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Introducao

Os insetos sao os organismos de maior sucesso sobre a Terra, em parte, por
causa da capacidade de se alimentar de uma ampla variedade de dietas (ISHIKAWA,
2003). Muitas dessas dietas apresentam deficiéncias nutricionais que, em parte, podem
ser supridas por microrganismos (TAMAS et al., 2002). Assim, os microrganismos
durante milhdes de anos de evolucao influenciaram o desenvolvimento e a sobrevivéncia
dos insetos, quer servindo de alimento, quer fornecendo vias metabdlicas novas; 0s
insetos, por sua vez, permitiram a disseminacdo desses microrganismos (BERENBAUM,
1988; WERNEGREEN, 2004; SCHULTZ et al., 2005).

O termo simbiose foi utilizado pela primeira vez por Anton Bary, em 1879, para
definir uma associacao intima entre organismos de diferentes espécies, normalmente
entre um hospedeiro e um microrganismo (RIO et al., 2003). Apesar de a simbiose
representar todas as relacoes do parasitismo até o mutualismo, o termo € normalmente
utilizado para relacoes onde ha beneficio mutuo.

Muitos microrganismos estao envolvidos no processamento alimentar dos insetos.
Por exemplo, insetos que se alimentam de dietas de dificil digestao por causa da
presenca de moléculas complexas (BREZNAK; BRUNE, 1994; CAZEMIER et al., 2003;
SUH et al., 2003), dietas com deficiéncias nutricionais, como o floema, deficiente em
lipidios e aminoacidos essenciais, e sangue, pobre em varias vitaminas do complexo B
(DADD, 1985; RAINEY et al., 1995, ADAMS; DOUGLAS, 1997; BYNE et al., 2003).
Outros microrganismos sao necessarios para desintoxicacao do material vegetal (DOWN,
1989) e mesmo na defesa do inseto contra invasdes de patégenos e ataque de
parasitoides (OLIVER et al., 2003; DILLON; DILLON, 2004). Os microrganismos podem
estar presentes tanto interna como externamente ou manter ou nao uma relacao
complexa com o hospedeiro, mas a maioria das relacoes ecolbgicas entre
microrganismos e insetos é construtiva (ALVES, 1998).
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As relagbes simbitticas nutricionais em vdrias ordens de insetos desenvolveram-se
independentemente com diferentes tipos de microrganismos. Alguns grupos de
insetos desenvolveram sistemas de cultivo onde o simbionte fungico é mantido
externamente servindo de alimento para o inseto — ectossimbiose. Outros grupos
mantém relacdes mais intimas carregando os simbiontes internamente — endossimbiose;
esses simbiontes podem ainda estar presentes no limen do intestino na forma livre,
os extracelulares, ou dentro de células especializadas, os intracelulares (Fig. 1)
(DOUGLAS, 1989, 1998: STEVENS et al., 2001; DILLON; DILLON, 2004, WERNEGREEN,
2004).

O estudo desses simbiontes teve um grande avanco nas ultimas décadas
principalmente com o desenvolvimento de técnicas moleculares gue permitiram uma
melhor compreensé&o dessas interacées até entdo desconhecidas.
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Fig. 1. Relacdes simbidticas entre insetos e seus microrganismos.
Fonte: adaptado de Kitano e Oda (2006).
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Simbiontes externos
os insetos que cultivam fungos

Ha milhGes de anos, insetos pertencentes a trés ordens distintas Isoptera,
Hymenoptera e Coleoptera, desenvolveram a habilidade de cultivar fungos especificos
como alimento. Dois desses grupos de insetos “fazendeiros” ficaram dependentes
das colheitas cultivadas e desenvolveram sociedades divididas em castas que cooperam
em sistemas de cultivo complexos (MUELLER; GERALDO, 2002).

Esses fungos sao cultivados sob condicoes especificas, em que os insetos
associados regulam o crescimento dos fungos em jardins especialmente preparados,
permitindo o desenvolvimento controlado e sadio. Na falta desses insetos, os jardins
s30 rapidamente tomados por contaminantes microbianos, caracterizando-se assim
uma relacao de interdependéncia entre os fungos e os insetos. Os insetos associados
também previnem a ocorréncia de acaros e nematoides, invasores comuns que
contaminam os jardins com esporos de outros fungos (CURRIE et al., 1999; CURRIE,
2001; FARRELL et al., 2001).

A simbiose com fungos permitiu as formigas, térmitas e besouros-das-ambraésias
ocuparem nichos com recursos abundantes, mas que se encontravam inacessiveis.
Assim, com suas complexas inter-relacbes com seus simbiontes, esses insetos
desempenham papel importante em seus ecossistemas e em alguns casos sao
considerados pragas importantes nos sistemas agricola-florestais (MUELLER; GERALDO,
2002).

Besouros-das-ambrosias — subfamilias
Scolytinae e Platypodinae

Os coledpteros, conhecidos como besouros-das-ambrdsias, pertencentes as
subfamilias Scolytinae e Platypodinae, escavam extensas galerias nas arvores para se
alimentar e ovipositar (CASSIER et al., 1996). Sao conhecidas aproximadamente 3.400
espécies que cultivam fungos em galerias e que desenvolveram estratégias de
alimentacdo e manipulacdo de varios tipos de substratos fungicos. Alguns desses insetos
sd0 considerados pragas florestais importantes, por causas dos danos que debilitam
as plantas atacadas (PAINE et al., 1997; VAN ZANDT et al., 2003).

Alguns desses coledpteros possuem micangias, que podem variar de invaginacoes
simples e rasas a estruturas mais complexas associadas a glandulas e células secretoras
para a aquisicao e o transporte de fungos (SIX, 2003). O termo micangia, por exemplo,
tem sido aplicado para estruturas como a ranhura na dobra toréacica de Dentroctonus
frontalis Zimmermann (HAPP et al., 1971), pontuacdes na cabeca de Scolytus ventralis
LeConte (LIVINGSTON; BERRYMAN, 1972) e caminhos nas setas plumosas em
Pityoborus spp. (FURNISS et al., 1987). Alguns autores utilizam a denominacao

253



254

Bioecologia e nutricao de insetos — Base para o manejo integrado de pragas

pseudomicangia quando essa nao esta associada as células glandulares (CASSIER et al.,
1996).

