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1. Introducao

Os neméodes dos  géneros
Seinernema e Heterorhabditis sao
patdgenos de insectos.  Estes
nematodes formam uma simbiose
obrigatéria com duas
Enterobacteriaceae, Xenorhabdus e
Photorhabdus associadas respectiva-
mente a cada um dos nemétodes
referidos. Este complexo sO se
desenvolve no interior de insectos e
as bactérias ndo tém vida indepen-

dente do nematode (ver caixa 1).

Desde os anos 30 que estes
nematodes entomopatogénicos
(NEPs) tém sido utilizados em
controlo de pragas agricolas (ver
caixa 2). S8o vérias as caracteristicas
gque fazem dos NEPs agentes de
controlo biolégico (BCAS) de grande
interesse: tém um largo espectro,
procuram activamente o hospedeiro,
apresentam uma elevada viruléncia e
tém atas taxas de reproducdo. Em

Os nemétodes s&o vermes cilindricos, ndo segmentados e sem
apéndices (Fig. 1). Podem ter vida livre, ser predadores ou parasitas.
Muitas das espécies parasitas podem causar doenca em plantas, animais
e humanos. No entanto, outras espécies ha que sdo benéficas na medida
em que parasitam insectos-praga de culturas. De entre eles, destacam-se
0s nematodes entomopatogénicos dos géneros Steinernema e
Heterorhabditis. Estes nematodes sdo englobados no grupo dos
patdégenos tal como as bactérias, os fungos e os virus, talvez por estarem
associados simbioticamente com uma Enterobacteriaceae, dos géneros
Xenorhabdus e Photorhabdus, que os estados infectantes (lJs) do
nematode transportam num diverticulo do intestino. Estes IJs localizam o
hospedeiro pela deteccdo de produtos de excregdo dos insectos, niveis
de CO, e gradientes de temperatura e iniciam a infec¢do penetrando o
insecto pelas cavidades naturais (boca, espiraculos e anus) e invadem a
cavidade geral onde libertam a bactéria simbionte causando a morte do
insecto por septicémia no espago de 24-48 h. Os nematodes alimentam-
se dos tecidos do hospedeiro e células da bactéria simbionte,
desenvolvem-se até atingirem o estado adulto, acasalam e reproduzem-
se no interior do insecto. Quando os nutrientes escasseiam da-se o
aparecimento de novos estados infectantes que abandonam o cadaver do
insecto, procuram e infectam novo hospedeiro.

termos de  seguranga,  estes
complexos sdo considerados
ambientalmente seguros e ndo

téxicos para mamiferos estando, por
isso, isentos de registo e
regulamentacdo nomeadamente na
maioria dos paises da Unido
Europeia e nos Estados Unidos (veja-
se Ehlers e Hokkanen, 1996 em
Recomendagdes da OCDE) o que
simplifica consideravelmente a sua
utilizacdo e o desenvolvimento e
comerciaizacdo de novas
formulagBes. A partir dos anos 90 e
com o crescente interesse pelas
plantas transgénicas resistentes a
insectos, estes patdgenos comegaram
a ser investigados para identificacdo
de genesinsecticidas.

O presente texto detalha aspectos
ligados a utilizagcéo destes nemétodes
engquanto BCAs e engquanto fonte de
genes insecticidas. Numa perspectiva
de BCAs tem-se feito um especial
esforco i) na seleccdo de novos
patovars e no melhoramento
genético de isolados com maior
potencial; ii) na compreensdo das
condic¢des ecoldgicas de aplicacdo de
modo a favorecer a sobrevivéncia do
patébgeno e a infeccdo e iii) na
producdo em massa. No que se refere
a sua exploragdo enquanto fonte de
genes insecticidas tem-se dado
particular atencdo aos factores de
viruléncia da bactéria simbionte.

