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Nematoides entomopatogénicos: as duas

faces de uma simbiose

Entomopathogenic nematodes: two sides of a symbiosis

Daniela Peres Almenara'’?, Maira Rodrigues de Camargo Neves', Fernando Luiz
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Resumo. Nematdides entomopatogénicos sdo aqueles capazes de matar insetos. Essa
propriedade inseticida é decorrente de um tipo bastante peculiar de simbiose estabelecida
entre o verme e uma bactéria, sendo este Ultimo organismo o responsavel pela morte do inseto
em si. Além de oferecer dados interessantes para a compreensao biolégica dos mecanismos
envolvidos na manutencao de uma simbiose, os nematdides entomopatogénicos representam
uma ferramenta potencial para controle de insetos-pragas da agricultura e até mesmo de
aracnideos, como carrapatos. Adicionalmente, o estudo de bactérias entomopatogénicas vem
permitindo a identificacdo de diferentes compostos bioativos de origem microbiana.
Palavras-chave. Entomopatogénico; nematdide; simbiose; Photorhabdus; Heterorhabditis.

Abstract. Entomopathogenic nematodes are those capable of killing insects. This inseticide
property is due to a rather peculiar kind of symbiosis established between the worm and bacteria,
the latter being the main responsible for the death of the insect. Besides offering interesting
data to understand the biological mechanisms involved in symbiosis, the entomopathogenic
nematodes represent a potential tool to control insect pests in agriculture and even arachnids
like ticks. Additionally, the study of entomopathogenic bacteria is leading to the identification of
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different bioactive compounds of microbial origin.
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Nematoides Entomopatogénicos (NEPs)

Tradicionalmente, organismos parasitas sio definidos
como aqueles que vivem em associagdo com outro orga-
nismo (hospedeiro) do qual retiram meios para sua so-
brevivéncia e reprodugio, normalmente causando danos a
saude da espécie parasitada. E esta a defini¢io encontrada,
por exemplo, nos livros didaticos e nos dicionarios. Para-
sitar, portanto, seria a simbiose (associagdo bioldgica) na
qual um organismo vive junto de outro para tirar proveito,
explorar. Por essa razdo o termo é empregado nio somen-
te em Biologia, mas também pejorativamente, na lingua
portuguesa, para classificar as pessoas que nio trabalham
e vivem as custas de outras.

Uma idéia bastante difundida é a de que um parasita
eficiente seria aquele que causa pouco dano ao hospedei-
ro, numa forma de “preservar” seu ambiente de vida pelo
maximo de tempo possivel (Ebert & Herre, 1996). No en-
tanto, estudos mais recentes questionam essa afirmacéo ao
demonstrar uma crescente complexidade dentro deste ha-
bito de vida (ver a excelente discussdo de Maynard-Smith,
1998). Uma questdo fundamental no estudo da interagdo
parasita-hospedeiro é a reconstrugio da histéria deste tipo
de associacao ou, em termos mais bioldgicos, desta sim-
biose. E importante reunir dados na tentativa de definir

se os parasitas e seus hospedeiros estio coevoluindo, ou
seja, sofrendo alteragdes selecionadas em ambos os orga-
nismos durante toda a sua histéria evolutiva (a mudanca
de um acarreta mudancgas no outro, e vice-versa) ou, al-
ternativamente, se as caracteristicas observadas hoje sdo
frutos de uma mudanga exclusiva em uma das espécies,
promovida por uma pressdo seletiva decorrente da proé-
pria simbiose ou de outro fator ambiental. Neste segundo
cenario, a evoluc¢do das espécies pode até estar relacionada
de forma que as espécies se encontrem coadaptadas, mas
ndo esta atrelada a mecanismos de coevolugdo. Nem sem-
pre espécies coadaptadas coevoluiram, pois poderiam es-
tar evoluindo independentemente e s6 depois estabelecer
a simbiose, como discutido por Ridley (2006).