A relacao entre os besouros e os fungos se caracteriza como mutualistica quando
o inseto se alimenta diretamente do fungo ou quando o fungo debilita a planta,
facilitando a alimentacao pelo inseto. Em contrapartida, os insetos permitem o bom
desenvolvimento e uma transmissao eficiente do fungo, e caso os besouros sejam
retirados, os jardins se deterioram rapidamente em razdo do crescimento excessivo
dos fungos que congestionam as galerias ou ao alastramento de contaminantes
(WOOD; THOMAS, 1989). Como os térmitas e as formigas, os besouros-das-ambroésias
protegem o jardim fungico de contaminantes prejudiciais e as larvas crescem em uma
dieta fungica (BEAVER, 1989).

Alguns fungos de ambrdsia crescem vegetativamente e sé sao encontrados em
galerias escavadas por esses coledpteros, sugerindo uma associacdo obrigatoria
(FARRELL et al., 2001).

As interacdes de coledpteros e seus fungos sdo multifacetadas e complexas.
Elas dependem do estagio do inseto, e os efeitos sobre o desenvolvimento do inseto
dependerao do vigor do hospedeiro e da composicao da flora fungica associada (PAINE
et al., 1997). De modo geral, essa associacao esta relacionada com a nutricdo do
inseto, em que o fungo modifica os constituintes vegetais, facilitando sua assimilacao.
A madeira é uma fonte pobre em vitaminas, esterdis e outros nutrientes, e os fungos,
ao utilizarem a planta como substrato, convertem os nutrientes presentes em formas
mais digeriveis pelo inseto (SIX, 2003). Em contrapartida, os besouros oferecem um
meio de disseminacdo aos fungos, e, nas micangias, os fungos ficam protegidos da
dissecacao (BEAVER, 1989).

Coppedge et al. (1995) observaram que D. frontalis séo maiores e mais férteis
quando se desenvolvem na presenca do fungo simbionte, quando comparado com
insetos criados na auséncia do fungo. Ayres et al. (2000) demonstraram uma evidéncia
gue suporta a teoria de que os fungos podem concentrar nitrogénio. Ao comparar
duas espécies de besouros, com e sem micangia, demonstraram que os insetos sem
micangia necessitavam consumir mais floema para obter o nitrogénio necessario para
o desenvolvimento. Outras funcdes desempenhadas pelos simbiontes fungicos incluem
limitar o crescimento de outros fungos e, em alguns casos, contribuir para a
comunicacao quimica do inseto (HUNT;, BORDEN, 1990).

Formigas — subfamilia Myrmicinae - tribo Attini

Ha 50-60 milhdes de anos, as formigas-cortadeiras da tribo Attini, encontradas
nas regides Neartica e, principalmente, Neotropical, adquiriram a habilidade de cultivar
fungos (BASS; CHERRETT, 1994). Atualmente existem 190 espécies conhecidas, em
que cada género ou espécie mantém diferentes espécies de fungos (MUELLER et al.,
2001).
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Essa associacao esta presente desde o inicio da col6nia quando as futuras rainhas
partem da col6nia-mae e levam consigo em uma bolsa infrabucal um pellet do indculo
fungico, que servira de nucleo para um novo jardim (MUELLER et al.,, 1998, 2001).
Apesar de esse comportamento permitir uma propagacao vertical e vegetativa do
fungo, estudos genéticos ndo encontraram uma correlacdo estreita entre as espécies
de formigas e seus respectivos fungos. Isso se deve ao fato de as formigas,
ocasionalmente, substituirem seu fungo domesticado por fungos de vida livre e por
outros fungos de outras col6nias (MUELLER et al., 1998; GREEN et al., 2002).

As colonias dessa tribo sdo dependentes dos fungos para sua alimentacao e a
prole é criada em uma dieta exclusivamente fungica. Por isso, essas formigas
desenvolveram a capacidade de cultivar os fungos em camaras subterraneas, sobre
substratos de cultivo que variam dependendo do género da formiga, podendo ser
fragmentos de folhas e flores. Os géneros Atta e Acromyrmex usam exclusivamente
folhas e flores frescas cortadas e transportadas para o ninho. Estudos recentes
ampliaram consideravelmente a compreensao da evolucdo da simbiose entre as
formigas Attini e seus fungos (CHAPELA et al., 1994; MUELLER et al., 1998, 2001;
CURRIE et al., 1999; GREEN et al., 2002).

Para proteger seus jardins de um fungo parasita do género Escovopsis, que
causa reducao na produtividade e crescimento do fungo simbionte, as formigas Attini
usam antibioticos derivados de bactérias mantidas em regides especializadas dos
proprios corpos (CURRIE et al., 1999; CURRIE, 2001; POULSEN et al., 2003). As bactérias
pertencem ao género Streptomyces, um género de bactérias de solo que foi usado
pela indUstria farmacéutica para a descoberta de antibiéticos modernos. Além disso,
as operarias realizam a remocdo mecanica de contaminantes e isolam areas dos jardins
que se apresentam contaminadas com outros fungos (BASS; CHERRETT, 1994).

Térmitas — subfamilia Macrotermitinae

Existem mais de 2.600 espécies de térmitas, porém apenas a subfamilia
Macrotermitinae da familia Termitidae, com aproximadamente 330 espécies
conhecidas, desenvolveu uma relacao simbidtica externa com fungos do género
Termitomyces (tribo Termitomyceteae, Tricholomataceae familia Basidiomycotina),
tornando-se dependentes do cultivo de fungos para alimentacdo (ABE et al., 2000;
BIGNELL; EGGLETON, 2000). Cultivar fungos permitiu que esse grupo de térmitas se
tornasse um dos mais importantes decompositores no Velhno Mundo. Os térmitas
que cultivam fungos podem ser encontrados tanto nas florestas como nas savanas
do Velho Mundo, mas sdo ecologicamente dominantes nas savanas (AANEN;
EGGLETON, 2005).

