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1. Introducao

1.1. Objetivos

A presenga de bactérias no trato digestivo de insetos da familia Tephritidae € re-
conhecida desde o inicio do século e foi detectada em praticamente todas as espécies de
tefritidios estudadas desde entdo. Varios autores consideram essas bactérias como sim-
biontes que estariam atuando como fontes de nutrientes ou como fontes de substincias
atrativas que poderiam ser importantes para o reconhecimento dos sitios de alimentagio e
acasalamento desses insetos.

Apesar de membros da familia Enterobacteriaceae terem sido isolados com muita fre-
qiiéncia dos orgdos digestivos de tefritidios, a exata constituigdo da flora bacteriana desses
insetos ndo esta estabelecida e a importancia de sua associagdo com esses insetos ainda ndo
foi esclarecida.

A maioria dos estudos com o proposito de investigar a fungdo da microflora do trato
alimentar de tefritidios foi realizada em espécies que atacam frutos de importancia co-
mercial. Este trabalho foi conduzido com o objetivo de investigar a flora bacteriana do tra-
to digestivo de oito espécies de tefritidios pertencendo a quatro géneros que infestam in-
florescéncias de asteraceas (Asteraceae). O proposito deste estudo foi o de verificar que es-
pécies bacterianas ocorrem no trato digestivo desses insetos, se a microflora é espécie-es-
pecifica e se ha alguma associagdo entre uma espécie de tefritidio com uma flora particular.

1.2. A Familia Tephritidae

A familia Tephritidae (Diptera) apresenta distribuigdo mundial, sendo composta por
espécies de insetos que habitam regides temperadas (por exemplo, Rhagoletis spp) e as que
habitam regides mais quentes, como os climas mediterraneo e tropical (por exemplo,
Dacus spp, Bactrocera spp e Anastrepha spp). A diversidade de ambientes aos quais as es-
pécies estdo adaptadas ¢ ampla, ndo havendo um determinante conhecido responsavel pela
abundancia populacional desses insetos (Bateman, 1972).

A familia Tephritidae inclui cerca de quatro mil espécies distribuidas em quinhentos
géneros, estando entre as maiores familias da ordem Diptera e uma das mais importantes
sob o ponto de vista econdmico. Cerca de 35% das espécies atacam frutos carnosos, in-
cluindo muitas frutas comerciais. As larvas de 40% das espécies desenvolvem-se em ca- .

pitulos de asteraceas. A maioria das espécies remanescentes estdo associadas a flores de
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outras familias. Muito poucas espécies de biologia conhecida sdo ndo-fitofagas (White &
Elson-Harris, 1992).

Os membros adultos da familia Tephritidae s3o insetos de tamanho médio a pequeno,
de coloragdo corporal escura com bandas claras no abdomem e asas que apresentam man-
chas formando padrdes complicados e atraentes. A vida dos adultos varia grandemente
conforme a espécie, de menos de um més até cerca de um ano. As fémeas apresentam um
aparelho ovipositor proeminente, longo e extensivel. As espécies associadas a frutos ovi-
positam na polpa do fruto e aquelas associadas a flores ovipositam entre as partes da flor.
Os insetos adultos sdo encontrados em flores ou na folhagem. Uma importante ca-
racteristica bioldgica da familia Tephritidae é o parasitismo de tecidos vegetais. As larvas
de muitas espécies desse grupo de insetos sdo importantes pragas agricolas; alimentam-se e
desenvolvem-se em matéria vegetal fresca, vivendo em frutos, capitulos de asteraceas ou
formando galhas no hospedeiro (Borror e al., 1989; White & Elson-Harris, 1992; Foote et
al., 1993).

A familia Tephritidae ¢ distribuida em quatro sub-familias: Dacinae (Bactrocera e
Dacus), Trypetinae (Anastrepha, Ceratitis, Phylophila e Rhagoletis), Tephritinae
(Acanthiophilus, Cerellia, Chaetorellia, Noeéta, Tephritis, Tomoplagia, Trupanea,
Trypanea e Xanthaciura) e Urophorinae (I'nsina e Urophora) (Borror et al., 1989;
Girolami 1982; Daser & Brandl, 1992; Foote et al., 1993). Na sub-familia Tephritinae,
Trupanea representa um dos maiores géneros de tefritidios com mais de duzentas espécies
descritas. As espécies neotropicas nunca passaram por revisio taxondémica (Foote et al.,
1993).

As espécies das sub-familias Dacine e Trypetinae sdo primariamente associados a fru-
tos carnosos; as espécies da sub-familia Tephritinae sdo primariamente associadas a ca-
pitulos de asteraceas e outras estruturas vegetais; as espécies da sub-familia Urophorinae
formam galhas em capitulos de asteraceas (Borror ef al., 1989; White & Elson-Harris, 1992;
Foote ef al., 1993).

As especies que infestam frutos sdo altamente destrutivas e sdo responsaveis por gran-
des prejuizos econdmicos em pomares de azeitona, cereja, goiaba, laranja, mag¢a, melio,
mamao, pera, péssego e de varios outros frutos.

Dentre as espécies de tefritidios mais importantes do ponto de vista econdmico, des-
tacam-se as pragas da magd, Rhagoletis pomonella; da cereja, Rhagoletis cingulata e
Rhagoletis fausta; da uva, Epochra canadensis; do meldo, Bactrocera cucurbitae e da azei-

tona, Bactrocera oleae. As espécies Anastrepha fraterculus, Anastrepha obligua e
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Anasirepha ludens sdo de particular importancia devido a sua ampla distribuigdo ge-
ografica e por infestarem muitos hospedeiros de importidncia econdmica. A espécie
Ceratitis capitata é considerada a praga principal de frutas citricas, explorando frutos do
clima mediterraneo além de ser amplamente disseminada em muitas areas, particularmente
em regides tropicais. No Brasil, esta espécie infesta vinte e sete hospedeiros diferentes, re-
presentando, portanto, um problema sério para a industria da fruticultura (Malavasi ef al.,
1980).

Devido a sua notdria importincia econdmica, varios grupos de pesquisadores vém, des-
de longa data (Petri, 1904), dedicando-se ao estudo da biologia dos tefritidios que infestam
frutos e ao desenvolvimento de métodos de controle populacional (Steiner, 1952; Steiner et
al. 1965a; Steiner et al., 1965b; Prokopy et al., 1993a; Maccollom et al., 1994; Martinez et
al., 1994; Headrick & Goeden, 1996; Sivinski et al., 1996; Martinez et al., 1997).

A grande maioria da espécies da sub-familia Tephritinae infesta capitulos de com-
postas. A maioria das espécies desta sub-familia estdo restritas a um género ou grupo de
géneros afins de asteraceas (Foo’te et al., 1993; Lewinsohn & Prado, no prelo; Lewinsohn
et al., dados inéditos).

Muitos tefritidios que infestam asteraceas induzem galhas em seus hospedeiros, in-
cluindo as de raizes, caule e ramos, e galhas escondidas dentro dos capitulos. O género
Urophora (quase cem espécies) compreende espécies formadoras de galhas em capitulos
de asteraceas (White & Elson-Harris, 1992). Por exemplo, as galhas formadas por
Urophora cuspidata sdo caracterizadas por areas localmente lignificadas nas quais as lar-
vas ficam inclusas (Daser & Brandl, 1992).

O estudo dos tefritidios que infestam inflorescéncias de compostas apresenta im-
portancia tanto econdmica quanto pratica: algumas sdo pragas de plantas cultivadas e ou-
tras sdo usadas como controle bioldgico de compostas que representam pragas agricolas.

Na Europa, flores de alface (Lactuca sativa) sdo atacadas por Trupanea amoena cau-
sando prejuizos econdmicos quando a plantagdo € para produgio de sementes e Tephritis
anicae ataca planta medicinal arnica (Arnica montana). Umas poucas espécies de te-
fritidios atacam asteraceas que sdo fontes menores de latex: Ensina sonchi, Paroxyna
producta e Trupanea stellata. Flores ornamentais como o Crisdntemo, sdo atacadas na In-
glaterra e na Coréia por Campiglossa hirayamae e Campiglossa misela, respectivamente.
Na Africa do Sul Craspedoxantha marginalis ataca Dalias (Dahlia sp) e Zinias ( Zinnia
elegans) (White & Elson-Harris, 1992).
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Existem varias espécies benéficas de tefritidios associados a asteraceas que tém sido
- utilizadas como agentes de controle biolégico de plantas da familia Asteraceae que sdo er-
vas daninhas importantes. Na Europa, Tephritis dilacerata ataca capitulos de Sonchus
arvensis; Terillia virens e Terillia uncinata atacam Centaurea maculosa e Cirsium
solstitialis. A maioria das espécies de Urophora atacam capitulos de cardos, muitos dos
quais sdo pragas: Urophora affinis e Urophora quadrifasciata atacam Centaurea diffusa e
C. maculosa, que sdo pragas sérias no oeste da América do Norte; Urophora cardui ataca o
cardo canadense Cirsium arvense. Na Europa U. cardui ataca S. arvensis, U. cuspidata
ataca Centaurea scabiosa, Urophora jaceana ataca Centaurea jacea, Urophora solstitialis
ataca Carduus nutans e Urophora stylata ataca Cirsium vulgare (White & Elson-Harris,
1992).

No Brasil, desde 1986, T.M. Lewinsohn e colaboradores tém estudado a ecologia das
associagOes das espécies nativas de tefritidios a capitulos de asteraceas. Ndo ha registros de
tefritidios associados a compostas que tenham importancia econdmica no pais (Lewinsohn,
1988; Lewinsohn, 1991; Prado & Lewinsohn, 1994; Lewinsohn et al., 1998).

Como exemplo de ciclo vital dos tefritidios que infestam frutos, pode-se citar aquele de
R. pomonella. Adultos desta espécie sdo encontrados em pomares de magd nos meses de
verdo. A f€émea perfura a superficie da maga com seu aparelho ovipositor e deposita um ou
mais ovos em cada fruta. As larvas perfuram e penetram na polpa, crescendo até cerca de
seis milimetros de comprimento. Apds a queda da magd, as larvas penetram por cerca de
trés centimetros no solo, onde passam o inverno e a primavera, na forma de pupa. Os adul-
tos emergem na primavera. Estes tém cerca de seis milimetros de comprimento e apre-
sentam coloragdo corporal escura com bandas claras no abdomem e asas com padrdes es-
curos.

As fémeas dos tefritidios que infestam astericeas ovipdem nos capitulos, no interior
dos quais as larvas se desenvolvem, consumindo flores, frutos, 6vulos e seiva (Borror et
al., 1989). Por exemplo, adultos da espécie 7. conura ovipositam no verdo. Suas larvas
emergem como adultos apos passar a fase de pupa nos capitulos (Romstock, 1987 apud
Daser & Brandl, 1992). Esses tefritidios completam o desenvolvimento do ovo para o ima-
go (forma sexualmente adulta) em quatro a seis semanas (Shorthouse, 1980 apud Daser &
Brandl, 1992). Tipicamente, todos os formadores de galhas hibernam no interior das galhas
na forma de larvas do ultimo instar (Borror ef al., 1989; Foote et al., 1993).



1.3. Relagdes Inseto-Hospedeiro

A maioria das espécies de tefritidios esta restrita a familias, géneros e até mesmo es-
pécies de hospedeiros. A planta hospedeira ndo € apenas o sitio de alimentagdo para as lar-
vas, pois é reconhecido que desempenhe um papel mais significativo, fornecendo aos adul-
tos um sitio de agregacdo, abrigo, alimentagdo e de acasalamento (Bush, 1969; Boller &
Prokopy, 1976; Grewal & Kapoor, 1984; Lewinsohn, 1988; Lewinsohn, 1991; Prado &
Lewinsohn, 1994; Lewinsohn ef al., 1998).

Drew (1987) propds que o acasalamento restrito a um hospedeiro particular apresenta
vantagens significativas para as espécies de tefritidios, tais como: (1) a maximizagdo do
sucesso reprodutivo, principalmente em temporadas de baixa densidade populacional; (2) a
manuten¢do da demanda energética do inseto no sentido de que a fémea possa desenvolver
ovulos férteis apos ter encontrado o sitio de oviposi¢do; (3) a manutengio do reservatdrio
genético da populagdo e (4) e no processo de especiagio.