Uma simbiose bastante distinta diz respeito ao habi-
to de vida e reprodu¢io dos chamados nematoides ento-
mopatogénicos (NEPs), pertencentes a dois géneros dife-
rentes, Heterorhabditis e Steinernema. O termo entomopa-
togénico pode ser definido como capacidade de matar ou
causar patogenia em insetos e é aplicado amplamente em
biologia para os organismos que liberam toxinas e outras
substincias com atividade inseticida. Entre as espécies en-
tomopatogénicas mais estudadas encontram-se os fungos
que secretam substincias ativas contra diferentes ordens
de inseto e alguns aracnideos (Ortiz-Urquiza e cols., 2010;
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Campos e cols., 2010; Toledo e cols., 2010). Embora os
fungos sejam mais estudados e aplicados como fonte na-
tural de inseticidas, Nematoides Entomopatogénicos sio
os que melhor mostram a complexidade deste habito de
vida. Estes nematoides apresentam, durante seu ciclo de
vida (Figura 1), uma forma larval de resisténcia conhecida
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Figura 1. Ciclo de vida de nematoides do género Heterorhabditis

como Juvenil Infectante (JI), encontrada livre no solo. Este
JI possui duas cuticulas superpostas e seus orificios natu-
rais (boca e 4nus) encontram-se fechados, de forma a evi-
tar desseca¢do e conferir maior tempo de sobrevivéncia.
Dentro de seu tubo digestivo, os JIs carregam uma mono-
cultura de bactérias (Figura 2A). Estas bactérias perten-
cem a uma Unica espécie (uma para cada espécie de ne-
matoide) e permanecem com crescimento e metabolismo
controlado dentro do intestino do JI, até que este encontre
um inseto para infectar. Os JIs infectam este inseto adulto
ou larva, penetrando em orificios como boca, anus ou es-
piraculos ou ainda perfurando regides menos resistentes
do exoesqueleto. Algumas espécies de NEPs possuem um
dente corneo na regido anterior do corpo que facilita a pe-
netragdo (Figura 2B) Uma vez no hemoceloma (principal
cavidade do corpo do inseto), os JIs liberam as bactérias
neles contidas, iniciando uma infec¢io. Essas bactérias ra-
pidamente matam o inseto (normalmente entre 24 e 48
horas -Ciche & Ensign, 2003). As bactérias sdo, de fato,
as responsaveis pela morte do inseto: quando inoculadas
artificialmente, sdo necessarias menos de 10 células para
atingir a dose letal para 50% dos insetos (LD, < 10)(Mils-
tead, 1979). Além disso, nematoides livres de suas bac-
térias simbiontes sdo muitissimas vezes menos eficientes
para ocasionar a morte do seu hospedeiro (Han e Ehlers,
2000).

Assim que sdo liberadas no inseto, as bactérias colo-
nizam seus tecidos mas mantém o tubo digestivo dos mes-
mos intacto, de modo a evitar a contaminagdo por outras
bactérias ali presentes. Esses nematoides alimentam-se
dos nutrientes liberados na digestdo dos tecidos do inseto
e também das proprias bactérias que proliferam no cadé-
ver do inseto. De maneira semelhante ao que ocorre com
fungos entomopatogénicos, os nematoides e suas bacté-
rias sdo capazes de infectar diferentes ordens de insetos.
Em condi¢des de laboratorio esses nematoides sdo capazes

de infectar artrépodes de outras ordens, como carrapatos
(Monteiro e cols., 2010).

Heterorhabditis e Photorhabdus

Heterorhabditis é o género de nematoides entomopato-
génicos mais frequentemente encontrado no Hemisfério
Sul. Este género ¢ o unico da familia Heterorhabditidae.
Sdo nematoides da ordem Rhabditida, a mesma que inclui
o organismo-modelo Caenorhabditis elegans, primeiro
animal a ter seu genoma sequenciado (TCESC, 1998).