O género mais comum de fungo cultivado pertence ao género Termitomyces
(Basidiomicotina), sendo esse um dos poucos organismos capazes de digerir lignina.
Esse fungo cresce sobre as fezes dos térmitas em estruturas especiais na colonia,
semelhantes a um pente. Essa estrutura é mantida pelos térmitas por adigao continua
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de substrato vegetal pré-digerido enquanto o material mais velho do pente é consumido
(BIGNELL; EGGLETON, 2000; ROULAND-LEFEVRE, 2000). Os térmitas forrageiam em
madeira e outros materiais vegetais e ingerem conjuntamente esporos do fungo que
sao misturados no intestino. Esses esporos sobrevivem a passagem intestinal e sao
depositados no bolo fecal onde o fungo se desenvolve e degrada o material vegetal e
assim permite a assimilacdo pelo térmita JOHNSON et al., 1981).

Segundo Aanen et al. (2002), a origem dessa relacao simbiotica entre térmitas e
fungos é simétrica para ambos com uma simples origem sem retorno a estagios nao
simbidticos, sendo ambos dependentes dessa relacdo. Aanen e Eggleton (2005)
acreditam que o local de origem desse mutualismo esta nas florestas tropicais da
Africa, onde térmitas da subfamilia Macrotermitinae e o fungo do género Termitomyces
sd0 abundantes por causa da alta umidade e temperatura. Nas savanas essa relagao
se mostrou fundamental, pois, nas savanas, em razao da baixa umidade, a decompo-
sicao é mais lenta e o fungo ndo encontra condicdes para se desenvolver. O térmita
encontrou alimento em abundancia, mas que so poderia ser explorado com auxilio do
fungo. Assim, os jardins garantiriam as condicdes ideais para desenvolvimento do
fungo, que serviria de alimento para os térmitas.

Apesar de as duas principais simbioses com fungos em insetos sociais
apresentarem muitos aspectos semelhantes, elas sdo essencialmente diferentes.
Os simbiontes fungicos das formigas Attini raramente frutificam e sao propagados
vegetativamente, dispersando verticalmente pelas rainhas (MUELLER et al., 2001;
GREEN et al., 2002). Em contraste, os simbiontes de Macrotermitinae produzem corpos
de frutificacdo sexuais favorecendo a aquisicao horizontal de simbiontes, embora haja
excecoes (KATOH et al., 2002).

Coldnias de térmitas de Macrotermitini e formigas Attini estao entre os
fendmenos mais impressionantes da natureza. Algumas colonias chegam a ter o volume
de milhares de litros, com um sistema complexo de camaras e galerias que pode
resistir durante décadas. O estudo dessas inter-relacdes mostra o quanto podemos
aprender com esses insetos que se alimentam de fungos, e esse conhecimento pode
nos fornecer novas pistas de como manter sistemas agricolas complexos e sustentaveis
(SCHULTZ et al., 2005).

Simbiontes internos

Acredita-se que a maioria dos organismos da classe Insecta esta envolvida em
algum tipo de simbiose, e a maior parte dessas relacdes é compartilhada com bactérias
(RIO et al., 2003), mas organismos mais complexos como fungos e protozoarios também
podem estar presentes (BREZNAK; BRUNE, 1994; OHKUMA; KUDO, 1996, BRUNE,
2003). Simbiontes microbianos sao os principais catalisadores evolutivos ao longo dos
quatro bilhdes de anos de vida na Terra, moldando grande parte da evolucao de
organismos complexos (McFALL-NGAI, 2002; WERNEGREEN, 2004).
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O habitat primario desses microrganismos é o trato digestério de seus hospedeiros
que comporta uma grande variedade de microrganismos nao-patogénicos que podem
ser agentes de uma associacdo mutualistica (HACKSTEIN; STUMM, 1994; CAZEMIER
etal., 1997: VRIES et al., 2001; EICHLER; SCHAUB, 2002). O estudo dessa microbiota
é um componente importante para o entendimento da biologia dos insetos (DILLON;
DILLON, 2004). Algumas espécies de insetos, nas mais variadas ordens, apresentam
estruturas modificadas no trato digestorio para conter e manter esses microrganismos
(DOUGLAS, 1989).

A flora bacteriana no trato digestoério dos insetos abriga, em sua maioria, bactérias
gram-negativas e bactérias coliformes sao frequentemente encontradas (DILLON;
DILLON, 2004; HIROSE et al., 2006). Muitas dessas bactérias podem ser multiplicadas
em meio de cultura e sao encontradas facilmente no meio ambiente, sendo por isso
habitantes casuais do trato digestério (HIROSE et al., 2006).

Um dos principais fatores que limita a pesquisa com associacoes simbioticas € a
dificuldade de cultivar a maioria dos microrganismos fora do hospedeiro (WILKINSON,
1998). Contudo, a eliminacdo dos microrganismos do inseto tem se mostrado de
valor para avaliar os efeitos dessa associacdo (DALE; WELBURN, 2001; VRIES et al,,
2001; YUSUF; TURNER, 2004).

Varias abordagens tém sido adotadas para eliminar os microrganismos, entre
elas podem ser citadas: tratamento com calor, lisozimas e antibiéticos, mas nenhum
método é utilizado de forma generalizada por causa das particularidades de cada
inseto. O tratamento com calor é Util apenas quando o hospedeiro apresenta tolerancia
térmica maior que o simbionte, sendo esse método utilizado para varios coledpteros e
0 uso de lisozimas esta em desuso por causa dos efeitos nos tecidos do hospedeiro
(DOUGLAS, 1989). O método mais amplamente adotado é a desinfec¢ao do inseto de
seus simbiontes por meio de terapia com antibiéticos, administrados oralmente, ou
por injecao (WILKINSON, 1998).