2. Seleccao e
Melhoramento

Numa perspectiva de utilizacdo em
controlo de insectos, as
caracteristicas do complexo que tém

sido consideradas como mais
relevantes no complexo nematode-
bactéria dizem respeito i) a

viruléncia do estado infectante (1J),
ii) a0 espectro de hospedeiros, iii) a
toleréncia as condi¢des ambientes e
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O primeiro relato da utilizagdo de nematodes entomopatogénicos no
controlo de insectos data dos anos 30 e foi feito contra o escaravelho
japonés, Popillia japonica na costa Leste dos EUA. A partir dos anos 70
tém sido inUmeras as aplicacdes de Steinernema e de Heterorhabditis
com sucesso contra lepidopteros, coledpteros e dipteros, pragas de
plantas. Também se tém feito aplica¢gfes contra insectos com importancia
em saude publica, nomeadamente mosquitos vectores, piolhos em
humanos, carragas em animais e térmitas e baratas em ambientes
domeésticos.

Os melhores resultados tém sido obtidos em insectos do solo e em
insectos em galerias aonde os nematodes se podem deslocar e alcancar
a praga, superando mesmo o0 uso de pesticidas. A aplicacdo em
ambientes controlados, como sdo as estufas, conduz a resultados
comparaveis aos obtidos com pesticidas. Outra das areas de grande
interesse sdo as plantas em viveiro aonde a aplicagdo se tem
considerado de grande sucesso. As aplicagdes contra insectos que vivem
nas folhas tem tido menor sucesso, devido a susceptibilidade do estado
infectante a radiagfes e a dessecacdo. Embora alguns ensaios tenham
mostrado que o uso de aditivos protectores podem aumentar a eficacia do
nematode a sua utilizacao é ainda muito limitada.

Nos Agores estes BCAs tém sido experimentados com sucesso em
pequenos ensaios de controlo do escaravelho japonés, Popillia japonica

unipuncta (Fig. 3).

(Fig. 2) e em laboratério contra a lagarta das pastagens, Mythimna

iv) a sobrevivéncia fora do
hospedeiro.

A variabilidade encontrada em novos
isolados é grande e tem permitido a
seleccdo de isolados naturais com
caracteristicas fenotipicas cada vez
mais adequadas as condicdes
especificas de cada aplicagdo. Em
especial, a recolha e seleccdo de
isolados de maior viruléncia tem
motivado um particular interesse nos
investigadores e utilizadores destes
BCAs sendo, actualmente, o aspecto
determinante em toda a utilizacdo de
NEPs. Embora determinante numa
perspectiva de aplicagdo inoculativa
a persisténcia do 1J, fora do
hospedeiro, ndo tem merecido
patticular atencdo. Ha, porém,

isolados naturais cujos 1Js
apresentam uma capacidade de
sobrevivéncia no solo muito grande.

Apesar da variabilidade natura
existente, a obtencdo dos BCAs mais
adequados aos fins desgjados pensa-
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se que tera de passar pelo
melhoramento genético. Mostrou-se
gue os vaores de heriditariedade de
caracteres como a capacidade de
procurar o hospedeiro e atolerancia a
UV eam eevados em H.
bacteriophora, o que deixa admitir
gque a aplicacdo de cruzamentos
selectivos seria uma metodologia
apropriada a seleccdo  destes
caracteres (Glazer et a., 1991). Foi
aplicando esta metodologia em
S.carpocapsae que se fez o
melhoramento da capacidade de
procura do hospedeiro e da eficacia
do parasitismo (Gaugler & Campbel,
1991; Tomalak, 1994). No entanto,
0s resultados obtidos em laboratério
ndo foram confirmados no campo,
necessitando-se, por isso, de um
conhecimento mais aprofundado dos
mecanismos de transmissdo. Umavia
aternativa parece ser o]
mel horamento por engenharia
genética que tem sido aplicada, com
sucesso, a organismos  muito
préximos destes, nomeadamente a
Cenorhabditis eleganse Escherichia
coli. Porém, para desenvolver um
projecto de engenharia genética é
necessario conhecer alguns dos

Figura 1. Estado infectante de Steinernema carpocapsae. Em detalhe a vesicula (v) aonde é

transportada a bactéria simbionte.
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Figura 2. Aplicacdo de NEPs em microparcelas contra o escaravelho japonés na Ilha Terceira

(Acores).

mecanismos nomeadamente o da
viruléncia, que sO recentemente
comegam a ser identificados.