Segundo esse autor, se individuos de ambos os sexos ndo se encontram na planta hos-
pedeira, estes ndo sdo capazes de reconhecer seus parceiros co-especificos. Desta forma, a
busca de parceiros tem muito em comum com a busca de alimento e os sitios de encontro
de parceiros co-especificos encontram-se em areas de recursos valiosos para as fémeas. Em
tais areas, as fémeas se agregam para alimentar-se, para produgdo de ovos e oviposigdo. A
detecgdo do hospedeiro é de importancia vital para o processo da corte, acasalamento, ovi-
posigdo e alimentagdo larval. Os processos pelos quais o inseto adulto detecta seu hos-
pedeiro ndo sdo bem conhecidos e fequerem estudos mais aprofundados. Estimulos
quimicos e visuais estdo envolvidos no processo. Os estimulos quimicos no hospedeiro
provavelmente funcionam como atrativos e fixadores, enquanto que os estimulos visuais
sdo provavelmente atrativos.

1.4. O Sistema Digestivo

O sistema digestivo dos tefritidios é composto, basicamente, por um tubulo que se es-
tende da boca ao dnus, composto pelo esofago, diverticulo esofagico, papo e intestino, em-
bora existam diferengas anatdmicas entre espécies pertencentes as varias sub-familias
(Girolami, 1973; Solferini, 1990). Como exemplo, serd brevemente descrito o modelo geral
dos tratos digestivos de adultos e larvas de tefritidios, segundo (Girolami, 1973).

No adulto, o tubo digestivo compreende trés regides: os intestinos anterior, médio e -
posterior. O intestino anterior compreende o eséfago com um apéndice cefalico bulboso (o
bulbo ou diverticulo esofagico) e um anexo abdominal do tubo digestivo (o papo) ligado a
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este por um duto. A porgdo toraxica do intestino médio ¢ retilinea e a abdominal €
enovelada. O intestino médio termina na insergdo dos tabulos de Malpighi, onde tem inicio
o intestino posterior, um tibulo menos enovelado, do qual fazem parte as glandulas retais.

Na larva, o sistema digestivo apresenta uma anatomia bem mais simples, sendo cons-
tituido por um tabulo dividido em trés regides: os intestinos anterior, médio e posterior. A
extremidade anterior do intestino médio apresenta quatro pequenos cecos gastricos, aos
quais sucede um tibulo retilineo seguido por uma por¢do enovelada até o inicio do in-
testino posterior de onde saem os tibulos de Malpighi. O intestino posterior segue apro-
ximadamente retilineo até o anus. '

Solferini (1990) analisando o percurso do alimento através do trato digestivo de adultos
de A. fraterculus, observou que uma porgdo do material ingerido passa pelo diverticulo
esofagico e chega ao papo através do seu duto. Esses insetos ingerem o alimento até a sa-
tura¢éo do papo. Cerca de trés horas apos o inicio da alimentagdo, o alimento percorreu
todo o tubo digestivo aparecendo as primeiras gotas fecais.

Em adultos de A. fraterculus, existe uma regido acida na pargao mediana do intestino
médio que limita duas outras, onde ha ocorréncia de bactérias: a regido anterior, re-
presentada principalmente pelo diverticulo esofagico e a regido terminal do tubo digestivo.
Solferini (1990) argumenta que, embora essas regides do trato digestivo sejam pro-
vavelmente colonizadas pelas mesmas amostras bacterianas, as duas populagdes tém fun-
¢Oes distintas. A populagdo da porgdo anterior € relacionada com a alimentagdo e a da por-
¢do posterior, com a inoculagdo dos ovos, o que leva a infecgdo das larvas por bactérias.
Estas, desempenhardo um papel importante na alimentagdo das larvas e no posterior de-
senvolvimento das formas adultas, como sera visto mais adiante. Essa regido pode estar re-
lacionada a mecanismos de digestdo bacteriana.

O diverticulo esofagico foi descrito por Petri (1909) em B. oleae. A presenga dessa es-
trutura parece ser caracteristica da familia Tephritidae, apresentando variagdes mor-
fologicas em diferentes espécies (Girolami, 1973). A fungdo exata do diverticulo esofagico
ndo esta esclarecida e parece ndo haver indicagdes de que participe ativamente dos pro-
cessos digestivos dos tefritidios (Rattner & Stoffolano, 1982; Rattner & Stoffolano, 1984).

Petri (1909) admitiu que a fungdo do diverticulo esofagico é a de manutengdo de bac-
térias simbtontes em B. oleae. A hipotese de que este 6rgdo tenha a fungdo de abrigar bac-
térias (Rattner & Stoffolano, 1982; Rattner & Stoffolano, 1984) é controversa pois, a pre-
senga de bactérias no diverticulo esofagico ndo € absolutamente regular (Liithy e al., 1983;
Lloyd et al., 1986).



1.5. Alimentacéao

A alimentagdo basica dos tefritidios adultos na natureza nio esta estabelecida mas, de
toda forma, deve suprir os requerimentos necessarios para a alta produgdo e a viabilidade
dos ovos (sucesso reprodutivo) e garantir o desenvolvimento normal de larvas e adultos.

As larvas desses insetos alimentam-se dos tecidos vegetais que infestam, sejam frutos
ou inflorescéncias. A adequagdo nutricional dos tecidos vegetais é incerta. Os tecidos de
frutos sdo pobres em proteina e ha evidéncias de que bactérias fornecem nutrientes es-
senciais (Fletche, 1987 apud White & Elson-Harris, 1992).

Por exemplo, os tecidos de azeitonas frescas sdo inadequados ao desenvolvimento e so-
brevivéncia de larvas de B. oleae, na auséncia de bactérias associadas ao trato digestivo de
larvas e adultos dessa espécie (Haggen, 1966). Supde-se que a agdo bacteriana seja res-
ponsavel pela hidrolise das proteinas dos frutos, o que permitiria sua utilizagdo pelas lar-
vas, além do fornecimento de nutrientes suplementares (Fytizas & Tzanakakis, 1966a;
Haggen, 1966; Tzanakakis & Lambrou, 1975; Tzanakakis et al., 1975; Tzanakakis &
Stavrinides, 1973).

Haggen (1966), considera que larvas de tefritidios, quando na infestagdo de um fruto,
ingiram e depois reingiram material de tecidos que foram expostos a agdo de sua flora bac-
teriana intestinal, a qual poderia produzir compostos nutricionais suplementares.

Por outro lado, as larvas de . pomonella parecem ndo depender da agdo prévia de sim-
biontes para a exploragdo dos tecidos da mag¢id, como fonte de alimento (Howard, 1989).

A nutrigdo no estagio larval pode influenciar a sobrevivéncia e a fecundidade da forma
adulta. Larvas alimentando-se de tecidos de frutos de seus hospedeiros naturais apresentam
maior longevidade e fecundidade do que quando utilizam outros tipos de frutos como subs-
trato para sua alimentagdo (Bateman, 1972).

Todos os adultos requerem uma fonte de carboidratos e suprimento de agua para sua
sobrevivéncia. A maioria das espécies requer uma variedade de nutrientes adicionais,
incluindo-se aminoacidos para assegurar a maturidade sexual.

Tefritidios adultos tém sido observados alimentando-se de uma grande variedade de
produtos naturais, incluindo sucos e tecidos de frutos injuriados ou em decomposigio, sei-
va de plantas, néctar de flores e fezes de passaros (Hendrichs & Hendrichs, 1990). Adultos
de muitas espécies dispendem grande parte de tempo vagando na superficie de frutos e de
folhas, continuamente protraindo e retraindo suas probéscides, aparentemente alimentando- :

se, mas a fonte precisa de alimento ndo foi satisfatoriamente identificada (Bateman, 1972).
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Outros autores (Neilson & Wood, 1966; Boush et ai., 1969) sugerem que a principal
fonte de proteinas sdo os exudatos vegetais ou de insetos. Drew et al. (1983) sugerem que
os nutrientes provenientes de bactérias simbiontes ou de bactérias ingeridas pelo inseto
durante a sua alimentagéo, suprém a falta de nutrientes essenciais ausentes na alimentagio
de origem vegetal. Haggen (1966) e Miyasaki et al. (1968) sugerem que bacténas as-
sociadas a B. oleae e R. pomonella sdo responsaveis pela hidrolise das proteinas dos frutos
explorados por essas espécies. Excrementos de animais, notadamente os de aves, podem
ser fontes de proteina de origem bacteriana, como foi sugerido por outros autores
(Hendrichs & Hendrichs, 1990; Hendrichs ef al., 1993; Prokopy et al., 1993a; Prokopy et
al., 1993b).

Dietas quimicamente definidas foram desenvolvidas para R. pomonella. Adultos ali-
mentados com misturas de aminoacidos, vitaminas, sacarose e agua apresentaram maior
longevidade e maior taxa de oviposigdo que aqueles alimentados com dietas ndo definidas
(Neilson, 1965).

Alimentagdo experimental com exudatos de insetos, complementados com pdlen, com-
provou ser eficiente para a sobrevivéncia e reprodugdo de B. oleae (Tsiropoulos, 1977).
Este autor demonstrou que a dieta ideal para essa espécie deve conter carbohidratos, ami-
noacidos, colesterol e vitaminas.

Exudatos de afidios sdo fontes importantes de alimento para os tefritidios na natureza
(Buchner, 1965; Neilson & Wood, 1966), mas os aminoacidos triptofano e cisteina ou es-
tdo ausentes ou estdo presentes em baixas concentragdes em exudatos de muitas espécies
de homopteros (Craig, 1960). Possivelmente, estas fontes de alimentos ndo representam
dietas completas (Bateman, 1972). Para os tefritidios, fontes adequadas de proteinas sdo
essenciais para assegurar o amadurecimento do aparelho reprodutor da fémea (Drew &
Lloyd, 1987), enquanto que a quantidade de alimento disponivel é um dos determinantes
mais importantes para sua abundéncia populacional (Bateman, 1972).

Varios autores sugeriram que microrganismos poderiam estar envolvidos na produgdo
de nutrientes essenciais para a sobrevivéncia e desenvolvimento dos tefritidios. Uma bac-
téria identificada como Phytomonas (Pseudomonas) melophthora, associada a R.
pomonella (Allen, 1931; Allen & Riker, 1932; Allen er al., 1934, apud Howard ef al.,
1985) € capaz de sintetizar metionina e cisteina, dois aminoacidos essenciais, nio en-
contrados em magds (Miyasaki et al., 1968). De fato, bactérias simbiontes sdo comumente
encontradas em insetos cuja dieta ndo ¢ balanceada devido a falta de vitaminas ou ami-

noacidos, como no caso de insetos sugadores de seiva vegetal mas, sua presenca nio ¢ co-
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mum em Insetos que se alimentam de sementes, frutas imaturas ¢ folhas (Girolami, 1982).
A familia Tephritidae apresenta uma situagdo complexa. Os insetos pertencentes as sub-
familias Dacinae e Trypetinae alimentam-se de frutos ou folhas (género Phylophila) e os
membros das sub-familias Tephritinae e Urophorinae alimentam-se em inflorescéncias de
asteraceas (Borror ef al., 1989; Girolami, 1982; Foote ¢t al., 1993). Girolami (1982) refere-
se a sementes imaturas e capitulos de asteraceas como materiais nutricionalmente com-
pletos e a frutas como menos balanceadas. Segundo ele, como larvas de tefritidios que in-
festam frutos ndo se alimentam de sementes, pode-se supor, nesse caso, a existéncia de

simbiontes associados as larvas.

1.6. Bactérias Associadas a Tefritidios
1.6.1. Bactérias associadas ao trato alimentar

A presenga de bactérias no trato alimentar de tefritidios foi relatada pela primeira vez
por Petri (1904) em estudos realizados no parasita da azeitona, B. oleae. Esse autor ob-
servou modificagdes no intestino médio (cecos) das larvas de B. oleae e que foram in-
terpretadas como estruturas destinadas a acomodagdo de bactérias especificas. Pos-
teriormente, varios autores demonstraram a ampla ocorréncia de bactérias no trato di-
gestivo de muitas espécies de tefritidios, tanto em larvas como em adultos, embora ainda
ndo se tenha determinado o seu papel exato no metabolismo desses insetos (Allen, 1931;
Allen & Riker, 1932; Allen er al., 1934, apud Howard et al., 1985; Haggen, 1966; Boush
et al., 1972; Girolami 1980). A presenga dessas bactérias também ocorre na superficie ex-
terna do corpo dos mesmos, em condigdes naturais (Bateman, 1972).