Com o advento das técnicas moleculares modernas, o estudo da microbiota de
insetos teve um grande avanco, permitindo a identificacdo de espécies de bactérias
sem a necessidade de cultivo em meio de cultura, através da amplificacao de sequéncias
altamente conservadas de DNA ribossomal 16S (O'NEILL et al., 1992; BRAUMAN et al.,
2001: ZCHORI-FEIN; BROWN, 2002). O segiienciamento do genoma permitiu verificar
as similaridades entre os simbiontes, como ocorreu sua evolucao e qual maquinaria
bioquimica esta codificada nos genes (WERNEGREEN, 2002; DEGNAN et al., 2005).

Protozoarios

O zodlogo americano, L.R. Cleveland, em 1923, foi o primeiro a reconhecer que
a alimentacao baseada em celulose dos térmitas estava relacionada com uma associacao
mutualistica com os protozodrios intestinais (SLAYTOR, 1992; BRUNE; STINGL, 2005).
A relacdo é formada onde o hospedeiro se beneficia da habilidade de os simbiontes
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produzirem enzimas que quebram a celulose (O'BRIEN; BREZNAK, 1984; BREZNAK;
BRUNE, 1994). Acreditava-se que os térmitas necessitariam exclusivamente das enzimas
produzidas pelos protozoarios, mas apenas 25 % dos térmitas (térmitas basais na
escala evolutiva) apresentam protozoarios no intestino posterior, e os demais térmitas
apresentam atividade celulolitica endégena (SLAYTOR et al., 1997). Mesmo os térmitas
que possuem protozodrios apresentam atividade enzimatica endogena (SLAYTOR, 1992;
INOUE et al., 1997; WATANABE; TOKUDA, 2001).

Segundo Nakashima et al. (2002), apesar de os térmitas basais apresentarem
celulases endogenas, as enzimas provenientes dos simbiontes seriam necessarias para
suportar o metabolismo do hospedeiro. Essa € uma explicacao para o fato de os térmitas
basais, apesar de produzirem enzimas endégenas, serem dependentes dos protozoarios
intestinais para sobrevivéncia em uma dieta de celulose.

Algumas espécies de protozodarios simbiontes ndo podem sobreviver quando os
térmitas sao alimentados em dieta a base de amido, o que caracteriza uma relacéo de
dependéncia. A diversidade de protozoarios encontrados no intestino talvez decorra
do fato de as diferentes espécies de flagelados serem especializadas em outros
componentes da madeira além da celulose (INOUE et al., 2000). A maioria do
endoxilanase em Reticulitermes speratus (Kolbe) fica situada no intestino posterior e €
perdida pela remocdo de protozoarios por meio de irradiagao ultravioleta. Os efeitos
de dietas artificiais na composicdo da comunidade de protozodrios confirmam que
diferentes espécies de flagelados estdo envolvidas na degradacao de celulose (INOUE
et al., 1997).

Simbiontes secundarios

Simbiontes secundarios ou facultativos sdo aparentemente habitantes recentes
de insetos (CHEN: PURCELL; 1997). Esses microrganismos transferem-se entre espécies
de hospedeiros e apresentam alguns beneficios na biologia do hospedeiro, como
tolerancia de temperatura (CHEN et al., 2000; SANDSTROM et al., 2001; MONTLLOR
etal., 2002) e aumento na resisténcia contra desenvolvimento de parasitoides em
afideos (OLIVER et al., 2003). Também foi sugerido que comensais possam influenciar
caracteristicas como suscetibilidade de hospedeiro para doencas e a transmissao de
outros microrganismos, como infecgao por tripanossomas em Glossina spp. (WELBURN
et al., 1993). A Tabela 1 apresenta alguns exemplos dessas relacoes.

Fsses simbiontes poderiam representar uma fase intermediaria entre um estilo
de vida livre para uma simbiose obrigatéria, em que os microrganismos séo transmitidos
verticalmente e indispensaveis para seu hospedeiro e o parasita facultativo cujos modos
horizontais de transmissao foram tipicamente associados com viruléncia (FUKATSU
et al., 2000).

Alguns simbiontes secundarios podem empregar mecanismos semelhantes a
parasitas intracelulares, superando os desafios de entrar e compartilhar as células do
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Tabela 1. Principais exemplos de simbiontes internos (endossimbiontes) encontrados em

insetos.
Bactéria

Simbiontes obrigatérios

Buchnera spp.

Carsonella sp.
Tremblaya sp.
Wigglesworthia

Blochmannia

Endossimbionte primario
de Sitophilus oryzae (Sope)

Baumannia

Simbiontes secundarios

Nocardia

Sodalis

Simbionte tipo R

Hospedeiro

Acyrthosiphon pisum
(Hemiptera: Aphidoidea)

Schizaphis graminum
(Hemiptera: Aphidoidea)

Baizongia pistacea
(Hemiptera: Aphidoidea)

Psilideos
Cochonilhas

Glossina spp.
(Diptera: Glossinidae)

Camponotus spp.
(Hymenoptera: Formicidae)

Sitophilus oryzae
(Coleoptera: Curculionidae)

Homalodisca coagulata
(Hemiptera: Cicadellidae)

Rhodius spp. (Hemiptera:
Triatomidae)

Glossina spp. (Diptera:
Glossinidae)

Afideos

Funcao do
simbionte

Aminoacidos
essenciais

Aminoacidos

Vitaminas do
complexo-B

Aminoacidos e
acidos graxos

Vitaminas e
incremento
da atividade
enzimatica

Desconhecido

Vitaminas do
complexo-B

Desconhecido,
possivelmente
nutricional

Resisténcia a
parasitéides

Referéncia

Douglas, 2006
Tamas et al., 2002
Van Ham et al., 2003

Thao et al., 2000
Baumann et al., 2002

Zientz et al., 2004
Gil et al., 2003

Heddi et al., 1998

Moran et al., 2003

Eichler e Schaub,
2002

Aksoy et al., 1995

Oliver et al., 2003

hospedeiro, evitando as reacoes de defesa de hospedeiro, e multiplicando-se dentro
do ambiente celular do hospedeiro (HENTSCHEL et al., 2000). Dados moleculares dos
endossimbiontes secundarios identificaram genes que sdo necessarios para
patogenicidade (DALE et al.,, 2001, 2002). Tais caminhos podem ter utilidade geral
para bactérias associadas com células de hospedeiro e podem ter evoluido no contexto

de interacoes benéficas.