Salvo a penetragdo do complexo no
hemocélio do hospedeiro em que se
admite apenas a participacdo do
estado infeccioso do nemétode, todas
as outras etapas do processo
patogénico devem ter a participagéo
de ambos os agentes. Na realidade,
ambos os agentes secretam inUmeras
enzimas e outras proteinas com
actividade toxica e com actividade
depressora do sistema de defesa do
insecto. Sejam quais forem os
mecanismos, € um facto que na
viruléncia deste complexo deve
participar um ndmero relativamente
importante de genes, o que dificulta
particularmente a definicdo de
estratégias de melhoramento
genético.

Desde ha anos que 0 nosso
laboratério tem vindo a desenvolver
investigacdo no melhoramento do
complexo Heterorhabditis
bacteriophora-Photorhabdus

luminescens. Essa investigagéo, tem
por objectivo a construgdo de um
novo complexo nematode—bactéria
transformada. Para tal, tem-se feito
por um lado, o cruzamento de linhas
homozigéticas de H. bacteriophora
obtidas a partir da seleccdo de dois
isolados naturais distintos, um de
grande viruléncia e outro de grande
capacidade de sobrevivéncia, por

outro lado, procede-se a modificacdo
da bactéria simbionte pela super-
expresséo de uma protease envolvida
NO Processo patogeéni co.

3. Condicdes Ecologicas
de Aplicacéao

Como se verifica com todos os BCAs
0 sucesso das aplicacles esté ligado
as condigdes ambientais em que se
fazem. Os nematodes sdo
particularmente sensiveis a falta de
humidade e sfo inactivos a baixas
temperaturas. Para aplicagdes contra
insectos que se desenvolvem em

ambientes frios tem-se pesquisado
estirpes activas a baixas temperaturas
enguanto que, contra insectos activos
a temperaturas elevadas mas com
baixa humidade, se tem recorrido as
aplicacbes suplementares de &agua
elou as aplicagbes das |IJs
directamente através dos sistemas de
irrigacéo.

4. Producdo em Massa

Nos ultimos anos, foram conseguidos
avangos significativos no  que
respeita a produgdo a escaa
comercial destes nemétodes de tal
forma que actuamente, ja sdo
competitivos com 0s insecticidas
guimicos no contolo de pragas em
culturas de médio e ato vaor
acrescentado na base custo/beneficio
e facilidade de aplicagdo. O
adargamento da sua utilizagdo a
sistemas agricolas sustentados, a
agricultura bioldgica ou aos sistemas
de controlo integrado estd, contudo,
dependente dos avancos tecnol égicos
capazes de os produzir a escala
industrial e a custos de producéo que
ndo constituam um factor limitante.

Sdo trés o0s sistemas que
correntemente se usam na produc&o
em massa de nemétodes
entomopatogénicos.  producdo in
vivo, producdo in vitro em substrato

Figura 3. Larva dalagarta das pastagens, Mythimna unipuncta, susceptivel a NEPs.
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Figura 4. Producdo in vivo de Seinernema carpocapase. Saida dos estados infectantes do

cadaver do hospedeiro.

sdlido e producdo in vitro em cultura
liquida.