A flora bacteriana associada ao trato digestivo dos tefritidios ¢ bastante diversa, com
grande namero de géneros e ocupando sitios onde simbiontes deveriam ser encontrados,
como o diverticulo esofagico, o papo e o intestino. Apesar de muitas dessas bactérias nao
terem sido identificadas, membros da familia Enterobacteriaceae ocorrem amplamente na
flora bacteriana de espécies de tefritidios que infestam frutos ou asteraceas. Bactérias como
Citrobacter freundii, Enterobacter agglomerans, lnterobacter cloacae, Irwinia spp,
Ischerichia coli, Klebsiella oxytoca, Proteus spp, Providencia spp, Serratia spp (Lloyd et
al., 1986; Solferini, 1990; Jang & Nishigima, 1990), Shigella dysenteriae e Yersinia sp
(Solferini, 1990), parecem ser integrantes comuns da flora bacteriana de tefritidios que
infestam frutos. Neste grupo de insetos, as bactérias K. oxyroca, Klebsiella ozacnae e I
cloacae foram as espécies mais frequentemente isoladas (Drew ¢t al., 1983; Howard et al.,
1985; Drew & Lloyd, 1987; Solferini, 1990). A bactéria K. oxyioca mostra-se como a
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espécie predominante, tendo sido encontrada em R. pomonella (Dean & Chapman, 1973:
Rossiter ef al., 1983; Howard er al., 1985; Howard & Bush, 1989), Bactrocera spp (Lloyd
et al., 1986) e em Anastrepha sp (Solferini, 1990). Menos frequentemente tém sido
relatadas as espécies Alcaligenes sp, Cedecea sp, Kluyvera sp, Moraxella nonliquefasciens
e Pseudomonas mendocina, além de bactérias Gram-positivas como Bacillus liqueniforniis,
Bacillus pumilis, Bacillus subtilis, Kurtia sp, Micrococcus roseus e Staphilococcus sp
(Stamopoulos & Tzanakakis, 1988).

Lloyd et al. (1986) isolaram e identificaram as bactérias associadas ao sistema di-
gestivo de quatro espécies de Bactrocera e as suas plantas hospedeiras. Geralmente, as
bactérias presentes no trato alimentar dos insetos eram, também, isoladas na superficie de
frutos por eles infestados. A maioria dessas bactérias pertencia a familia
Enterobacteriaceae; as espécies predominantemente isoladas foram K. oxytoca, I. cloacae
e I'rwinia herbicola.

Drew & Lloyd (1987) trabalhando com uma linhagem selvagem e uma de laboratorio
de Bactrocera tryoni observaram que ambas eram portadoras de bactérias dos mesmos ti-
pos encontrados por Lloyd ef al. (1986).

Drew & Lloyd (1987), suplementando a dieta de 5. tryoni com uma linhagem mutante
de K. oxytoca resistente aos antimicrobianos rifampicina e estreptomicina, verificaram que
essa bactéria era recuperada em grande nimero do papo e do intestino de todos os in-
dividuos ensaiados, em até treze dias ap0s o inicio da dieta. O fato indica que o trato ali-
mentar dessa espécie de tefritidio oferece excelentes condigdes para o estabelecimento de
populagdes bacterianas.

Daser & Brandl (1992) relataram o isolamento de bactérias do género Inferobacter
presente de modo aparentemente particular nos orgaos digestivos de individuos adultos de
Rhagoletis alternata (que infesta frutos de Rosa canina) coletados de quatro diferentes ha-
bitats. Em duas espécies de Urophora, esses autores verificaram a presenga dos géneros
Enterobacter e Lrwinia associados de modo aparentemente especifico com os tratos di-
gestivos de adultos de U. cuspidata e U. solstitialis, respectivamente.

A origem precisa das bactérias associadas a tefritidios ¢ incerta e esses microrganismos
disseminam-se nos hospedeiros em conseqiiéncia dos processos de regurgitagdo e rein-

gestdo do conteudo do trato digestivo durante a alimentagdo (Drew & Lloyd, 1987).



1.6.2. Transmissiio de bactérias através de geracdes de tefritidios

Petri (1904; 1909; 1910) observou que a parede dorsal do reto da fémea adulta de 5.
oleae apresenta uma complexa série de proje¢des ou “criptas retais” onde ocorre a presenga
de bactérias. Os ovos descendo pelo oviduto sdo pressionados contra as aberturas das crip-
tas sendo contaminados com bactérias imediatamente antes de serem depositados no hos-
pedeiro. As bactérias penetram nos ovos pela micropila e multiplicam-se nas larvas em de-
senvolvimento, localizando-se posteriormente, nos cecos do intestino médio das larvas,
ainda em estado embrionario (Mazzini & Vitta, 1981). As bactérias iniciam a infecg¢do do
adulto a partir do diverticulo esofagico de onde disseminam-se pelo canal alimentar do
adulto e colonizam as criptas retais para recomegar o ciclo. Este ndo ¢ um modelo padrao
para todos os tefritidios, existindo diferengas no desenvolvimento de adaptagdes para ma-
nutengdo e transmissdo de bactérias entre espécies das sub-familias Trypetinae, Tephritinae
e Dacinae (Hellmuth, 1956 apud Daser & Brandl, 1992). Adultos de Bactrocera dorsalis e
de B. cucurbitae ndo apresentam as criptas retais, mas possuem um diverticulo esofagico e
uma abertura longitudinal entre o reto e a vagina, o que, provavelmente, facilita a trans-
missdo de bactérias (Bateman, 1972).

A transmissdo das bactérias entre geragoes de tefritidios foi demonstrada em A. fudens
por Rubio & McFadden (1966). Posteriormente, Drew & Lloyd (1987) demonstraram, ex-
perimentalmente, que uma linhagem mutante de K. oxyfoca resistente a antimicrobianos,
quando acrescentada a alimentacdo de B. fryoni, estabelecia-se no seu trato alimentar e
distribuia-se em suas estruturas bucais. Essa bactéria podia ser recuperada da superficie de
frutos infestados por esse inseto, bem como de sitios de oviposigdo, resultando na sua pre-
dominancia em frutos injuriados por suas larvas. A dispersdo da bactéria era causada pela
constante ingestao e regurgitagdo do conteudo do trato alimentar.

(Daser & Brandl, 1992) verificaram que larvas de 7. dilacerata e larvas de cindo es-
pécies do género Urophora (U. cardui, U. cuspidata, U. jaceana, U. solstitialis e U.
stylata) ndo abrigavam bactérias no trato digestivo e que individuos adultos dessas es-
pécies, coletados no campo, continham bactérias no trato intestinal. Esses autores con-
siderarain que as bactérias eram adquiridas pelos insetos adultos através da alimentagdo (ou
de forma casual) e que, nestas espécies, a transmissdo de bactérias de uma geragdo para a

outra, durante o processo da oviposi¢ao, seria improvavel.



1.7. A Importancia das Bactérias Associadas ao Trato Alimentar de Tefritidios

A maioria dos estudiosos véem muitas das associagdes entre insetos e microrganismos
como sendo uma relagdo mutualistica. Tem sido proposto que as bactérias contribuam para
a dieta dos tefritidios, fornecendo-lhes nutrientes essenciais (Miyasaki er al., 1968;
Tzanakakis & Lambrou, 1975; Tzanakakis er al., 1975; Tzanakakis & Stavrinides, 1973;
Lambrou & Tzanakakis, 1978; Tsiropoulos, 1981; Courtice & Drew, 1983; Drew et al.,
1983) ou auxiliando na digestdo de compostos vegetais indigeriveis pelo inseto, pro-
duzindo enzimas pectinoliticas (Howard e/ al., 1985). Esses microrganismos poderiam,
ainda, estar atuando na degradagdo de pesticidas, detoxificando a alimentagdo dos te-
fritidios (Boush & Matsumara, 1967).

1.7.1. Bactérias como fonte de substancias atrativas

Existem evidéncias de que “odores bacterianos™ sdo fontes importantes de atrativos
para tefritidios. A atratividade exercida por tais odores (compostos volateis originados da
acdo da bactéria sobre os tecidos do hospedeiro ou do seu proprio metabolismo) foi ob-
servada por varios autores (Bateman & Morton, 1981; Drew ef al., 1983; Drew, 1987).

Estudos de laboratorio realizados por Drew ef al. (1983) com duas espécies de
Bactrocera (B. cacuminatus e B. tryoni) observaram que bactérias isoladas dos tratos di-
gestivos de insetos de ambas as espécies, quando em processo de alimentagdo, lhes sdo al-
tamente atrativas.

Um ensaio de campo realizado por Drew & Lloyd (1987) revelou que um hospedeiro
de B. tryoni (nectarina) tornava-se muito mais atrativo para essa espécie de tefritidio apos
onze dias a partir do inicio da infestagdo por um pequeno namero inicial de individuos. Os
primeiros grupos de insetos a ocuparem a planta hospedeira poderiam ter sido atraidos por
estimulos visuais e olfativos. Contudo, o grande influxo desses insetos apds a chegada dos
primeiros grupos e o subseqiiente aumento de sua populagdo sugeria que, de algum modo,
a planta hospedeira havia se tornado mais atrativa. A comparagdo das populagdes bac-
terianas presentes nas superficies dos frutos antes e depois da infestagdo revelou que apos
o periodo de tempo inicial, toda a populagdo bacteriana original da superficie dos frutos
fora substituida pelas bactérias associadas a B. tryoni (as bactérias associadas ao tefritidio
ndo foram isoladas da superficie dos frutos antes da infestagdo). Esses autores sugerem que
o comportamento alimentar caracteristico dos tefritidios (regurgitagdo e reingestao do con-
teudo do trato digestivo) tenha disseminado as bactérias associadas ao seu trato alimentar,

pela superficie dos frutos. O estabelecimento dessa nova populagdo bacteriana teria servido



como uma forte fonte de estimulo atrativo adicional. Os mesmos autores observaram que o
aumento da atratividade coincidia com um aumento consideravel da nova populagdo
bacteriana na superficie dos frutos. As espécies bacterianas associadas a esses insetos
eram, predominantemente, K. oxyloca, I. cloacae e I:. herbicola. A presenga dessas bac-
térias pode significar um enriquecimento da dieta de tefritidios que se alimentam na su-
perficie dos frutos. _

Drew & Lloyd (1987) sugerem que odores provenientes das populagdes bacterianas
introduzidas nos frutos hospedeiros pelos proprios tefritidios, durante a infestagdo, es-
tariam atuando como fontes de atragdo. Estes autores ndo determinaram se tais odores se
originavam do préprio metabolismo bacteriano ou dos tecidos dos frutos infestados, como
resultado da agdo bacteriana.

O fato pode significar que componentes derivados de odores bacterianos possam servir
como estimulo para alimentagdo e oviposigdo. Note-se que a populagdo bacteriana que pa-
rece ter atuado como fonte de atragio foi introduzida no hospedeiro pelos proprios insetos.
Drew & Lloyd (1987) sugerem que possa haver mecanismos tanto de atragdo como de mar-
ca¢do do hospedeiro especifico, mediado por bactérias associadas ao trato alimentar de
tefritidios. Esses autores argumentam que tais mecanismos desempenhariam um papel vital
no comportamento desses insetos, embora outros fatores de reconhecimento especifico de-
vam estar envolvidos. Argumentam, ainda, que o fato desses insetos permanecerem sobre
as folhas de seus hospedeiros por, pelo menos, trés semanas apos a queda total dos frutos,
indica que ha algum estimulo atrativo além da simples visualizagdo do fruto. As po-
pulagdes bacterianas associadas ao trato digestivo de tefritidios podem ser importantes fon-
tes de alimento para adultos e possivelmente também atuam como estimulo de atragdo.

No mesmo estudo, Drew & Lloyd (1987) observaram que as folhas do hospederro in-
festado ndo apresentavam nameros significativos daquelas bactérias associadas aos te-
fntidios, mesmo apods todos os frutos terem caido e esses insetos ainda permanecessem nas
arvores. Essa constata¢do contraria a sugestdo de Courtice & Drew (1983) de que as bac-
térias presentes nas folhas das plantas hospedeiras sdo importantes fontes de alimento para
tefritidios adultos. Contudo, Maccollom et al. (1992) verificaram que amostras bacterianas
isoladas de folhas de macieiras desencadeavam forte atratividade para R. pomonella adulta
em laboratorio. Uma bactéria similar a /<. agglomerans ou substancias volateis por ela pro-
duzidas sdo atrativas para R. pomonella quando em busca por alimento em ambiente na-
tural pois, a captura desses insetos aumenta significativamente quando os microrganismos

estdo presentes em armadilhas contendo compostos volateis de maga.
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Existem fortes evidéncias de que o tipo de dieta a qual o tefritidio esteve anteriormente
submetido (seja em condigdes naturais ou de laboratorio), influi fortemente sobre a atra-
tividade bacteriana. A privagdo de proteinas parece ser um componente importante na atra-
tividade, principalmente para as fémeas em processo de desenvolvimento sexual.

Jang & Nishigima (1990) estudando a atratividade de culturas de bactérias isoladas do
trato digestivo de B. dorsalis observaram que a atratividade desses tefritidios a culturas ou
a células bacterianas lavadas era praticamente a mesma de um atrativo proteinaceo sin-
tético (hidrolisado de proteinas) denominado de PIB7. A atratividade a culturas bacterianas
era maior na auséncia do que na presenga do PIB7. A atratividade de bactérias ndo-lavadas
ndo era maior do que a do meio de cultura fermentado. A atratividade de bactérias
mostrou-se maior para as fémeas do que para os machos e a idade dos insetos pareceu ndo
influenciar.