Simbiontes em Heteroptera

Muitos heteropteros possuem apéndices no trato digestorio chamados “cecos”
ou criptas de bactérias. Estes sao de varias formas e tamanhos e abrigam sempre
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grande numero de microrganismos. Hemipteros das familias Pentatomidae,
Scutelleridae, Corimelaenidae invariavelmente possuem essas estruturas para comportar
bactérias que poderiam ter relacdes simbidticas (STEINHAUS, 1967).

Hirose et al. (2006) verificaram que na regido dos cecos em Nezara viridula (L.)
(Hemiptera: Pentatomidae) (Fig. 2) havia uma baixa concentracao de bactérias cultura-
veis, mas por meio de técnica molecular foi possivel detectar a presenca de uma bacteria,
que estava presente também na superficie dos ovos (HIROSE et al., 2006, PRADO
et al., 2006). O numero de unidades formadoras de colénias bacterianas (UFC) em
meio LB, presentes no V1 a V3 foram, respectivamente, 5,0 x 10*a 1,0 x 106 UFCe 1,0
a1,5x 108 UFC; em V4 (regido dos cecos gastricos) esse nimero foi reduzido para 0 a
3,0 x 10° UFC.

Em muitos casos, a associacdo entre microrganismos e insetos € casual e
transitoria, em que os microrganismos sdo, provavelmente, derivados do alimento do
inseto (DOUGLAS, 1989). Hirose et al. (2006) encontraram Klebsiella pneumoniae em
Nezara viridula (L.) (Hemiptera: Pentatomidae) proveniente de insetos criados em
laboratério, e é possivel que essa bactéria tenha sido adquirida pelo inseto por meio
do alimento e tenha se adaptado as condicoes do inseto criado em laboratério, nao
causando danos significativos & colénia e ajudando a prevenir o estabelecimento de
microrganismos nocivos. Por exemplo, as colonizagoes de gafanhotos (livres de germes)
por Pantoea agglomerans foram favorecidas pela presenca de duas espécies indigenas,
K. pneumoniae subsp. pneumoniae e Enterococcus casseliflavus. A simples inoculagao
com esses trés isolados foi suficiente para estabelecer uma populacao que persistiu
por varias semanas alimentadas com dietas estereis (DILLON; DILLON, 2004).

Fig. 2. Detalhes da regiao dos cecos gastricos (V4) do percevejo-verde, Nezara viridula
(Hemiptera: Pentatomidae), formado por quatro corddes de cecos e traquéias (tubulos de
coloracao prateada): (A) Parte proximal; (B) Parte mediana, setas indicando um dos cordoes

de cecos; e (C) Parte distal, seta indicando final dos cecos e inicio do reto.
Fonte: Hirose (2005).
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Hirose et al. (2006) verificaram a presenca de uma bactéria (identificada como
proxima a Pantoea sp.) restrita a regido dos cecos gastricos, sinalizando para uma
relacdo simbidtica entre o inseto e a bactéria. A natureza dessa relacao e sua importancia
ainda necessitam de estudos adicionais. Insetos apossimbiontes nao apresentaram
problemas no desenvolvimento e reproducao (PRADO et al., 2006).

Goodchild (1978), estudando Piezosternum calidum (F.) (Hemiptera:
Pentatomidae), encontrou evidéncias que apoiam a hipotese de que o intestino médio
apresenta uma bactéria simbiotica proveniente dos cecos gastricos. Abe et al. (1995)
confirmaram a presenca de um simbionte em Plautia stali Scott (Hemiptera:
Pentatomidae) em que a transmissao do simbionte foi inibida pela desinfeccdo da
“superficie dos ovos e as ninfas ndo se tornaram adultas por causa da mortalidade
causada por infeccdes oportunistas de microrganismos, como fungos ou bactérias
dos géneros Serratia e Staphylococcus.

Triatomideos, em razdo de sua dieta restrita ao sangue, sao dependentes de
bactérias simbioticas que sdo transmitidas dentro da populacdo via coprofagia.
O primeiro simbionte bacteriano foi Rhodococcus rhodnii, um actinomiceto, descoberto
em Rhodnius prolixus Stal (ERIKSON, 1935). As espécies Triatoma infestans Klug,
T sordida (Stal) e Panstrongylus megistus (Burmeister) possuem respectivamente as
sequintes bactérias simbiontes, Nocardia sp., Gordinia sp. e Rhodococcus equi (EICHLER,;
SCHAUB, 2002).

Esses endossimbiontes permitem aos seus hospedeiros sobreviver em dietas
restritas, que se constituem como Unica fonte alimentar. Assim, os simbiontes fornecem
aos seus respectivos hospedeiros suplementos nutricionais como aminoacidos e
vitaminas do complexo B (BUCHNER, 1965; NOGGE, 1981). A perda do simbionte
resulta em prejuizo para o hospedeiro, como esterilidade, reducao no crescimento e
menor longevidade (NOGGE, 1981). Insetos apossimbiontes apresentam uma série de
efeitos deletérios, como alongacdo do periodo larval, incremento na mortalidade,
disturbios na digestdo e excrecao. Esses efeitos podem ser reduzidos através da infecgao
dos insetos apossimbiontes com os simbiontes ou quando alimentados com dietas
ricas em vitamina B (EICHLER; SCHAUB, 1997).