O ciclo de vida de espécies de Heterorhabditis ocorre
dentro do cadaver do inseto infectado. Apds a entrada no
inseto, o JI se desenvolve em uma fémea hermafrodita, ca-
paz de se autofertilizar. Esta fémea retém os ovos no inte-
rior de seu corpo até que eles eclodam e as larvas rompam
os tecidos e a cuticula da mae, matando-a, um fenémeno
conhecido como Endotoquia Matricida. Livres no interior
do cadaver do inseto, os juvenis de segunda geracdo, re-
cém-liberados se alimentam e se desenvolvem em fémeas
e machos. Estes adultos se reproduzem e esse ciclo envol-
vendo fémeas e machos se repete até que se esgotem os
nutrientes do inseto infectado (Poinar Jr, 1990). Quando
isso ocorre, juvenis do estadio 1 (J1), sem recursos para a
reprodugdo de novas geracdes, passam por um estadio J2
modificado que levard esses individuos a um estadio equi-
valente ao J3, o estddio JI. Os nematoides desse estadio
retém sempre um indculo de bactéria em seu intestino, e
sdo liberados para o meio externo, onde permanecem até
nova infecgéo.

Trabalhos recentes com Heterorhabditis indicam que
a transmissdo de bactérias para as formas juvenis ocor-
re a partir das bactérias do intestino das fémeas herma-
froditas. As bactérias atravessam as células intestinais do
corpo da fémea e ficam disponiveis para os juvenis recém-
-eclodidos. Desse modo, pode-se dizer que o fenémeno
da endotoquia matricida é responsavel por garantir que
somente as bactérias simbiontes sejam tranferidas para a
prole (Ciche e cols, 2008). Nas geragoes seguintes, a proli-
feracdo exclusiva da bactéria simbionte é controlada pela
secre¢do de toxinas e metabolitos secunddrios.

As bactérias simbiontes de Heterorhabditis perten-
cem ao género Photorhabdus. E um género que compre-
ende bactérias mdveis, gram negativas, geralmente biolu-
minescentes, pertencentes a familia Enterobacteriaceae,
subdivisdo y das Proteobacteria (Fischer-Le Saux e cols.,
1999). Esta familia de bactérias engloba uma série de es-
pécies de importancia médica e veterindria, incluindo os

bactérias
50 pm

Figura 1. Fotomicrografia de contraste de interferéncia (Nomar-
ski) de Juvenis Infectantes de Heterorhabditis indica (LPP1). (A)
Photorhabdus sp. retida no interior do intestino. (B) Regido an-
terior com destaque para o dente cérneo.
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patégenos humanos Escherichia coli, Salmonella spp. e
Yersinia spp. O género Photorhabdus é o tinico que pos-
sui espécies bioluminescentes terrestres, embora esta ca-
racteristica ndo seja obrigatoria. Espécies de Photorhab-
dus podem ser mantidas em laboratdrio, dissociadas do
nematoide entomopatogénico. Quando estas bactérias
entram na fase estaciondria da sua curva de crescimento,
elas secretam ativamente diversos produtos para o meio
de cultura, incluindo lipases, fosfolipases, proteases e an-
tibidticos (Forst e cols, 1997). Estes produtos sdo, prova-
velmente, os mesmos secretados na hemolinfa dos insetos.

Na natureza, as estratégias utilizadas pelos JIs para
infectar insetos nao sdo padronizadas. JIs de Heterorha-
bditis apresentam comportamento do tipo “cruiser”, pois
vagam pela agua intersticial do solo até encontrar um in-
seto. Ja em JIs de espécies do género Steneirnema é comum
o comportamento de emboscada, quando o JI se posicio-
na de forma a interceptar um inseto que se movimente
proximo. Ja no laboratério, a maioria dos estudos envol-
vendo Heterorhabditis e Photorhabdus utilizam o lepiddp-
tero (ordem que inclui borboletas e mariposas) Galleria
mellonella como inseto a ser infectado. A dose que mata
50% das larvas de Galleria (DL, ) é de cinco unidades for-
madoras de colonias de Photorhabdus (5 UFC). Ha uma
forte correlagdo entre a taxa de crescimento bacteriano e
o tempo decorrido para a morte das larvas de lepiddpte-
ros (Clarke, 2008). Estes dados sugerem fortemente que
os produtos do metabolismo bacteriano liberados no in-
seto tém o papel de matar e digerir os tecidos dos insetos,
além de prevenir a infecgdo por fungos e outras bactérias
oportunistas.