Prokopy et al. (1991) observaram que fémeas imaturas de 53. tryoni privadas de proteina
desde a eclosdo, tinham uma atratividade muito maior do que fémeas maduras com a mesma
idade e alimentadas com proteina, por bactérias contidas em frascos colocados em plantas
hospedeiras. Através de uma série de observagdes, esses autores concluiram que as primeiras
fémeas de B. tryoni a chegar ao fruto do hospedeiro e disseminar bactérias no fruto deveriam
ser sexualmente maduras e teriam, anteriormente, adquirido proteinas em outra parte. O odor
bacteriano quando associado ao fruto hospedeiro atrai fémeas com caréncia de proteinas mas
ndo fémeas que previamente se alimentaram com esse tipo de nutriente.

Robacker (1991) verificou que a privagdo de proteina ou de agucar aumentava a
preferéncia pelos dois nutrientes e que o constante acesso a ambos, diminuia a preferéncia
por eles. Esse autor observou que a caréncia de proteina aumenta grandemente a atratividade
de tefritidios por bactérias.

Robacker & Garcia (1993) verificaram que odores bacterianos ndo eram atrativos para
adultos de A. ludens recém-emergidos. Para os espécimes alimentados com agucar mas pri-
vados de proteina, a atragdo ao odor bacteriano comegava com um dia de idade, atingia um
maximo por volta dos sete dias e declinava a medida em que o inseto envelhecia. Geralmente
o odor bacteriano era atrativo para os espécimes alimentados com agucar e ndo-atrativo para
aqueles privados de agucar. O odor foi mais atrativo para os insetos alimentados com agucar
e privados de proteina. O odor foi altamente atrativo para os insetos alimentados com os dois
nutrientes juntos. Esses autores observaram que espécimes irradiados com raios gama eram

20% menos responsivos ao odor bacteriano do que os ndo irradiados.
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Maccollom er al. (1994) verificaram, em ensaios de campo, que culturas de /.
agglomerans (isoladas de R. pomonella adulta) lavadas, ressuspendidas em agua destilada
e colocadas em armadilhas, apresentavam indices de captura significativamente maiores que
armadilhas contendo células lavadas provenientes de culturas de laboratorio ou sulfato de
amonia. Magas tratadas no campo com mistura de rifampicina e estreptomicina tinham
redugdo significativa de injuria das frutas, indicando que ds bactéria poderiam suprir alguma
necessidade nutricional ou biologica.

Prokopy er al. (1993b) compararam diferengas de atratividade entre diferentes fontes e
condi¢des de excrementos de animais domésticos e silvestres para C. capitata, tanto em
linhagens de laboratorio quanto selvagens. Os autores verificaram que excrementos de aves
domésticas e silvestres eram significativamente mais atrativos que o PIB7, amplamente uti-
lizado para atragdo e controle de C. capitata. Excrementos de cavalos, cabras e porcos eram
significativamente menos atrativos. Foramn observadas diferengas em relagdo aos excrementos
testados em diferentes tempos apos a sua deposi¢do ou em condigdes de estocagem. Os
melhores niveis de atratividade foram encontrados em excrementos de aves coletados um dia
apos a deposigdo, quando comparados com os resultados de excrementos frescos ou
estocados a frio. Esses autores sugerem que diferengas na atratividade entre os diferentes
tipos de excrementos podem ser atribuidas a diferengas nos sistemas de excregdo de ni-
trogénio, as dietas dos animais dos quais os excrementos foram coletados e as diferengas na
composi¢io e qualidade das bactérias neles encontradas. O fato de excrementos com um dia
de deposi¢do serem mais atrativos do que excrementos frescos, mais velhos ou estocados a
frio, é uma indicagdo de que a multiplicagdo inicial da populagdo bacteriana associada,
aumenta a atratividade desses excrementos para os tefritidios.

Prokopy et al. (1993a) verificaram que excrementos de passaros apresentam forte atra-
tividade a R. pomonella em condigdes experimentais € semi-experimentais. Excrementos tra-
tados com antibidticos eram significativamente menos atrativos que excrementos nao
tratados. Estes resultados, juntamente com os anteriormente obtidos por Prokopy ef al.
(1993D) sdo evidéncias de que bactérias podem estar envolvidas na geragdo de compostos vo-
lateis atrativos.

Existem evidéncias de que bactérias pertencentes a outros grupos que ndo a familia
Enterobacteriaceae podem mediar a atragdo a tefritidios.

Robacker e al. (1991) relataram pela primeira vez que uma amostra de Staphylococcus
(similar a Staphylococcus aureus), isolada do aparelho bucal de uma linhagem de laboratorio

de A. ludens era altamente atrativa para machos e fémeas alimentados com agucar e privados
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de proteina. Quatro linhagens de Staphylococcus provenientes da “American Type Culture
Colection” (ATCC) eram tdo atrativos para 4. ludens quanto a amostra original isolada do
inseto.

Robacker & Moreno (1995) sugeriram que A. [udens poderia ser atraida por culturas de
S. aureus por terem caréncia de proteinas. Esses autores demonstraram que a atragdo ao odor
bacteriano era atenuada por uma dieta relativamente completa contendo agucar, proteina,
gordura, vitaminas e sais minerais, quando comparado com uma contendo somente agucar.
Da mesma forma, uma outra dieta contendo caseina hidrolisada e agucar, na qual a por-
centagem de proteinas era igual a da dieta completa, atenuou a atragdo no mesmo grau
ocasionado pela dieta completa. Além do mais, esses autores constataram que a atragao ao
odor bacteriano diminuia a medida em que a porcentagem de proteina aumentava, em uma
dieta contendo caseina hidrolisada e agucar. Esses resultados suportam a hipotese de que
adultos de A. ludens sdo atraidos pelo odor de culturas de Staphylococcus e, possivelmente,
pelo odor de culturas de outros grupos de bactérias, em grande parte devido a busca por pro-
teinas.

Martinez et al. (1994) relataram, pela primeira vez, que duas linhagens de Bacillus
thuringiensis (sorovares finitimus e kurstaki) eram atrativos para A. ludens. Em estudos de
campo, metabdlitos originarios da fermentagdo bacteriana eram tdo atrativos para o adulto
quanto sedimentos de Torula. Os mesmos autores verificaram que amostras bacterianas de
espécies comumente isoladas de A. ludens mas, obtidas da ATCC, foram atrativas para esse
inseto quando em cultura. Sobrenadantes autoclavados provenientes de culturas dos estoques
da ATCC foram significativamente mais atrativos que a propria cultura ou sobrenadantes fil-
trados. Este fato pode significar que produtos secundarios do metabolismo bacteriano
poderiam estar envolvidos na atratividade. Contudo, a atratividade de B. thuringiensis a
tefritidios ndo representa nenhuma vantagem uma vez que essa bactéria ¢ potencialmente
toxica aos tefritidios (Martinez ef al., 1997).

Varios autores realizaram estudos com a finalidade de se determinar quais 0s compostos
quimicos envolvidos na atragdo bacteriana a tefritidios, bem como, a sua origem.

Drew (1987) verificou que um componente da emissio bacteriana (2-butanona), atraia
B. tryoni mas ndo B. cacuminatus. Machos sexualmente maduros e fémeas imaturas de B.
tryoni respondiam & 2-butanona e a odores bacterianos em ensaios de campo. Em laboratorio,
fémeas alimentadas com glicose requeriam proteina hidrolisada para produgdo de ovos mas,
os machos eram férteis com ou sem proteinas. Esses requerimentos nutricionais distintos e

o fato de que machos e fémeas apresentavam coloragdo de papo diferenciada e variadas po-
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pulagdes bacterianas associadas, indicavam que cada sexo se alimentava em substratos
diferentes. Consequentemente, os fortes atrativos bacterianos no hospedeiro, podem ser
atrativos alimentares para fémeas e sexuais para os machos. Propde-se que a 2-butanona seja
um estimulante para a corte na natureza, atraindo os machos maduros até os sitios de
alimentagdo e oviposigdo das fémeas que se encontram em processo de desenvolvimento
sexual.

Wakabayashi & Cunningham (1991) descreveram uma mistura de quatro compostos
quimicos (alxlénia, acido linolénico, putrescina e pirrolidina), produtos da degradagao
bacteriana de aminoacidos e gorduras, que eram atrativos para linhagens de laboratorio de
B. cucurbitae em armadilhas colocadas em pomares de goiaba e macadamia. Esses autores
verificaram que o acido linolénico era o mais importante. Putrescina (1,4-diaminobutano) e
fenetilamina sdo os possivets produtos da degradagdo de arginina, glutamina e fenilalanina,
respectivamente. Pirrolidina € o produto da descarboxilagdo da prolina. O acido linolénico
e outros acidos graxos poli-insaturados sdo provavelmente essenciais para Diptera (Stanley-
Samuelson, 1983, apud Wakabayashi & Cunningham, 1991). Anteriormente, fora observado
por outros autores que o acido linolénico e o metilsuccinato eram os compostos atrativos de
“peppergrass” para teftitidios (Keiser ef al., 1975, apud Wakabayashi & Cunningham, 1991).
A etanolamina ¢ o produto da descarboxilagdo da serina. Acido graxos e seus ésteres tém sido
encontrados associados a feromonios sexuais nos machos de B. cucurbitae (Baker ef al.,
1982). A amonia ja havia sido, anteriormente, proposta como forte atrativo para tefritidios
(Bateman & Morton, 1981).

Posteriormente, Robacker & Warfield (1993) relataram que uma mustura de bicarbonato
de amonia, metilamina e putrescina sao fortes atrativos tanto para machos como para fémeas
de A. ludens, privadas de proteina. Nestes estudos, os diferentes autores observaram que cada

componente, quando testado isoladamente, tem pouco efeito sobre esses insetos.

1.7.2. Simbiose

Simbiose, uma associagdo entre individuos de espécies diferentes, é um tipo de interagdo
amplamente distribuido entre insetos e microrganismos.(Buchner, 1965; Breznak, 1982;
Breznak & Brune, 1994; Baumann ¢/ al., 1995; Baumann & Moran, 1997; Werren, 1997).

RelagOes mutualisticas com microrganismos sdo comuns em grupos de insetos que se
alimentam primariamente de tecidos ou sucos vegetais ou com alimento contendo muita
celulose ou lignina. Possivelmente, concentragodes relativamente baixas de proteinas e outros

compostos essenciais em tecidos vegetais, tornem imprescindivets fontes adicionais de
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nutrientes. Microrganismos tdo diversos como leveduras, protozoarios e bactérias tém sido
descritos como simbiontes nestes casos (Buchner, 1965; Breznak, 1982; Baumann er al.,
1995; Baumann & Moran, 1997; Werren, 1997).

Diversos estudos foram realizados com o proposito de se verificar se existe um re-
lacionamento obrigatorio entre os tefritidios e suas bactérias associadas. A maioria das
espécies cuja associagdo com microrganismos foi estudada apresentou evidéncias de tal
fenomeno em algum estagio de seu ciclo vital. Contudo, simbiose no sentido de uma relagdo
obrigatéria e mutuamente benéfica ndo foi, ainda, conclusivamente demonstrada.

O conceito de simbiose ndo tem sido claramente definido nos estudos relativos a
associagdo de bactérias com tefritidios. O termo “simbiose” parece ser empregado com um
sentido amplo, referindo-se a qualquer bactéria associada com qualquer espécie de tefritidio.
Portanto, qualquer referéncia a “simbiontes”, neste texto, deve ser entendida desta forma.

A importancia dos simbiontes para os seus hospedeiros ¢ sugerida pelas adaptagdes
anatomicas que evoluiram para assegurar a sobrevivéncia intra-corporea e a transmissao de
microrganismos de geragdo a geragdo. Dessas, uma das mais elaboradas € a verificada em
fémeas adultas de B. oleae, descritas por Petr1 (1904; 1909; 1910).

Estudos realizados em insetos das sub-familias Trypetinae, Tephritinae e Dacinae
mostraram evidéncias de niveis crescentes de desenvolvimento de 6rgdos para o abrigo de
simbiontes, sendo os mais primitivos encontrados em Trypetinae e os mais desenvolvidos em
Dacinae (Hellmuth, 1956 apud Daser & Brandl, 1992).

Outros estudos revelaram que larvas de B. dorsalis e B. cucurbitae ndo apresentam orgdos
“simbidticos” dbvios e que os adultos dessas espécies ndo apresentam as criptas retais, que
aparecem muito elaboradas em B. oleae (Bateman, 1972).