Bactérias intestinais podem contribuir com a digestao de alimentos e produzir
vitaminas essenciais, mantendo patogenos potenciais sob controle (DILLON; DILLON,
2004). O sistema digestdrio de insetos é particularmente vulneravel ao ataque de
patdgenos, parasitas e organismos oportunistas ingeridos com o alimento (LEHANE
etal., 1997).

Existem outros aspectos da associacao entre insetos e microrganismos que devem
ser considerados; é importante reconhecer que muitas relaces sao formadas entre
insetos e uma comunidade microbiana e ndo uma simples interagdo uma a uma.
Outro aspecto ¢ que comunidades microbianas ndo sao, necessariamente, constantes
em composicao ou funcionalidade através do curso da interagdo (KAUFMAN et al.,
2000).
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Simbiontes primarios ou obrigatérios

Os simbiontes intracelulares sao especialmente presentes em trés grupos de
insetos na ordem Blattodea, na ordem Hemiptera e na familia Curculionidae da ordem
Coleoptera (DASCH, et al., 1984). Estima-se que 10 % dos insetos necessitam de
bactérias intracelulares para o seu desenvolvimento e sobrevivéncia (BAUMANN et al.,
2000).

Podemos considerar simbiontes primarios quando esses sdo essenciais para a
sobrevivéncia e reproducao do hospedeiro que, na maioria das vezes, se alimenta em
dietas desequilibradas como seiva de planta, sangue ou celulose. Esses simbiontes
primarios encontram-se dentro de células especializadas do hospedeiro chamado
bacteridcitos ou micetocitos (BAUMANN et al., 2000; MORAN; BAUMANN; 2000).
O termo micetocito foi criado porque os primeiros simbiontes observados eram fungos,
assim, as células que comportam simbiontes bacterianos sdo mais corretamente
denominadas bacteriocitos, contudo o termo micetdcito continua a ser utilizado
independentemente do simbionte que a célula comporta (ISHIKAWA, 2003).

Como exemplos de simbiontes intracelulares obrigatérios temos: Buchnera em
afideos, Wigglesworthia em moscas do género Glossina (DALE; WELBURN, 2001),
Blochmannia em formigas (SCHRODER et al., 1996; DEGNAN et al., 2005; COOK,;
DAVIDSON, 2006), Carsonella em psilideos (THAO et al., 2000), e Blattobacterium em
baratas (Tabela 1). Essas bactérias vivem exclusivamente dentro de células de hospedeiro
e s30 transmitidas maternalmente aos descendentes.

Andlises filogenéticas moleculares demonstram a estabilidade desses mutualistas
obrigatérios por longos periodos evolutivos, variando de dezenas a centenas de milhoes
de anos, 0 que permitiu aos seus hospedeiros explorarem fontes nutricionais e habitats
inadequados. Assim, a aquisicdo desses microrganismos pode ser vista como uma
inovacao fundamental na evolugdo do hospedeiro (MORAN; TELANG, 1998). Em virtude
de a transmissao desses simbiontes ser estavel de geragao para geracao (transmissao
vertical) e por longos perfodos de tempo, esses genomas citoplasmicos sao vistos
como analogos a organelas, com significativa reducdo (ZIENTZ et al., 2001; MORAN,
2002; WILCOX, et al., 2003).

Buchnera

Apenas insetos da ordem Hemiptera utilizam a seiva do floema como a principal
ou Unica fonte de alimento. Esse estilo de vida evoluiu varias vezes entre os hemipteros,
envolvendo a maioria dos Sternorrhyncha e muitos Auchenorrhyncha (DOLLING, 1991 ).
Em razdo das qualidades nutricionais desbalanceadas do conteudo floematico, todos
os hemipteros que se alimentam unicamente de seiva elaborada necessitam de
microrganismos simbiontes (DOUGLAS, 2006).
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Buchnera é uma protobactéria gram-negativa que domina a microbiota dos
afideos que representam mais de 90 % de todas as células microbianas nos tecidos do
inseto. Essa bactéria vive no interior de células polipldides grandes, chamados
bacteriécitos que se agrupam em estruturas bilobadas chamadas bacteriomas, situadas
adjacentes aos ovariolos. Dentro dos bacteriécitos, cada célula de Buchnera é separada
do contetdo citoplasmatico por uma membrana originaria da célula hospedeira
chamada membrana simbiossomal (DOUGLAS, 2003). Essas bactérias sdo transferidas,
verticalmente, diretamente das maes para os embrides na fase de blastoderme
(BUCHNER, 1965; MIURA et al., 2003).

Em alguns aspectos, a seiva elaborada é excelente para a dieta do animal por
ser um alimento “pré-digerido” com altas concentracdes de aguicar provendo uma
fonte abundante de carbono e nitrogénio na forma de aminodcidos livres, além de ser
livre de toxinas e deterrentes alimentares, pois compostos secundarios tendem a ser
localizados no apoplasto e nos vactolos das células, apesar de existirem excecoes
(BRUDENELL et al., 1999; THOMPSON; SCHULZ, 1999). Apesar disso, a seiva elaborada
possui dois problemas nutricionais principais, que podem ser descritos como barreiras
de nitrogénio e acuicar que os insetos devem sobrepor para poder se alimentar desse
material.

O crescimento e a fecundidade dos insetos fitofagos sdo geralmente limitados
pelo nitrogénio em duas formas: a quantidade de nitrogénio, a quantidade total de
nitrogénio disponivel e a qualidade desse nitrogénio ou sua composicao. Essa questao
de qualidade surge porque animais sdo incapazes de sintetizar 9 dos 20 aminoacidos
essenciais necessarios para a sintese de proteinas. Se a concentracdo de um desses
aminoacidos for baixa, ocorre prejuizo na sintese de proteinas que afeta o
desenvolvimento do inseto (DOUGLAS, 1998).