Producdao in vivo

A primeira técnica realmente
operacional de producdo em massa
de S carpocapsae nasceu nos
Estados Unidos (Dutky, 1964) e
baseia-se no parasitismo de um
insecto, Galleria mellonella, pelo
nemétode

(Fig. 4). E uma técnica simples mas
cujo o custo de producdo é elevado e
ndo permite uma economia de escala.
De facto, a duplicacéo da capacidade
de producéo requer a duplicagdo da
area e a duplicacdo do capital.
Acresce que, se 0 processo hao for
automatizado o custo da méo de obra
aumenta linearmente uma vez que o
processo exige muita mdo de obra.
Para adém disso, requer a
multiplicacdo, em paraelo, dum
insecto hospedeiro que, por sua vez,
também ndo permite uma economia
de escala. Téo importante como 0s
aspectos referidos, é o facto de ndo
haver uma economia de qualidade na
ampliacBo da escala. Antes pelo
contrério. A medida que a escala
aumenta, a producdo de nematodes é
cada vez mais sensivel aos surtos
epidémicos tdo caracteristicos das
préticas culturais intensas.
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Producdo in vitro em suporte
solido

Face as limitagbes acima referidas
muitas tentativas foram feitas para
produzir in vitro e em massa
Seinernema e  Heterorhabditis
(House et al., 1981; Bedding, 1981).
De todos os métodos desenvolvidos,
0 método Bedding mostrou ser o de
maior sucesso (Friedman, 1990)
tendo sido com este método que se
iniciou a exploragdo comercial dos
neméatodes com potencial de controlo
biolégico. Usando pedagos de um
suporte inorgénico, esponja de

poliuretano, embebidos num
homogenato de tecidos animais e
6leo ou banha como substrato,
Bedding, introduziu a
tridimensionalidade aumentando a
razdo area de superficie/volume para
a reproducdo e desenvolvimento do
complexo  neméatode/bactéria e
obtendo producgdes de da ordem dos

10® nematodes em sacos de 3 Kg de
meio de cultura (Fig. 5).

O método Bedding representa um
avango muito significativo no
processo produtivo dos nemétodes
entomopatogénicos. E um método
flexivel, com custos de capital baixos
e ndo necessita de mdo de obra
especializada sendo, por  isso,
atractivo para muitas empresas
americanas, europeias e chineses
ap6s melhoramento dos processos de
mistura do meio com o suporte, de
inoculagdo e recolha. Contudo,
quando se faz o "scaleup" da
capacidade produtiva verifica-se que
0s custos de mdo de obra aumentam
muito mais que os custos de capital
tornando-o economicamente viével
apenas para produgdes da ordem dos

10 x 10™2 13/més (Friedman, 1990).
Esta limitacdo aliada a necessidade
de mais espaco termo-estatizado para
incubagdo, maiores gastos no
consumo de agua para extraccdo e
eliminagéo de residuos, leva a que o
processo Bedding s6 tenha

Figura 5. Produgdo in vitro deHeterorhabditis bacteriophora segundo o método de Bedding.
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Figura 6. Bioreactor convencional para producdo de NEPs & escala piloto.

viabilidade em paises com custos de
mé&o de obra baixo.

Producdao in vitro em cultura
liguida

Presentemente, a cultura
monoaxénica em meio liquido e em
fermentador tem sido o principal
alvo na produgdo & escala comercial
de Steinernema e Heterorhabditis
(Fig. 6). Pace et a. (1986) em
fermentadores do tipo tanque agitado
de 10 L obtiveram concentragctes de

90 x 10° 1J/ml. Friedman et 4.
(1989) referem concentragdes
superiores a 95 X 103 13¢ml em
fermentadores do tipo “airlift”.

Apesar dos aspectos positivos destes
sistemas, que incluem a facilidade de
"scae-up" e de “downstream”, a

seguranca, O controlo e a
flexibilidade oS rendimentos
continuam a ser insatisfatorios.