Os tefiitidios apresentam Orgdos especializados (diverticulo esofagico, papo e intestino)
que garantem a manutengdo das bactérias tanto em larvas como em adultos, sendo um indicio
da importancia desses microrganismos na vida desses insetos (Girolami 1973). Foi proposto
que o diverticulo esofagico atue como um 6rgao de manutengio de bactérias (Petr1, 1909;
Rattner & Stoffolano, 1982; Rattner & Stoffolano, 1984).

Embora as bactérias associadas a tefritidios sejam hda muito consideradas como
simbiontes (Petri, 1910; Hellmuth, 1956 apud Daser & Brandl, 1992; Haggen, 1966;
Miyasaki e/ al., 1968; Girolami, 1982; Liithy et al., 1983), um relacionamento mutualistico
obrigatorio é questionado por varios autores (Drew ef al., 1983; Rossiter ¢r al., 1983,
Tsiropoulos, 1983; Fitt & O'Brien, 1985; Howard et al., 1985; Lloyd er al., 1986; Solferini,
1990).
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A maioria das espécies européias de tefritidios pertencentes as sub-familias Trypetinae
e Tephritinae apresentam associagdo com Pseudomonas mutabilis (Hellmuth, 1956 apud
Daser & Brandl, 1992). Essa bactéria parece ser altamente especializada para a existéncia nos
seus hospedeiros, uma vez que ndo pode ser cultivada in vitro.

No diverticulo esofagico de B. olcae foi relatada a presenga de uma unica espécie
bacteriana identificada como Pseudomonas savastanoi, tendo-se-lhe sugerido o papel de sim-
bionte especifico (Petri, 1904; Haggen, 1966). Haggen (1966) observou que a presenga dessa
bactéria parecia essencial para o desenvolvimento de larvas de B. oleae em azeitonas.

A bactéria P. savastanoi aparece amplamente distribuida externamente aos seus hos-
pedeiros e constitui-se em uma importante praga agricola de azeitonas (Hellmuth, 1956 apud
Daser & Brandl, 1992; Buchner, 1965; Haggen, 1966). P. savastanoi nao depende da
associagdo com B. oleae para sua existéncia, podendo ser isolada de azeitonas infectadas em
regides onde essa espécie de tefritidio ndo ocorre (Haggen, 1960).

Liithy ef al. (1983) também observaram a presenga de uma unica espécie bacteriana no
diverticulo esofagico de B. oleae mas verificaram que esta apresentava caracteristicas
biologicas distintas das apresentadas por P. savastanoi descrita por Haggen (19606). O fato
de ser a inica espécie bacteriana detectada em B. oleae levou esses autores a sugerirem um
possivel papel de simbionte para essa bactéria.

Posteriormente, Stamopoulos & Tzanakakis (1988) analisando a flora bacteriana do
diverticulo esofagico de B. oleae, isolaram diversas espécies bacterianas Gram-negativas co-
mo . mendocina, M. nonliquefasciens, Alcaligenes sp, I. cloacae e Gram-positivas (a
grande maioria) como, Kurtia sp, Staphilococcus sp, M. roseus, B. pumilis, B. liqueniformis
e B. subtilis. Nenhuma espécie bacteriana estava estritamente fixada ou consistentemente pre-
sente no diverticulo esofagico, sugerindo que a flora bacteriana associada a 5. oleae depende
de fatores ambientais e pode ser usada como fonte de nutrientes para esses insetos, a parte
de uma possivel relagdo mutualistica especifica.

Fitt & O'Brien (1985), analisando a flora bacteriana de quatro espécies do género
Bactrocera (B. cacuminatus, B. jarvisi, B. neohumeralis e B. Iryoni), observaram que 0
numero de espécies bacterianas isoladas variava de acordo com a espécie dentro do género.
Nestas espécies, a maioria das bactérias pertenciam a familia Enterobacteriaceae, havendo
grande similaridade entre as espécies de bactérias presentes nesses insetos. Nao foi
encontrado nenhum indicio de que alguma espécie bacteriana mantivesse uma relagdo sim-
bidtica obrigatoria com qualquer das espécies de tefritidio analisadas. Esses autores

encontraram indicios de que as bactérias sdo importantes como fonte de nutrientes.
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Lloyd et al. (1986) estudando populagdes bacterianas associadas a quatro espécies de
Dacinae (B. tryoni e B. neohumeralis, provenientes de goiaba e péssego; B. cacuminatus, do
tabaco e B. musae, da banana) e provenientes dos 6rgaos do trato alimentar desses insetos,
superficies dos hospedeiros, sitios de oviposigdo e de tecidos de frutos infestados por larvas,
verificaram que a maioria das espécies identificadas pertenciam a familia Enterobacteriaceae.
As espécies predominantes foram: K. oxyroca, I. herbicola e IX. cloacae. As espécies menos
frequentes foram: Serratia spp, C. freundii, Proteus spp, I’rovidencia retigeri e k. coli. Esses
autores ndo encontraram nenhum caso de uma bactéria consistentemente associada com qual-
quer das espécie investigadas. As bactérias mais frequentemente isoladas do trato alimentar
foram também, encontradas em grande numero nas superficies dos frutos e em areas
injuriadas destes.

Howard & Bush (1989), estudando os efeitos da eliminagdo e reinfec¢do experimental
com K. oxytoca isolada de Rhagoletis suavis e R. pomonella observaram que a auséncia da
bactéria ndo afetava positiva ou negativamente os parametros estudados. Sugeriram que larvas
de Rhagoletis ndo dependiam da flora bacteriana para fornecer nutrientes essenciais ou para
detoxificar compostos secundarios das plantas.

As populagdes bacterianas associadas ao trato alimentar dos tefritidios parecem, em
alguns casos, ser essenciais para o desenvolvimento normal, sobrevivéncia e sucesso re-
produtivo de varias espécies desses insetos.

Varios autores (Allen, 1931; Allen & Riker, 1932; Allen er al., 1934, apud Howard er al.,
1985) demonstraram que a bactéria . melophthora estava associada com varios estaglos
vitais de . pomonella e era a causa da podriddo em magas. Além disso, sua presenga parecia
necessaria para a sobrevivéncia e o desenvolvimento larval. Estudos posteriores de-
monstraram que essa bactéria ¢ capaz de degradar seis pesticidas (Boush & Matsumara, 1967)
e de sintetizar metionina e cisteina, aminoacidos ndo encontrados em magas (Miyasaki et al.,
1968). No primeiro caso, as bactérias auxiliariam na detoxificagdo da dieta natural desses in-
setos e, no segundo, embora nio se conhega os aminoacidos essenciais para k. pomonella,
¢ possivel que a bactéria possa fornecé-los as larvas. Por outro lado, Howard (1989) apre-
senta evidéncias de que as larvas de R. pomonella ndo dependem de simbiontes para a
utilizagdo dos tecidos de maga. A bactéria P. melophthora €, a exemplo de . savastanoi,
amplamente distribuida no ambiente.

Evidéncias da importancia das bactérias associadas ao trato digestivo dos tefiitidios foram
obtidas mediante a aplicagio topica de estreptomicina no fruto hospedeiro e em dietas de la-

boratorio.
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A adigdo de estreptomicina em dietas de adultos de B. oleae eliminou o simbionte
associado (/. savastanoi) e ndo provocou nenhum efeito deletério aos insetos mas, por outro
lado, impediu o desenvolvimento larval em azeitonas. A inibi¢do das larvas pelo an-
timicrobiano foi descartada, uma vez que, estas sobreviviam normalmente em meto sintético
suplementado com hidrolisado de proteinas (Haggen, 1966). A utilizagdo dos tecidos da azei-
tona sé era possivel na presenga do simbionte, que seria responsavel tanto pela hidrélise da
proteina do fruto como pela sintese dos aminoacidos metionina e treonina (Fytizas &
Tzanakakis, 1966a; Haggen, 1966; Tzanakakis & Lambrou, 1975; Tzanakakis et al., 1975,
Tzanakakis & Stavrinides, 1973). O tratamento da geragao parental de B. oleae (larvas ou
adultos) com estreptomicina também apresentou um efeito inibitério no desenvolvimento
larval (Lambrou & Tzanakakis, 1978).

Fytizas & Tzanakakis (1966b) sugeriram que a dependéncia das larvas de B. oleae em
relagdo a . savastanoi poderia ser utilizada como um método de controle populacional: os
simbiontes seriam eliminados pela estreptomicina e as larvas apossimbidticas morrertam logo
apos emergirem dos ovos.

Em estudos similares, Tsiropoulos (1981) observou que a eliminagdo da flora bacteriana
de adultos de Rhagoletis completa, pela adigdo de antibidticos a dieta, afetava adversamente
a sobrevivéncia e a reprodugdo e que essa microflora fornecia vitaminas e aminoacidos ao
hospedeiro.

Tanto P. savastanoi quanto P. mutabilis sdo capazes de degradar proteinas e sintetizar
acido aspartico e leucina (Hellmuth, 1956 apud Daser & Brandl, 1992).

Girolami & Cavalloro (1972) relataram a presenga de bactérias (visualizadas ao
microscopio) no diverticulo esofagico de B. oleae, as quais ndo puderam ser cultivadas in
VIlFO.

Girolami (1986) considera que a simbiose possa estar ligada a mais de uma espécie
bacteriana em diferentes espécimes ou populagdes da mesma espécie de tefritidio. Segundo
esse autor, a possibilidade de que diferentes bactérias possam ocupar orgdos especificos da
mesma espécie de tefritidio, torna questionavel um conceito restrito de simbiose. A existéncia
de simbiose em B. tryoni foi questionada por Drew ¢t al. (1983) e todas as bactérias
encontradas foram consideradas como originarias da alimentagao.

Em varias espécies de tefritidios que infestam frutos, bactérias sdo encontradas em varias
partes do trato digestivo, principalmente no diverticulo esofagico (Girolami & Cavalloro,
1972; Girolami, 1973; Liithy er al., 1983; Howard et al., 1985; Lloyd ef al.,1986; Solferini,
1990).
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Em tefritidios que infestam asteraceas (sub-familias Tephritinae e Urophorinae) néo foi
relatada a presenga de bactérias no diverticulo esofagico mas, estas podem ser encontradas
no epitélio do intestino médio (Stammer, 1929 apud Girolami, 1982; Girolami, 1982). Em
insetos pertencentes as espécies U. solstitiale, U. quadrifasciata, L. sonchi e Opicheta

pupilliata ndo foi detectada a presenca de simbiontes (Girolami, 1973; Girolami, 1982).

1.7.3. Bactérias como fonte de alimento

As bactérias associadas ao trato digestivo de tefritidios - notadamente aquelas
pertencentes a familia Enterobacteriaceae - parecem ser importante fonte de alimento para
as formas adultas, desempenhando um papel significante na sua biologia (Drew & Lloyd,
1987).

Drew (1988) analisando frutos de tabaco (Solanum mauritianum), infestados e ndo in-
festados com B. cacuminatus, revelou que os primeiros tinham cerca de duas vezes mais pro-
teina e aminoacidos essenciais, quando comparados com frutos ndo infestados. Esse autor
sugere que o crescimento bacteriano nos frutos infestados e a reagdo do hospedeiro a
infesta¢do sdo as causas do aumento da quantidade de proteinas disponiveis nesses frutos, o
que poderia representar aumento de alimento a disposi¢do dos insetos.

A analise do contetido do papo de R. pomonella por Dean & Chapman (1973), indicou
que individuos coletados no campo haviam ingerido bactérias.