Heterorhabditis bacteriophora e sua bactéria sim-
bionte Photorhabdus luminescens sio as espécies entomo-
patogénicas mais estudadas. No Brasil, algumas linhagens
de nematoides entomopatogénicos de duas outras espé-
cies, Heterorhabditis baujardi e Heterorhabditis indica
(Dolinski e cols., 2008), ja foram isoladas e sdo mantidas
em laboratdrio, juntamente com as linhagens de bactérias
simbiontes correspondentes. Esses isolados foram obtidos
a partir de JI's presentes em amostras de solo da cidade de
Monte Negro, no estado de Rondonia

Nematoides entomopatogénicos e controle
biolégico

A propriedade dos nematoides entomopatogénicos de
infectar diferentes ordens de insetos despertou grande
interesse da comunidade cientifica para uma possivel
aplicagdo no controle biolégico de pragas, principalmente
aquelas cujo estagio larval ocorre no solo.

De fato, em paises do hemisfério norte, a utilizagdo
de nematoides entomopatogénicos para controle de pra-
gas agricolas remonta ao final do século XIX (Ehler, 1990).
Atualmente, existem empresas especializadas na produgédo
em massa de NEPs e de formulag¢des prontas para a aplica-
¢do. Um dos estudos mais recentes envolvendo a aplica¢ao
de NEPs no campo diz respeito ao controle de uma larva
de mariposa que ataca culturas de améndoas. A espécie de
nematoide empregada é Steinernema carpocapsae, abun-
dante na América do Norte e a eficiéncia obtida foi bas-

tante significativa, atingindo até 78% de morte para larvas
e pupas (Chambers e cols., 2010). Também recentemente,
verificou-se sucesso no emprego de NEPs para o contro-
le de um besouro praga de palmeiras (Dembilio e cols.,
2010) e outro que ataca culturas de cerejas e magas (Pere-
ault e cols., 2009). Fatores como a redugdo do emprego de
pesticidas sdo importantes argumentos a favor do empre-
go de NEPs em controle bioldgico. No entanto, o alto cus-
to de produgio e aplicagdo restringe esse uso a culturas de
alto valor comercial como algumas frutas (Gaugler, 2002).

Embora a utilizagao de NEPs tenha baixo potencial
de impacto ecoldgico quando comparado, por exemplo, a
inseticidas quimicos, é de fundamental importéncia que
a espécie de nematoide utilizada seja compativel com a
cadeia ecoldgica presente no solo, evitando riscos de dese-
quilibrio na flora natural do ambiente. Além disso, todos
0s possiveis impactos negativos encontram-se limitados a
area tratada, uma vez que a mobilidade dos JIs é baixa e a
continuidade do ciclo reprodutivo depende da presenca
do inseto. Diante dessas considerac¢des, a identificacio e
caracterizagdo de espécies nativas sdo de grande impor-
tancia para o emprego de NEPs em controle biolédgico.

A primeira descri¢cdo de uma espécie entomopatogé-
nica brasileira foi feita por Pereira em 1937 e, até recente-
mente, esta era a Unica espécie descrita. Em 2006, Andalé
e colaboradores descreveram Heterorhabditis amazonen-
sis, e em 2008, Dolinski e colaboradores identificaram os
isolados de H. baujardi e H. indica, todos eles na regido
Amazoénica. Este trabalho despertou a atengido para o uso
de NEPs para controle bioldgico em territdrio nacional.

No Brasil, uma das iniciativas de sucesso foi o em-
prego de juvenis infectantes de H. indica no controle da
lagarta-do-cartucho (Spodoptera frugiperda), uma praga
de milho (Garcia e cols., 2008). Anélises conduzidas no
campo mostram que esta espécie de NEP encontrada no
Brasil produz resultados semelhantes aqueles decorren-
tes do controle utilizando Steinernema, embora no caso
de Heterorhabditis as quantidades de JIs aplicadas sejam
maiores. Também ja foram conduzidos experimentos com
Heterorhabditis spp. para o controle do “bicho da goiaba”
(Conotrachelus psidii), uma larva de besouro responsavel
por grande prejuizo econdémico na produgio dessa fruta
(Dolinski e cols, 2006).