Friedman et a. (1989) verificaram,
no decurso dos seus trabalhos que o
arejamento € a exigéncia mais dificil
de satisfazer e as tensBes de corte a
limitagdo mais significativa para uma
producdo eficiente. A estes factores
Neves et a. (1998) acrescentam as
baixas taxas de cépula, fruto da
necessidade de elevadas taxas de
argjamento e agitacdo, como um dos
factores relevantes nos baixos
rendimentos que se obtém. Tendo em
atencdo estas dificuldades uma

aternativa a considerar, e que se tem
mesmo revelado interessante, € 0 Uso
de fermentadores com desenho n&o
convencional. Assim, e com base no
conhecimento das  propriedades
fisicas — tamanho, forma e densidade
— dos componentes da fase solida
(nemétode) (Neves et al., 1997) foi
desenvolvido, num trabalho de
cooperagdo entre o Centro de
Investigagdo de Recursos Naturais
(CIRN) da U. dos Acgores e o Centro
de Engenharia Quimica (CEQ) da U.
Minho, um fermentador do tipo
"arlift" com uma zona de circulagdo
e uma zona de desaceleracdo com
anteparos de decantagdo concéntricos
(Fig. 7), funcionando esta Ultima
como uma zona de baixa velocidade
de circulagdo do liquido onde a
concentragdo de fémeas é elevada
permitindo, deste modo, o aumento
da taxa de acasalamento com o0s
machos circulantes pelo fermentador.
Apesar dos resultados obtidos com
este desenho traduzirem uma
melhoria relativamente aos obtidos
por Pace et a. (1986) e Friedman et
a. (1989) expressa num factor
reprodutivo (RF = concentragdo
final/concentragdo inicial) superior a
realidade é que ha ainda questdes por
resolver com grande impacto nos
rendimentos finais. A titulo de
exemplo, refira-se apenas 0 processo
de “recovery” (retoma do ciclo de
desenvolvimento) do estado
infectante. A importancia deste
processo reside na influéncia que
exerce sobre a dindmica
populacional, a duragdo do processo
fermentativo e, obviamente sobre o
rendimento final. Acontece que a
percentagem de “recovery” em
cultura in vitro € muito baixa e
muito pouco se sabe acerca do(s)
factor(es) que desencadeia(m) todo
este processo.

Em jeito de conclusdo, podemos
dizer que embora os nemétodes
entomopatogéni cos ja sgjam
produzidos para fins comerciais,
havendo mesmo “joint ventures’
entre empresas e laboratrios de
investigagdo, muita investigacdo é
ainda necessaria para melhorar os
sistemas de producdo por forma a
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Figura 7. Esquema do bioreactor "airlift" de desenho n&o convenciona desenvolvido pelo
CIRN/CEQ para a produgdo de Seinernema sp. CZ - Zona de circulagdo; DZ - Zona de
desaceleracdo; gs - difusor de gés; sb - anteparos concéntricos, CP- tubo de ligacao.

diminuir os custos e a aumentar 0s
rendimentos do processo.

5. Proteinas Insecticidas

Como j& se referiu, a actividade
patogénica do complexo nematode-
bactéria deve-se, em grande parte, a
actividade secretora do complexo. A
penetragcdo do nematode na cavidade
gera do insecto estd associada a
proteases que o |J liberta na fase
inicial do parasitismo e que lisam
locamente o intestino do insecto
abrindo peguenos orificios por onde
penetra transportando a bactéria.
Estes peguenos orificios cicatrizam
rapidamente impedindo a entrada de
bactérias da flora intestina e a
consequente septicémia, mantendo,
deste modo, o ambiente asséptico
desgjavel para o estabelecimento da
bactéria transportada pelo nematode.

Apés a penetragdo do complexo, a
morte do insecto sobrevem em
menos de 48 h. Esta eficiéncia com
que o complexo mata O insecto
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depende da espécie de insecto
parasitada e do seu estado fisiolégico
e imunoldgico. Depende ainda da
capacidade do complexo em néo ser
reconhecido como corpo estranho e
da sua capacidade em produzir
substéncias toxicas e suprimir as
defesas do insecto.