Estudos realizados por Drew ¢r al. (1983) em B. cacuminatus e B. tryoni forneceram
evidéncias de que bactérias ingeridas durante os processos de alimentagdo provém uma dieta
completa, satistazendo os requerimentos nutricionais para a reprodu¢do normal, pelo menos,
em condigdes de laboratorio. Essas bactérias ocorriam em grandes quantidades no trato
alimentar nesses insetos mas, estavam ausentes ou rarefeitas nas fezes, sugerindo que os
microrganismos poderiam estar sendo digeridos. Esses autores vertficaram que dietas de la-
boratorio suplementadas com aquelas bactérias, afetavam positivamente o desenvolvimento
e maturagdo de ovarios e ovulos, incrementando, significativamente, as taxas de oviposigdo
e a longevidade dos insetos analisados, quando comparadas com as de individuos alimentados
com dietas ndo-suplementadas ou suplementadas com uma amostra de Pseudomonas
Sfluorescem, microrganismo ndo presente na flora bacteriana daquelas espécies de Bactrocera.
A taxa de oviposigdo aumentava quando os tefritidios eram alimentados com P. fluorescem.
Mas, o incremento da oviposi¢do era ainda maior quando a dieta era suplementada com bac-
térias 1soladas da flora bacteriana desses insetos. Além do mais, o aumento da taxa de

oviposigdo fot significativamente maior quando essas bactérias ¢ . fluorescem foram adi-
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cionadas juntas a alimentagdo. A bactéria /. fluorescem foi recuperada no trato alimentar dos
espécimes analisados. Esses resultados demonstraram que as bactérias variam em seu valor
nutricional e que diferentes bactérias, quando juntas, podem ter um efeito sinergistico em
direcdo a beneficios biologicos. Uma correlagdo geral for observada, por esses autores, entre
bactérias isoladas do corpo de tefritidios e da superficie do sitio alimentar. Esses mesmos
autores apresentaram evidéncias de que as bactérias associadas ao trato alimentar de B. tryoni
foram simplesmente ingeridas, ao invés de serem habitantes simbioticos do trato alimentar.
O ambiente do papo de B. tryoni é acido, com valores de pH variando de 3,0 a 3,5. Muitas
bactérias sdo incapazes de crescer em ambientes com valores de pH inferiores a cinco. A di-
versidade de bactérias isoladas do trato alimentar desse inseto ndo indica uma flora bacteriana
restrita que se esperaria desenvolvendo-se em meio acido. Um teste feito com bactérias 1so-
ladas do papo de B. tryoni revelou que nenhuma delas cresceu na faixa de pH entre 3,0 € 3,5.

Courtice & Drew (1983) sugeriram que a disponibilidade de alimentos em forma de
bactérias na superficie das folhas da planta hospedeira governaria a densidade populacional
de tefritidios e que precipitagdo pluviométrica e temperatura desempenhariam papéis
secundarios no fendmeno. Contudo, outros autores obtiveram evidéncias de que as folhas da
planta hospedeira pareciam ndo ser importantes como sitio de alimentagado para esses insetos
(Drew & Lloyd, 1987; Hendrichs er al., 1993).

A mmportancia das bactérias para as larvas de tefritidios parece ser a mesma que para os
insetos adultos. Courtice & Drew (1983) relatam que no processo da oviposigao, 0s mi-
crorganismos sdo introduzidos no fruto, causando a sua deterioragdo. Subsequentemente, as
larvas se alimentam nas partes deterioradas e ndo em partes sadias do fruto, provavelmente
ingerindo bactérias ai presentes. As numerosas bactérias encontradas no canal alimentar das
larvas sdo nutricionalmente importantes para os adultos.

Hendrichs ef al. (1993) verificaram, em condi¢des experimentais e semi-experimentais,
que a longevidade de R. pomonella dependia de carbohidratos presentes em exudatos secos
na superficie da folhagem do hospedeiro. O desenvolvimento dos ovos ndo era suportado pelo
alimento presente na superficie da folhagem e nem por preparagoes de bactérias presentes nas
superficies das folhas. Esses autores verificaram que excrementos de aves e exudatos de afi-
dios contribuiam para moderar a fecundidade desse tefritidio. A fecundidade foi maior quan-
do os insetos foram alimentados com uma fonte protéica, como o extrato de leveduras.
Excrementos de aves podem ser uma valiosa fonte de proteina de origem bacteriana, como

foi sugerido por outros autores (Prokopy et al.. 1993a; Prokopy ¢t al., 1993b).
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2. Material e Métodos

2.1. Meios de Cultura

Os meios de cultura foram autoclavados a 121°C (1 atmosfera de pressdo) durante 20
minutos. Sempre que necessario, o pH dos meios de cultura foi ajustado com uma solugdo
de hidréxido de sédio 1 N.

2.1.1. Meio Minimo (M9)

Solugdo de sais, 10 vezes concentrada:

Fosfato de sédio dibasico heptahidratado 128 ¢
Fosfato de potédssio monobasico 30g
Cloreto de sodio S5¢
Cloreto de amoénio 10g
Agua destilada 1000 ml

A solugdo de sais foi autoclavada e armazenada a 4°C. Apos o preparo, a solugdo foi
autoclavada e armazenada a 4°C. Para o preparo de meio minimo sélido foi utilizado como
base agar Difco a 1,5% autoclavado e resfriado até aproximadamente 45°C. A seguir, foram
adicionados ao agar, sob condi¢des assépticas, uma quantidade adequada da solugdo de sais
para uma diluigdo final de 10". Como fontes de carbono foram utilizados, separadamente, 0s
agucares: glicose, galactose, sacarose, manose ou arabinose em concentragoes finais de 0,4%.
O meio foi distribuido em placas de Petri, em volumes de aproximadamente 20 ml.

O meio M9 foi preparado como descrito em Sambrook er al. (1989).

2.1.2. Meio de aminoacidos

Caseina hidrolisada 0,05¢
Solugao de sais M9, 10 vezes concentrada 5,00 ml
Agua destilada q.s.p. 50,00 ml

2.1.3. Agar de MacConkey

O meio Agar de MacConkey utilizado foi da marca Difco e preparado de acordo com as

especificagoes do fabricante.
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2.14.LB
Peptona ou Triptona 10g
Extrato de levedura : 5¢g
Cloreto de sddio 10 g
Agua destilada 1000 ml

Apo6s o preparo, o pH foi ajustado para 7,2 e o meio foi distribuido em tubos de ensaio,
em volumes de 4 ml, autoclavado e armazenado a temperatura ambiente. O meio LB foi

preparado como descrito em Sambrook ef al. (1989).

2.1.5. LA e LA semi-solido

Para o preparo dos meios LA e LA semi-solido foram adicionados ao meio LB, 15 g/l de

agar e 7 g/l de agar, respectivamente.

2.1.6. Meio para detecgao de atividade amilolitica

O meio para detec¢do de atividade amilolitica foi o meio LA-amido (Destefano, 1994).
O meio LA foi autoclavado e resfriado a aproximadamente 45°C. A seguir, foi adicionada ao
meio, sob condigdes assépticas, uma quantidade adequada de uma solugio de amido solavel

(Sigma) a 20%, para uma concentragdo final de 0,2%.

2.1.7. Meio para detecciio de atividade celulolitica

Glicerol S5¢
Carboximetilcelulose Sg
Extrato de levedura lg
Agar 15g
Meio M9 q.s.p. 1000 ml

O meio foi preparado como descrito em Destefano (1994).



2.2. Solugédes e Tampoes
2.2.1. Solugdes para eletroforese em gel de poliacrilamida

2.2.1.1. Soluc¢io de acrilamida 30%:bis-acrilamida 2,7%

Acrilamida 30g
Bis-acrilamida , 2,7¢
Agua deionizada q.s.p. 100 ml

A solugdo foi preparada de acordo com Hoefer (1991) e mantida a 4°C.

2.2.1.2. Tampio de ressuspensio

Tampéo Tris-HCI1 0,5 M pH 6,8 2,5 ml
Dodecil sulfato de sodio (SDS) 10% 4,0 ml
Glicerol 2,0 ml
B-Mercaptoetanol 1,0 ml
Bromofenol blue 0,01g
Agua deionizada q.s.p. 10,0 ml

A solugdo foi preparada segundo Sambrook ef al. (1989) e armazenada a 4°C.

2.2.1.3. Tampio de corrida (tris-glicina)

Trizma base 12,0 g
Glicina 57,6 g
SDS 10% 40,0 ml
Agua destilada q.s.p. 4000,0 ml

A solugdio foi preparada como descrito em Sambrook ef al. (1989) e mantida a

temperatura ambiente.



27

2.2.2. Solugées para revelacio do gel de poliacrilamida

2.2.2.1. Fixador

Metanol : 500,0 ml
Acido acético 120,0 ml
Formaldeido a 37% 0,5 ml
Agua destilada q.s.p. 1000,0 ml

A solugio foi preparada como descrito em Blum ef al. (1987) e mantida a temperatura

ambiente.

2.2.2.2. Soluciio de nitrato de prata a 0,2%

Nitrato de prata 02 ¢
Formaldeido a 37% 75,0 ul
Agua destilada 100,0 ml

A solugdo foi preparada, no momento do uso, como descrito em Blum er al. (1987), €

mantida a temperatura ambiente.

2.2.2.3. Solucio de carbonato de sédio a 6%

Carbonato de sodio anidro 6 g
Solugdo de tiossulfato de sodio a 0,02% 2 ml
Formaldeido a 37% 50 ul
Agua destilada 100 ml

A solugdo foi preparada, no momento do uso, como descrito em Blum er al. (1987), e

mantida a temperatura ambiente.
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2.2.2.4. Solucio "STOP"

Metanol 500,0 ml
Acido acético 120,0 ml
Agua destilada q.s.p. . 1000,0 ml

A solugdo foi preparada como descrito em Blum et al. (1987). Apos o preparo, esta foi

mantida a temperatura ambiente.

2.3. Obtencao de Tefritidios Adultos
2.3.1. Coletas de inflorescéncias de asteraceas

Inflorescéncias de asteraceas foram coletadas em duas diferentes localidades sob
condigoes climaticas distintas. Duas coletas foram realizadas na Cadeia do Espinhago, Estado
de Minas Gerais, entre os municipios de Ouro Branco, Santana do Riacho, Diamantina, Jo-
aquim Felicio (Serra do Cabral) e Grao Mogol, sendo a primeira efetuada em junho de 1994
e a outra em fevereiro de 1995. Uma unica coleta aconteceu na Serra do Japi, municipio de
Jundiai, Estado de Sao Paulo, em janeiro de 1995.

As plantas foram apanhadas por membros do Lab. de Biologia de Insetos do Depto. de
Genética e Evolugdo - IB - UNICAMP e pelo grupo do Projeto Biodiversidade de Fitofagos
de Compostas do Lab. de Intera¢do Inseto-Planta do Depto. de Zoologia - IB- UNICAMP.

Apos a coleta, os capitulos foram acomodados em recipientes plasticos transparentes até

a emergéncia de tefritidios adultos.

2.3.2. Manutencao e identificacio dos tefritidios adultos

Apods a emergéncia, os insetos que foram identificados como pertencentes a familia
Tephritidae foram separados de acordo com a espécie e mantidos com alimentagdo e agua,

em recipientes de plastico transparente.

2.4. Isolamento de Bactérias
2.4.1. Enriquecimento de bactérias de V. scorpioides

Com o proposito de se comparar as populagdes bacterianas presentes nas superficies de
folhas e inflorescéncias de V. scorpioides proveniente da Serra do Japi com aquelas presentes

em tefritidios emergidos de inflorescéncias dessa planta, sec¢des de folhas e flores foram
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transferidas, separadamente, para tubos contendo 4 ml de meio LB, para o isolamento de
bactérias presentes em suas superficies. Os tubos foram incubados a temperatura ambiente
por cerca de I8 horas. A obtengdo de colonias isoladas das bactérias presentes nessas

culturas, sua estocagem e identificagdo foram feitos como descrito nos itens 2.5.1. a 2.5.4.

2.4.2. Isolamento de bactérias de 6rgaos do trato digestivo de tefritidios adultos

Com a finalidade de se remover 6rgdos do trato digestivo de tefritidios adultos, os
espécimes foram anestesiados com éter e, em seguida, procedeu-se a assepsia externa com
solugdes de hipoclorito de sodio e de etanol 70%. De cada inseto foram retirados o
diverticulo esofagico, o papo e o intestino. Apos a remogao, os 6rgaos foram introduzidos,
separadamente, em tubos de ensaio contendo meio LB, esmagados contra a parede do tubo
¢ inoculados no meio. Apos o inoculo, os tubos foram incubados a 30°C por cerca de 24
horas. Desta forma, obteve-se culturas bacterianas originarias de cada diferente orgdo de cada
mseto dissecado.

A obtengdo de colonias isoladas das bactérias presentes nessas culturas, sua estocagem

e 1dentificagao foram feitos como descrito nos itens 2.5.1. a 2.5.4.

2.5. Identificacio das Amostras Bacterianas

A identificagdo das amostras bacterianas isoladas como descrito nos itens 2.4.1. ¢ 2.4.2
compreendeu trés etapas: (1) a selegdo preliminar das amostras de acordo com morfologia
de colonia, efeito da temperatura sobre o crescimento e capacidade de utilizagdo de lactose;
(2) ensaios de eletroforese de proteinas totais das amostras selecionadas, visando seu
agrupamento de acordo coimn seus perfis eletroforéticos (“grupos eletroforéticos™) e (3) a
identificagdo bioquimica de amostras correspondentes a cada grupo eletroforético.

Os dois primeiros procedimentos foram realizados com o proposito de se diminuir o
namero total de amostras bacterianas a serem identificadas de acordo com o seu com-
portamento bioquimico. Os ensaios de eletroforese tiveram, também, o propdsito de verificar
a possibilidade da existéncia de correlagdes entre a variabilidade genética dentro de uma

mesma espécie bacteriana com uma determinada espécie de tefritidio e/ou hospedeiro.