A relacdo entre os aminoacidos essenciais e nao-essenciais fica em torno de 1:4
a 1:20. Essa relacdo é considerada baixa quando comparada com a relacdo de 1:1 nas
proteinas animais; por isso, os aminoacidos essenciais contidos no floema sao
insuficientes para suportar o crescimento dos afideos (DOUGLAS, 2006).

A evidéncia de que Buchnera fornece aminoéacidos essenciais pode ser obtida
de trés formas: nutricional, fisiol6gica e gendmica. As provas nutricionais e fisiologicas
dependem do desenvolvimento de dois grupos de técnicas: eliminar a Buchnera dos
afideos com os antibiéticos, gerando insetos apossimbiontes, livre dos simbiontes
bacterianos; e criar esses insetos com dietas definidas que podem ser manipuladas
(DADD, 1985; WILKINSON, 1998). Por meio de dietas com deficiéncias de aminoacidos
é possivel verificar quais aminoacidos sao sintetizados pela Buchnera ja que insetos
apossimbiontes s6 poderiam se desenvolver em dietas com todos os aminoacidos
essenciais (DOUGLAS, 1998).

Experimentos fisiolégicos complementares demonstram que afideos com
Buchnera podem sintetizar aminoacidos essenciais por meio de precursores como a
sacarose e o aspartato (DOUGLAS, 1989; FEBVAY et al., 1999; WILKINSONet al., 2001;
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BIRKLE et al., 2002). Na Fig. 3 sao apresentados os aminodacidos essenciais
disponibilizados pela maquinaria bioquimica das bactérias simbioticas.

A evidéncia gendmica de que Buchnera fornece aminoacidos essenciais para 0s
afideos esta demonstrada para Acyrthosiphon pisum (Harris) (SHIGENOBU et al., 2000),
Schizaphis graminum (Rondani) (TAMAS et al., 2002) e Baizongia pistacea (L.)
(van HAM et al., 2003). A Buchnera em todos esses insetos possuem genomas entre
0,62 Mb-0,64 Mb (milhdes de bases) com poucos genes com 553 a 630 genes.
Esses estudos sugerem que os affdeos se sobrepoem a barreira de nitrogénio imposta
pela alimentacdo no floema.

O seqiienciamento do genoma completo da bactéria endossimbiotica Buchnera
aphidicola em vérias espécies de afideos revelou uma extensa perda de genoma
(SHIGENOBU et al., 2000; TAMAS et al., 2002; Van HAM et al., 2003), mas nao tem
revelado a base genética para a interagao entre as bactérias e células do hospedeiro.
As adaptacoes fundamentais que permitem a incorporagao das bactérias em células
de hospedeiro podem ser codificadas entao pelo genoma do hospedeiro.

Célula do hospedeiro

Aminoacidos Aminoacidos
nio-essenciais essenciais fornecidos
pelo simbionte
Alanina
Asparagina Arginina
Aspartano Isoleucina
Glutamina Buchnera Lisina
Glutamato Blochmannia Histidina
Prolina _— Vias _ Fenilalanina
Serina bioguimicas Treonina
Tirosina : Triptofano

Valina

Fig. 3. Dependéncia entre hospedeiro e bactéria. O hospedeiro necessita de vias bioquimicas
do simbionte para sintetizar aminoacidos essenciais e o simbionte necessita dos aminoacidos
nao-essenciais que se encontram no citoplasma da célula hospedeira.

Wigglesworthia

A mosca tsé-tsé Glossina spp. (Diptera: Glossinidae) é um importante vetor de
protozoarios causador da doenca do sono em humanos e outras enfermidades em
animais. Esses insetos alimentam-se exclusivamente de sangue durante todos os estagios
de desenvolvimento, o que apresenta deficiéncias nutricionais, as quais sao supridas
por simbiontes. Varios microrganismos tém sido reportados em tecidos desse hospedeiro
e descobertas recentes confirmaram que esses organismos representam trés associacoes
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distintas. Dois desses simbiontes sdo membros de Enterobacteriaceae: um simbionte
primério do género Wiggesworthia e um simbionte secundario do género Sodalis
(AKSOY et al., 1995). A terceira associacao € relatada com bactérias do género
Wolbachia (CHENG et. al., 2000).

E dificil estudar as funcoes dos simbiontes na mosca tsé-tsé. Tentativas de eliminar
os simbiontes com antibiéticos, lisozimas e anticorpos especificos tém resultado em
retardo no desenvolvimento e reducao na producao de ovos. A capacidade reprodutiva
pode ser parcialmente restaurada quando insetos apossimbiontes recebem suplementagao
com vitaminas do complexo B, sugerindo que os endossimbiontes provavelmente estao
envolvidos no metabolismo desses compostos (NOGGE, 1981). Essa evidéncia é
reforcada ao analisar o genoma de Wigglesworthia que possui a habilidade de sintetizar
varias vitaminas, incluindo biotina, thiazole, acido lipdico, FAD (riboflavina, B2), folato,
pantotenato, tiamina (B1), pirodixina (B6), proto-heme e nicotiamina (ZIENTZ et al.,
2004).

Wigglesworthia vive intracelularmente dentro de células epiteliais especializadas,
organizadas em bacteriomas localizadas na parte anterior do intestino médio. Essas
bactérias encontram-se no citoplasma dos bacteriécitos (CHEN et al., 1999).

Esse simbionte priméario ndo infecta o ovo, mas é maternalmente transmitido
para a larva via secrecao das glandulas de leite. A mosca tsé-tsé tem uma reproducao
vivipara, uma fémea adulta produz um Unico ovo, por vez, que se desenvolve
internamente. Apds um periodo de maturacdo e muda dentro do adulto, a larva de
terceiro instar é depositada e empupa (CHENG; AKSQY, 1999).

Blochmannia

Blochmannia é um simbionte obrigatério bacteriano associado exclusivamente
as células de formigas do género Polyrhachis, Colobopsis e Camponotus (DASCH et al.,
1984: SCHRODER et al., 1996; SAMESHIMA et al., 1999; SAUER et al., 2002; DEGNAN
et al., 2005). Esse simbionte tem sido estudado extensivamente em Camponotus, um
género especializado em secrecdes de plantas e exudados de afideos (DAVIDSON et al.,
2004).