Relativamente ao reconhecimento do
nematode como corpo estranho, sdo
poucos 0s insectos capazes de o
fazer. O mecanismo de evasdo ndo
estd ainda esclarecido mas parece
estar ligado a lipidos que recobrem a
cuticula destes parasitas. Quanto aos
insectos que S0 capazes de
reconhecer 0 neméode como corpo
estranho fazem um encapsulamento
melanético  (dipteros) ou um
encapsulamento celular (lepidépteros
e coledpteros).

Para além de garantir a sua propria
evasito o0 complexo neméatodo-
bactéria também produz toxinas e
destr6i factores anti-bacterianos da
hemolinfa do insecto, provocando a
imunodepressdo do hospedeiro e

facilitando a instalagdo da bactéria
simbionte. | dentificou-se uma
proteina de massa molecular préxima
de 65 kDa que causa a morte, em
poucos minutos, dos insectos sdos
(Simfes, 1998). Também foram
identificadas proteinas téxicas de
massa molecular proxima dos 40
kDa, e com uma actividade letal mais
retardada (Palha et a., 1998)
produzidas por S. carpocapsae em
cultura in vitro e em axenia. Foram
ainda associadas outras enzimas a
toxicidade de S carpocapsae
(Simdes et al., 1999). Por outro lado,
em ensaios in vitro onde X
nematophilus cresceu em axenia
obteve-se uma protease de 94 kDa
(Cherqui et al., 1999) cujo modo de
accdo e os avos ainda ndo estéo
definidos, no entanto, sugere-se que
esta protease esteja ligada a
imunodepressdo que o complexo
causa no insecto, destruindo factores
anti-bacterianos induzidos do tipo
das cecropinas.

A semelhanca do  complexo
Steinernema car pocapsae-
Xenorhabdus nematophilus também
o] complexo Heterorhabditis
bacteriophora-Photorhabdus

luminescens produz proteinas com
actividade insecticida e
imunodepressora como o]
demonstram os trabalhos de Jaroz &
Boemare (1997). Photorhabdus.
luminescensem cultura in vitro e em
axenia liberta um complexo proteico
de eevada massa molecular
contendo pelo menos 2 toxinas, uma
com 208 kDa e outra com 63 kDa
(Guo et a., 1999) que causam uma
lise intensa do epitélio intestinal do
insecto (Bowen et a., 1998). Para
aém das toxinas acima referidas,
também se mostrou a existéncia, no
meio de cultura, de duas proteases
(Cherqui et al., 1999) que se pensa
intervirem na  maturagdo  do
complexo proteico insecticida.

6. Perspectivas

Depositam-se  actualmente grandes
esperangas nos  resultados de
investigagdo sobre a producdo em
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massa dos NEPs e sobre as proteinas
que participam no  processo
patogénico e na identificacdo dos
seus genes codificantes.

O trabalho por nés desenvolvido na
area da engenharia da fermentagao,
de que resultou a concepgdo de um
novo fermentador com desenho néo
convencional, representa um avanco
significativo que podera  ser
incrementado quando aspectos de
biologia fundamental do complexo
forem conhecidos, especialmente os
que se referem ao processo de
"recovery” do neméatode e ao papel
da bactéria simbionte no
desenvolvimento do complexo.

Por outro lado, o interesse por novas
proteinas insecticidas que possam vir
a juntar-se a d-endotoxina de
Bacillus  thuringiensis  cresceu
bastante nestes Ultimos tempos e tem
a ver com o facto dos insectos
estarem a desenvolver resisténcias as
proteinas expressas por plantas
transformadas com genes da d
endotoxina de B. thuringiensis. As
toxinas do complexos nemato-
bacteriano Steinernema-
Xenorhabdus e Heterorhabditis-
Photorhabdus podem constituir-se
nos bio-insecticidas que se procura
E neste contexto, que se desenvolve
um programa de investigagdo no
nosso laboratério do Centro de
Investigagdo de Recursos Naturais
(CIRN) da Universidade dos Acores,
com 0 objectivo de identificar os
genes das proteases participantes no
processo patogénico e investigar o
papel destas proteases na viruléncia
do complexo e na sua especificidade.
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