2.5.1. Sele¢ao preliminar das amostras bacterianas

A partir de cada cultura bacteriana, obtida como descrito nos itens 2.4.1 e 2.4.2., foram

feitos indculos por estrias em placas de Petri contendo meio LA, para a obtengdo de colonias
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1soladas. As placas foram incubadas a 30°C por cerca de 18 horas. Apods esse periodo,
coldnias isoladas crescendo em cada placa foram coletadas aleatoriamente, com auxilio de
palitos esterilizados, e transferidas de modo ordenado para placas de Petri contendo meio LA
ou meio agar de MacConkey, de maneira a'se obter trés réplicas de cada colonia, sendo duas
em meio LA e uma em meio MacConkey. Em cada placa foram transferidas até¢ 50 amostras.
As placas contendo meio LA, foram incubadas, separadamente, a 30°C e a 37°C. As placas
contendo meio agar de MacConkey foram incubadas a 30°C. Apos um periodo de cerca de
18 horas, procedeu-se a leitura dos resultados.

Um total de mil coldnias bacterianas foram isoladas e agrupadas segundo as ca-
racteristicas mencionadas. As placas contendo meio LA e incubadas a 30°C foram, pos-

teriormente, mantidas a 4°C para a manutengdo provisoria das amostras bacterianas.

2.5.2. Anailise eletroforética de proteinas totais

Com a finalidade de se estabelecer a existéncia de diferentes “grupos eletroforéticos”
dentre as amostras bacterianas selecionadas como descrito no item 2.5.1., procedeu-se a
analise eletroforética de proteinas totais de pelo menos dois representantes de cada grupo de

amostras. Fo1 analisado um total de cem amostras bacterianas.

2.5.2.1. Extracao de proteinas totais

Os ensaios de extragdo de proteinas totais foram feitos de acordo com metodologia des-
crita em Sambrook ef al. (1989). As amostras bacterianas utilizadas nestes ensaios foram
cultivadas em meio LB a 30°C por cerca de 18 horas. As culturas foram centrifugadas em
tubos de microcentrifuga, a 12.000 g, por 30 segundos. Os sedimentos foram lavados em 500
ul de tampao Tris-HC1 50 uM (pH 7.5), gelado, a 12.000 g por 30 segundos e ressuspendidos
em 100 pl de agua deionizada, seguindo-se adigdo de 100 pl de tampéo de ressuspensdo (item
2.2.1.2.). A seguir, as amostras foram aquecidas em banho-maria, a 100° C, por 5 minutos.
Apos esse periodo, as amostras foram homogenizadas em vortex (“shearing”) e centrifugadas
a 12.000 g por 10 minutos. Os sobrenadantes foram recuperados em novos tubos de
microcentrifuga e o material armazenado a -20°C para analise em eletroforese de gel de po-

liacrilamida.
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2.5.2.2. Preparo do gel de poliacrilamida

O gel de poliacrilamida foi preparado segundo Laemmli (1970) e Hoefer (1991),
utilizando-se um aparato de eletroforese vertical. O gel foi preparado em duas fases: uma,
inferior, o gel de separagdo, preparado na 6011ce11trac;ﬁo de 12,5%, e outra, superior, o gel de
empacotamento, preparado na concentragdo de 4,0%. O preparo de ambas as fases foi feito

misturando-se os reagentes, sob agitag¢do, na ordem descrita no esquema abaixo:

gel de separagdo  gel de empacotamento

Solug¢do de acrilamida 30%:bis-acrilamida 2,7 % 25.,0ml 2.66 mi
Tampao Tris-HCH 1,5 M pH 8.8 150ml - eemeeeees
Tampado Tris-HCIO53MpHO8 — eeeeees 5,00 ml
Solugdo de SDS 10% 6000 ul 200,00 ul
Agua deionizada 19.1 ml 2,20 ml
Solugio de perssulfato de amdnio 10% 300.0 wl 100.00 pl
Temed 20.0 pl 10.00 pl

Apds a mistura dos reagentes para o gel de separagdo, a solugdo foi vertida no interior do
aparato de eletroforese. A solugdo para o gel de empacotamento foi preparada e adicionada
ao aparato apds pohimerizagdo do gel de separagdo.

Apos a gelificagdo da matriz de poliacrilamida, procedeu-se & aplicagdo das amostras. Em
cada gel foram aplicadas dez amostras. O aparato foi, em seguida, submerso em uma cuba
de eletroforese vertical, contendo tampdo Tris-Glicina, ligada a corrente elétrica de forma a
permitir a migragdo das cadeias polipeptidicas em dire¢do ao anodo.

O gel de poliacrilamida foi preparado de acordo com a metodologia descrita em Laemmli
(1970) e Hoefer (1991). Via de regra, a corrida eletroforética foi realizada durante a notte,

aplicando-se uma corrente elétrica de 15 mA.

2.5.2.3. Impregnacio com prata

Ao término da corrida eletroforética, procedeu-se a revelagdo o gel pelo método da
impregnag¢do com prata, segundo Blum ¢t a/. (1987). Os géis de empacotamento e separagdo
foram separados, sendo o primeiro, descartado. O gel de separagao foi mantido em uma cuba
contendo 100 ml de fixador, por 1 hora, em repouso, a temperatura ambiente. Apos esse

periodo, o fixador foi descartado e o gel submetido a sucessivas lavagens com diferentes
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solugdes: (1) trés lavagens em solugdo de etanol a 50%, sob agitagdo, por 20 minutos; (2)
uma lavagem com solugdo de tiossulfato de sodio a 0,02%, com agitagdo, durante 1 minuto;
(3) trés lavagens com agua deionizada, com agitagio, por 20 segundos; (4) uma lavagem em
solugdo de mitrato de prata a 0,2%, sob agitagdo, durante 20 minutos e (5) duas lavagens do
gel com agua deionizada, com agitagdo, por 20 segundos. Apds cada procedimento,
descartava-se a solucdo utilizada.

A revelagdo do gel foi feita com uma solugdo de carbonato sodio 6%, com agitagdo, até
o aparecimento de bandas de polipeptideos, descartando-se, em seguida, o revelador. A
seguir, o gel foi lavado duas vezes com agua deionizada, com agitagdo, por 20 segundos
(descartando-se a dgua utilizada). Apos esse procedimento, o gel foi 1merso em solugdo

“STOP” durante 10 minutos e, em seguida, conservado em solugdo de etanol a 50%.

2.5.2.4. Estabelecimento de grupos eletroforéticos

Diferentes grupos eletroforéticos foram estabelecidos reunindo amostras bacterianas
apresentando perfis eletroforéticos de proteinas totais idénticos. Um perfil protéico era
considerado idéntico a um outro quando ambos apresentavam todas as bandas protéicas em

naimero e posigdes 1dénticas.

2.5.3. Manutencao de culturas bacterianas

As amostras selecionadas como representantes das populagdes bacterianas estudadas
foram mantidas em estoques feitos de acordo com Sambrook ¢r al. (1989). No preparo de
tubos para estoques de culturas bacterianas, foi utihzado o meio LA semi-sélido. O meio,
apos o preparo, for fundido e distribuido em volumes de 5 ml, em tubos de vidro com tampas
rosqueadas guarnecidas com batoques de borracha. Os tubos foram autoclavados e, em
seguida. mantidos em posigdo vertical até a solidificagdo do meio. Nestes tubos foram
inoculados 100 pl de uma cultura bacteriana crescida em meio LB. Os tubos foram fechados
deixando-se as tampas levemente afrouxadas para permitir a aeragdo da cultura e incubados
a 30°C por cerca de 18 horas. Apds esse periodo, os tubos foram firmemente fechados e

mantidos a temperatura ambiente.

2.5.4. Identificacao das amostras bacterianas

A 1dentificagdo das amostras bacterianas selecionadas de acordo com seus perfis

eletroforéticos de proteinas totais, foi realizada utilizando-se o teste bioquimico “Pessoa ¢
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Silva” (Pessoa, 1972). Os testes foram conduzidos de acordo com as determinagdes do
fabricante.
Para controle dos testes. foi utilizada a amostra de /.. coli 362 que apresenta com-

portamento bioquimico tipico de 1. coli selvagem (Tabela I).

2.6. Amostras Bacterianas para Controle de Experimentos

As amostras bacterianas utilizadas para controle de experimentos encontram-se listadas
na Tabela .

Tabela I. Amostras Bacterianas para Controle de Experimentos

Amostra Caracteristicas Relevantes Referéncia
I'scherichia coli BV3A Selvagem Morctti (1992)
Escherichia coli 362 Sclvagem, Ap® Fantinatti (1992)
Escherichia coli K-12 C600 lac, leu_ thi. thr, Nal® Applevard (1934)
Xanthomonas campestris CA110 Amy', Cel’ Destefano (1994)

Amy: produgdo de amilasc . Cel': produgiio de cclulase

Ap"®: resisténcia a ampicilina: Nal®: resisténcia ao acido nalidixico

lac: incapacidade de utilizagdo de lactose como fonte de carbono

leu, thi ¢ thr: auxotrofias para a sintese dos aminodacidos leucina, tirosina ¢ treonina, respectivamente

2.7. Deteccao da Producioc de Amilase e de Celulase

As amostras bacterianas a serem ensaiadas quanto a producao de amilase e celulase
extracelulares foram cultivadas em meio LB, a 30°C por 18 horas. Apos esse periodo, essas
amostras foram semeadas em placas de Petri contendo meio LLB-amido ou meio de celulose.
As placas foram incubadas a 30°C por 18 horas. Apos o crescimento das colonias procedeu-se
a revelagio das atividades amilolitica e celulolitica. As superficies das placas contendo meio
LB-amido foram cobertas com uma solugao de 1odeto de potassio a 0,2% enquanto que as
superficies daquelas contendo meio de celulose foram cobertas com uma solugdo de
Vermelho do Congo a 0,1%. A formagdo de um halo transparente ao redor de uma colonia
revelava seu fenotipo amilolitico ou celulolitico.

Como controles positivo e negativo foram utilizadas as amostras de X. campestris CA110
e I'. coli C600, respectivamente. O meio LA foi empregado para o controle da viabilidade das

amostras ensaiadas.



2.8. Utilizacio de Diferentes Fontes de Carbono

Com o propésito de se estabelecer a capacidade da utilizagdo de diferentes fontes de
carbono por parte das amostras bacterianas estudadas, estas foram cultivadas em placas de
Petri contendo meio minimo (M9) suplementado com diferentes fontes de carbono.

As amostras ensaiadas foram cultivadas em meio LB, a 30°C, por cerca de 18 horas.
Aliquotas de 500 ul de cada cultura foram transferidas, separadamente, para tubos de mi-
crocentrifuga e centrifugadas a 12.000 g por 1 minuto. Os sobrenadantes foram descartados
¢ os sedimentos lavados por duas vezes, nas mesmas condi¢des de centrifugagdo, em 1 ml de
solugdo salina 0,15 M esterilizada. Em seguida, os sedimentos foram ressuspendidos em 500
il de solugdo de sais de meio M9 e 50 pl de cada suspensdo foram transferidos, se-
paradamente, para tubos contendo 4 ml de solugédo de sais de meio M9. Os tubos foram in-
cubados por cerca de 4 horas a 30°C. Esse procedimento foi feito com a finalidade de
minimizar o endogeno das células bacterianas. Apos esse periodo, as culturas foram lavadas
por duas vezes (12.000 g/ 1 minuto) em solugdo de sais de meio M9 e semeadas em placas
de Petri contendo meio minimo (M9) isento de agtcar e placas contendo meio M9 su-
plementado, separadamente, com cinco diferentes tipos de agucares: glicose, galactose,
sacarose, manose ou arabinose (item 2.1.1.). Placas contendo caseina hidrolisada foram
utilizadas para averiguacio da capacidade da utilizagao de aminoacidos, como tnica fonte
de carbono (item 2.1.2.). As placas foram incubadas por cerca de 72 horas a 30°C. A cada 24
horas procedia-se a leitura dos resultados.

Para o controle da preparagio dos meios de cultura empregados neste ensaio foram
utilizadas as amostras de /<. coli BV355 e I-. coli C600, respectivamente (Tabela I). O meio

LA foi empregado para o controle da viabilidade das amostras ensaiadas.



3. Resultados e Discussao

3.1. Espécies de Tefritidios Investigadas e Respectivos Hospedeiros

Os tefritidios utilizados neste estudo pertenciam a sub-familia Tephritinae e foram
identificadas as seguintes espécies: Tetreuaresta sp. nov. A (dois individuos), Tomoplagia
sp. nov. 7 (cinco individuos), Tomoplagia reimoseri (oito individuos), Tomoplagia
incompleta (cinco individuos), Tomoplagia pseudopenicilata (cinco individuos), Tomoplagia
costalimai (um individuo), 7Trupanca sp (oito individuos) e Nanthaciura biocellata (trés
individuos), totalizando trinta e sete individuos.