Para fins de aplicagdo, os NEPs podem ser produzi-
dos em grandes quantidades tanto in vivo quanto in vitro.
No caso das infeccbes in vivo, o inseto mais utilizado é
Galleria mellonella, que apresenta um rendimento de 0,5
x 10° - 4 x 10° JIs por larva infectada, dependendo da es-
pécie de nematoide (Grewal e cols., 2001). Existem dife-
rentes técnicas para cultivo in vitro, muitas delas ainda em
fase de aperfeicoamento. A cultura em meio sélido, pro-
posta por Bedding em 1984 permite rendimento em torno
de 10° JIs por grama de meio, enquanto as técnicas empre-
gando meio liquido e fermentadores podem resultar em
aproximadamente 500 JIs /ml (Islaz-Lopez e cols., 2005).
Formulagées contendo NEPs podem ser aplicadas com os
pulverizadores tradicionais, utilizados na aplicagdo roti-
neira de defensivos agricolas.
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Photorhabdus e compostos bioativos

Estudos com diferentes sistemas de intera¢do bactéria-
-hospedeiro levaram a descrigao de diversos mecanismos
e vias responsaveis pela manuten¢ao dessa relagdo e a des-
coberta de varias moléculas envolvidas em patogenicida-
de, viruléncia e controle da resposta imune do inseto. O
género de bactéria entomopatogénica Photorhabdus esta
se destacando como modelo para estudos de relagdes bac-
téria-hospedeiro (Clarke, 2008).

O genoma de Photorhabdus luminescens da linha-
gem TTO1 (aproximadamente 5,6 x 10 pares de bases) ja
foi completamente sequenciado. Ele contem 4389 genes
para proteinas, que codificam um nimero muito grande
de toxinas, maior que o de outras bactérias patogénicas
descritas. Muitas destas toxinas sdo secretadas, responsa-
veis provavelmente pela morte do inseto parasitado (Du-
chaud e cols., 2003). Também, gragas a anélise do genoma,
foi detectada a presenca de 22 Joci genéticos que contém
genes codificadores para policetideo sintases (PKSs), pep-
tideo sintases ndo-ribossdémicas (NRPSs) e quimeras des-
sas duas enzimas, que, em outras bactérias, ja foram carac-
terizadas como componentes de vias de sintese moléculas
com atividade antibiética (McDaniel e cols., 1999; Fisch-
bach e Walsh, 2006). No total, 6% do genoma parecem es-
tar envolvidos na biossintese de pequenas moléculas bio-
ativas, derivadas do metabolismo dessas enzimas. Esses
dados sdo bastante significativos; o género Streptomyces,
uma fonte classica de moléculas antibidticas, por exemplo,
tem apenas 3% do genoma relacionado a sintese desse tipo
de metabolito. (Clarke, 2008). Muitos produtos bioativos
explorados comercialmente sdo derivados da atividade de
enzimas do tipo PKS ou NRPS (Bumpus e Kelleher, 2008).
Também ja foram realizados os sequenciamentos dos ge-
nomas de P. asymbiotica (Wilkinson e cols, 2009) e P. tem-
perata, estando os ultimos resultados em fase de finaliza-
¢do e andlise. Pasymbiotica é a iinica espécie desse género
de bactérias associada a casos de infec¢des oportunistas
em humanos (Gerrard e cols., 2006).

As primeiras toxinas de Photorhabdus caracteriza-
das (toxinas Tc e Mcf) sdo exemplos de proteinas envolvi-
das no controle da resposta imunoldgica do inseto infecta-
do, através da indu¢io de apoptose nas células do sistema
imune. Essa propriedade téxica também foi verificada em
células de mamiferos (Waterfield e cols., 2001; Daborn e
cols., 2002; Au e cols., 2004; Dowling e cols., 2004, Wa-
terfield e cols., 2005). Os trabalhos de Brugirard-Ricaud
e cols. (2004a, 2004b) caracterizaram a proteina efetora
LopT, capaz de impedir processos fagociticos fundamen-
tais para o estabelecimento de uma resposta imunolégi-
ca completa por parte do inseto hospedeiro. Além disso,
bactérias do género Photorhabdus produzem compostos
que inibem a enzima fosfolipase A2 do inseto infectado.
Esta enzima estd envolvida na biossintese de eicosandides
reguladores da resposta imunoldgica celular (Kim e cols.,
2005; Stanley, 2006).

