 e SP81325@. erugiperda(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, pode fornecer subsidios para o
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desenvolvimento de técnicas inovadoras que podensseadas ao manejo integrado dessas

pragas nas culturas onde estas ocorrem causandizgse
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