Os afideos, apds a digestao e assimilagao do floema, eliminam residuos ricos em
aclicares e aminoacidos que sao aproveitados por outros insetos. Entre esses, algumas
espécies de formigas exploram essa fonte alimentar recolhendo as gotas de néctar
diretamente das secrecdes dos afideos, criando uma relacdo entre as formigas e os
affdeos (DOUGLAS, 2006).

Apesar de a composicdo do néctar liberado pelos afideos ser mais balanceada
em relacao aos aminoacidos essenciais, comparado com o floema, € possivel que a
parte dos aminoacidos adquirida pelas formigas que se alimentam de néctar seja
fornecida por simbiontes intracelulares.
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O genoma Blochmannia retém genes que permitem a biossintese de todos os
nove aminoacidos essenciais, além de acidos graxos, sugerindo que a bactéria tenha
um papel na nutricao da formiga (GIL et al., 2003).

Endossimbionte principal de Sitophilus oryzae (Sope)

O principal simbionte intracelular do género Sitophilus (Coleoptera:
Curculionidae) foi denominado Sope (Sitophilus oryzae principal endosimbiont) por
Heddi et al. (1998). Trata-se de uma bactéria gram-negativa localizada nos ovérios de
adultos e em bacteriomas nas larvas. Esse simbionte cresce em nimero durante a fase
larval, acumulando-se nos bacteriomas localizados no apice dos cecos gastricos. Ao
atingir a fase adulta, o nimero de bactérias decresce e ap6s trés semanas desaparece
completamente. Contudo, as fémeas retém esses simbiontes em um bacterioma apical
nos ovarios e, dessa forma, transmitem o simbionte para a progénie. Dessa forma, a
simbiose nesses gorgulhos parece ser necessaria apenas durante a fase larval e no
infcio da fase adulta (HEDDI, 2003).

As larvas de Sitophilus alimentam-se, essencialmente, do albimen dos cereais,
que apresentam deficiéncias nutricionais como &cido pantoténico, biotina e riboflavina,
aminoacidos aromaticos, fenilalanina e tirosina. Heddi et al. (1999) testou a possibilidade
de Sope fornecer parte desses nutrientes, com dietas com suplementacdo de acido
pantoténico e riboflavina, e observou que as diferencas no desenvolvimento entre
insetos normais e apossimbiontes sdo atenuadas quando os insetos sdo alimentados
com dieta suplementar.

Interacoes simbioticas nao nutricionais

Um organismo que tem sido exaustivamente estudado em razao de uma serie
de alteracbes que causam no hospedeiro é a Wolbachia, uma o-protobactéria que
infecta os 6rgdos reprodutivos de muitos artropodos, podendo ser transmitida
horizontalmente, para infectar populagdes novas, e verticalmente pela transferéncia
maternal (NODA et al., 2001). Hospedeiros infectados por Wolbachia podem sofrer
incompatibilidade reprodutiva, partenogénese e feminilizacdo (WARREN, 1997,
ISHIKAWA, 2003).

Recentemente, outro microrganismo pertencente ao grupo Cytophaga-
Flexibacter-Bacteroides (CFB) foi descoberto e também causa alteracoes reprodutivas
(HUNTER et al., 2003). Apesar da importancia desses microrganismos na compreensao
da especiacdo de muitos artropodos (BORDENSTEIN et al., 2001), aparentemente, a
sua presenca nao garante um melhor desempenho do hospedeiro. Estudos em
gendmica nos mecanismos da Wolbachia forneceram novas informacdes de como
ocorre a integracdo hospedeiro-simbionte e as suas consequéncias. Além disso,
desde que os hospedeiros e simbiontes, freqiientemente, tenham interesses evolutivos
diferentes, podem ser entendidas as caracteristicas diversas de associacoes inseto-
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bactéria como resultados diferentes na negociacao de conflitos genéticos
(WERNEGREEN, 2004).

Consideracoes finais

O estudo da simbiose entre microrganismos e insetos pode responder a uma
série de questoes sobre o sucesso dos insetos Nos mais diversos ambientes. A obtengao
de genomas completos dos endossimbiontes com uma ampla diversidade ecolégica e
filogenética permitird uma comparacao mais rica e possibilitara o teste de modelos
evolutivos existentes.

Uma aplicacao pratica na pesquisa com simbiontes é a possibilidade de manipular
os simbiontes bacterianos em insetos-vetor de doencas infecciosas como malaria,
dengue, mal de Chagas, doenca do sono, importantes causadores de mortalidade
principalmente em paises subdesenvolvidos (ALPHEY et al., 2002; AKSQOY, 2003). Assim,
ha possibilidade de manipulacao desses endossimbiontes para controlar populacoes
de vetores no campo, ou tornar os simbiontes incompativeis com agentes causais das
doencas. Estudos ja demonstram evidéncias de que a manipulacao dos endossimbiontes
6 uma estratégia promissora para reduzir o perfodo de vida do inseto ou limitar a
transmissao dos parasitos (BROWNSTEIN et al., 2001; AKSQY, 2003).

Com relacdo as pragas agricolas, o desvendamento das inter-relacdes dos insetos
com seus simbiontes abre oportunidades para elaborar medidas de controle sofisticadas
e eficientes. Uma vez conhecido o papel dos simbiontes sobre insetos-praga, a sua
manipulacdo quer por via gendmica ou bioguimica quer por via convencional (por
exemplo, eliminar ou selecionar simbiontes com o uso de antibiéticos) surge como
uma possibilidade real para mitigar 0 impacto das pragas nas culturas. Claramente,
faltam ainda estudos mais avancados para se atingir esses objetivos, mas 0s avangos
recentes no estudo dos simbiontes de insetos sugerem que isso possa vir a ser alcangado
num futuro nao muito distante.
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