Dentre os metabolitos secundarios previstos nas
andlises genomicas, apenas 3 foram caracterizados até
o momento. Primeiramente, Derzelle e colaboradores
(2002) identificaram e caracterizaram um grupo de genes

envolvidos na biossintese de um antibiético b-lactamico
do grupo dos carbapenenos (carbapenens), comumente
empregados contra bacilos gram-negativos, cocos gram-
-positivos e microorganismos anaerdbios (Bradley e cols.,
1999).

Também foi demonstrada a biossintese de um pig-
mento do tipo antraquinona (Brachmann e cols., 2007). E
o primeiro exemplo de biossintese de antraquinonas por
bactérias gram-negativas. Afun¢do desse pigmento em P
luminescens ainda ndo é conhecida, mas sabe-se que a mo-
lécula apresenta uma atividade antibiética fraca.

O terceiro locus analisado esta relacionado & bios-
sintese de estilbenos e encontra-se presente em diversas
linhagens diferentes de Photorhabdus (Joyce e cols., 2008).
Estilbenos sao moléculas sintetizadas normalmente por
plantas, com efeitos bioldgicos variados, tais como: anti-
bidticos (Willians e cols., 2005), antiinflamatorios (Kim e
cols., 2008), antitumorais (Surh, 2003; Cao e cols., 2008), e
neuroprotetores (Orhan e cols., 2008). Entre os estilbenos
mais conhecidos estd o resveratrol, encontrado na casca
da uva. Esta molécula apresenta efeitos bastante benéficos
para a saude humana e sua possivel biossintese por bac-
térias representaria um importante resultado dos pontos
de vista biotecnolodgico e farmacéutico (Katsuyama e cols.,
2008). A atividade nematicida de estilbenos ja foi demons-
trada. O trabalho de Hu e colaboradores (1999) descreveu
a purificagdo, a partir de culturas de Photorhabdus lumi-
nescens, do 3,5-dihidroxi-4-isopropil-estilbeno e mostrou
sua atividade contra nematoides de diferentes espécies,
incluindo a espécie modelo Caenorhabditis elegans. Ou-
tros estilbenos ja se mostraram ativos contra o nematoide
Bursaphelenchus xylophilus, causador de patologia para
espécies de arvores do género Pinus e relacionado a im-
portantes perdas econdmicas para a industria de madeira
de reflorestamento (Kohno e cols., 2007). Também ja foi
identificada, em P. luminescens TT01, uma via relaciona-
da a biossintese de um estilbeno com atividade antibidtica
(Willians e cols., 2005).

A caracterizagdo de metabdlitos secunddrios na li-
nhagem MN7, isolada no Brasil, ainda estd em fase de re-
alizagdo. Purificagdes preliminares indicam a presenca de
um estilbeno, cuja atividade bioldgica esta sendo testada
pelo nosso grupo, no laboratério de Biologia Molecular
de Nematoides (http://www.icb.usp.br/~cewinter/) em
colabora¢io com o Laboratério de Quimica de Produtos
Naturais (http://www2.iq.usp.br/docente/majokato/)
do Instituto de Quimica, ambos da Universidade de Sao
Paulo.

Como mostramos nesta revisao, os nematoides en-
tomopatogénicos que inicialmente foram utilizados para
controle de pragas, tornaram-se modelos biologicos bas-
tante interessantes. O estudo aprofundado desta simbiose
particular permitiu desvendar mecanismos que vao da
imunologia de invertebrados a fisiologia de bactérias e in-
teragdo patdgeno-hospedeiro (Eleftherianos e cols., 2010).
Os desdobramentos dos resultados resumidos nesta curta
revisdo permitem prever a utilizagdo futura dos nematoi-
des entomopatogénicos como modelos para estudos em
outros campos do conhecimento bioldgico.
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