Os insetos foram identificados nos niveis de género e espécie pelo Sr. Mestre Paulo
Inacio de Knegt Lopez de Prado do Lab. de Interagdo Inseto-Planta do Depto. de Zoologia
(IB-UNICAMP). Os testemunhos dos insetos estio em poder do grupo do Projeto
Biodiversidade de Fitofagos de Compostas coordenado pelo Prof. Dr. Thomas Lewinsohn do
Lab. de Interagdo Inseto-Planta do Depto. de Zoologia (IB-UNICAMP) e serdo depositados
no Museu de Histdria Natural da UNICAMP.

Os espécimes do género Trupanca (Foote ef al., 1993) utilizados neste estudo pertencem
a espécies nao descritas. Tetreuaresia sp. nov. A, Tomoplagia sp. nov. 7, representam novas
espécies a serem descritas (fato confirmado pelo Dr. Allen Norrbom, especialista do grupo
para tefritidios neotropicos do “United States Museum of Natural History” (P.L.K.L. Prado,
comunicagao pessoal).

Os tefritidios emergiram de diferentes espéceies de plantas hospedeiras, todas pertencentes
a familia Asteraceae: (hromolacna decumbens, I.chinocryne schvenkiaefolia, Lychnophora
candelabrum, Lychnophora pohlii, 1Lychnophora villosissima, Proteopsis argentea,
Trichogonia villosa, Trixis vauthieri, Vernonanthura mariana e Vernonia scorpioides. Com
excegdo de plantas de V. scorpioides, apanhadas na Serra do Japi, todas as outras foram
coletadas na Cadeia do Espinhago. Essas plantas foram identificadas nos niveis de familia,
género e espécie pelos Profs. Dr. Hermogenes Freitas Leitdo Filho e Dr. Joao Semir, do
Depto. de Botanica (IB-UNICAMP).

Trabalhos sobre as espécies brasileiras de tefritidios que infestam asteraceas foram
realizados por Lewinsohn (1991), Prado & Lewinsohn (1994) e Lewinsohn e7 al. (1998).

3.2. Isolamento de Bactérias do Trato Digestivo

Os resultados dos ensaios de isolamento de bactérias dos orgaos digestivos dos tefritidios

investigados revelaram que a presenga de bactérias nesses orgaos nao ¢ regular. Em quinze
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(40.5%) dos trinta e sete espécimes, ndo foram isoladas bactérias de nenhum dos orgdos do
trato alimentar. Este fato foi observado em todas as espécies analisadas, com excecdo da
especie X, biocellata, representada por trés individuos, todos apresentando bactérias em pelo
menos um dos Orgaos digestivos. Dentre os vinte e dois espécimes dos quais bactérias foram
isoladas, apenas dois individuos de espécies diferentes (7omoplagia sp. nov. 7 e Trupanca
sp) apresentaram bactérias em todos os ¢rgdos do trato alimentar.

O fato da presenga de bactérias associadas a uma determinada estrutura do trato digestivo
de tefritidios ndo ser regular ja foi relatado em espécies que infestam frutos (Drew ef al.,
1983; Litthy er al., 1983) e em espécies que infestam asteraceas (Girolami, 1973; Girolami,
1982; Daser & Brandl, 1992). Estes altimos autores, trabalhando com o isolamento e
identificagdo de bactérias do trato digestivo de oito espécies de tefritidios, verificaram que
larvas de cinco espécies do género Urophora (U. cardui, U. cuspidata, U. jaceana, U.
solstitialis e U. stylatay e de 1. dilacerata ndo abrigavam bactérias nos seus 6rgaos digestivos.

Os resultados referentes ao isolamento de bactérias encontram-se na Tabela 1I. Esta
tabela apresenta os individuos analisados, suas espécies, hospedeiros dos quais emergiram,
origem geografica, época da coleta e ocorréncia de bactérias nos diferentes 6rgdos do trato

digestivo.



Tabela I1. Procedéncia e Resposta ao Cultivo de Bactérias Presentes em Orgfws do Trato
Digestivo de Tefritidios Originados de 2 Regioes Geograficas Distintas

Individuos investigados Planta Hospedeira Origem C?n(!l?ao Orgao
cimatica p p |
El-1 7T reimoscri Vernoniinac Cadeia do Espinhago  mnverno +  + -
EL-2 T reimoseri Veroniinac” Cadoia do Espmhago  inverno  +  + -
EL1-3 1 reimoseri Vernoniinac Cadcia do Espinhago  mverno -+ -
E2-1 7Tl incompleta . schwenkiaefolia Cadcia do Espinhago  invemo - -+
E2-2 Tl incompleta L. schwenkiacfolia Cadecia do Espinhago inverno -+ +
E2-3 Tl incompleta k. schwenkiaefolia Cadcia do Espinhago imverno -+ -
E2-4 Tl incompleta I schwenkiacfolia Cadcia do Espinhago  inverno - - -
E2-5 Tl incompleta L. schwenkiaefolia Cadcia do Espinhago  inverno -+ -
E2-6  Trupanea sp 1. vauthieri Cadcia do Espinhago inverno -+ -
E2-7  Trupanca sp 1. vauthicri Cadcia do Espinhago  inverno  + - -
E2-8  Trupanea sp 1" vanthicri Cadcia do Espinhago  inverno -+ +
E2-9  Trupanca sp 1 vauthieri Cadcia do Espinhago  mverno -+ +
E2-10 T costalimai 1" vauthieri Cadcia do Espmmhago  inverno - - -
E3-1 T pseudopenicilata I scorpioides Serra do Japi verdo -+ -
E3-2 T pscudopenicilata V. scorpioides Serra do Japt verdo - - -
E3-3 70 pseudopenicilata V. scorpioides Scrra do Japi verdo - - -
E3-4 T pscudopenicilata V. scorpioides Serra do Japi verdo - - -
E3-5 T pseudopenicilata V.o scorpioides Serra do Japi verdo - - -
Ed-1 1. reimoscri Iomariana Cadcia do Espinhago  verdo -+ -
Ed4-2 T reimoseri V.omariana Cadeta do Espinhago  verdo - - -
E4-3  Tetrcuaresta sp. nov. A P argentea Cadcia do Espmhago  verdo -+ -
Ed-4 Terrcuarestasp.nov. A P.oargenica Cadeta do Espinhago  verio - - -
E4-5 T reimoscri V.omariana Cadcia do Espinhago  verdo - - -
E4-6 1 reimoscri Vomariana Cadcra do Espinhago  verdo -+ -
E4-7 T reimoseri Vomariana Cadcia do Espinhago  verdo - - -
E4-8  Tomoplagia sp. nov. L. candclabium Cadcia do Espmhago  verdo - - -
E4-9  Tomoplagia sp. nov. L. villosissima Cadcia do Espinhago  verio - - -
E4-10 Tomoplagia sp. nov. 1. pohlii Cadcia do Espinhago  verdo + - -
Ed-11 Trupanca sp C. decumbens Cadeia do Espinhago  verdo + + o+
E4-12 Trupanca sp ' decumbens Cadcia do Espinhago  verdo - - -
E4-13 Trupanea sp ' decumbens Cadeia do Espinhago  verdo - - -
E3-1 Trupanea sp C. decumbens Cadcia do Espinhago  verdo + -+
E3-2 Tomoplagia sp. nov. L. villosissima Cadcia do Espinhago  verdo - - -
ES-3 Tomoplagia sp. nov. L. villosissima Cadcta do Espinhago  verdo + o+t
ES-4 X biocellata C. decumbens Cadcia do Espmhago  verdo -+ F
ES-3 X biocellata 1 villosa Cadcia do Espmhago  verio + -+
ES-6 X biocellata 1 villosa Cadeia do Espinhago  verdo -+ -

" sub-tribo Vernoniinac (tribo Vernoniac). provavelmente Fernonanthura sp
D: diverticulo csofagico: P: papo: I: mtestino

+: crescimento bacteriano apos cuftivo em meio LB, a 30°C. por cerca de 24 horas

- auséncia de crescimento bacteriano apds cultivo nas condigdes supra-citadas.




3.3. Caracterizacio das Amostras Bacterianas
3.3.1. Selecio preliminar das amostras

A selecdo preliminar das bactérias isoladas do trato digestivo dos insetos analisados
revelou, em primeira instancia, a presenga de dois grupos principais de bactérias. Um deles,
composto somente por bacilos Gram-negativos que apresentavam crescimento a 37°C e o
outro, integrado por bacilos Gram-positivos ¢ Gram-negativos, com crescimento a 30°C e
inibigdo do crescimento a temperatura de 37°C.

Nos tefiitidios originarios da Cadeia do Espinhago, o grupo predominante foi o das bac-
téras que apresentavam crescimento a 37°C, encontradas em 73% dos insetos que emergiram
de hospedeiros coletados no mverno e em 87,5% daqueles apanhados no verdo. Nos insetos
que emergiram de plantas provenientes da Serra do Japi (apanhadas no verdo), todas as
amostras bactertanas obtidas cresciam a 37°C.

Quanto a morfologia, foram visualizadas colonias de coloragdo ambar, esbranquigadas
e amareladas.

Todas as amostras isoladas apresentaran fendtipo negativo em relagdo a utilizagdo da lac-
tose (Tabela V).

Sele¢do em fungdo da temperatura de crescimento e morfologia das coldnias foi utilizada
unicamente como uma primeira abordagem para a triagem de diferentes grupos bacterianos.

Esse método foi empregado Drew ¢r al. (1983) em um estudo da flora bacteriana
associada a B. cacuminatus ¢ a B. trvoni. Esses autores consideraram que bactérias com
caracteristicas visivelmente diferentes representariam espécies distintas.  Contudo,
temperatura de crescimento ¢ morfologia de colonia sio parametros muito limitados para a

caracterizagdo segura de espécies bacterianas.

3.3.2. Anilise eletroforética de proteinas totais

Do total de cem amostras bacterianas ensaiadas quanto ao perfil eletroforético de
proteinas totais, aquelas apresentando perfis aparentemente idénticos foram reunidas em um
grupo denominado de “grupo eletroforético™ (item 2.5.2.). Essas amostras foram su-
postamente consideradas como pertencentes a mesma espécic ou grupo bacteriano. Foram
estabelecidos oito grupos eletroforéticos. Diferentes grupos apresentavam distintos padroes
eletroforéticos, hipoteticamente representando oito diferentes espécies ou grupos bacterianos.
O namero de amostras dentro de cada grupo foi variavel, totalizando vinte amostras
bacterianas (Tabelas VI e ViI).



3.3.3. Identificacio das amostras bacterianas

Vinte amostras bacterianas pertencentes aos oito grupos eletroforéticos e oito outras
escolhidas aleatoriamente dentre as utilizadas nos ensaios de eletroforese (item 2.5.2.), foram
identificadas de acordo com seu comportamento bioquimico (item 2.5.4). Os resultados dos
ensaios de identificagdo bacteriana e a distribui¢do de géneros bacterianos nos diferentes es-
pécimes de tefritidios encontra-se na Tabela I11. A tabela designa o inseto, seu hospedeiro,
habitat, época da coleta e o orgdo do trato digestivo do qual a amostra bacteriana fot isolada.

A identificac¢do revelou a presenga de trés grupos bacterianos distribuidos sem padrdo
definido entre as diferentes espécies de tefritidios investigadas: (1) bactérias da familia
Enterobacteriaceae (Alcaligenes sp, Proteus sp, Serratia sp e Providencia sp); (2) bactérias
anaerobicas facultativas e (3) bactérias aerdbicas estritas, estes dois ultimos grupos
compostos por microrganismos ndo identificaveis pela metodologia utilizada.

Houve clara predominancia dos membros da familia Enterobacteriaceae sobre outros
arupos de bactérias, observando-se uma significativa prevaléncia do género Serratia.

Outros autores, estudando a flora bacteriana associada a tefritidios que infestam frutos
relataram a predominancia de Enterobacteriaceae, sendo que bactérias pertencentes a outros
grupos permaneceram ndo identificados (Drew ¢t al., 1983; Fitt & O'Brien, 1985; Howard
et al . 1985; Lloyd et al., 1986; Drew & Lloyd, 1987; Howard & Bush, 1989; Solferini, 1990;
Jang & Nishigima, 1990; Daser & Brandl, 1992).

O amplo isolamento de membros da familia Enterobacteriaceae pode ndo refletir uma
predominancia desse grupo de bactérias na microbiota do trato alimentar dos tefritidios mas,
sim, um efeito das metodologias empregadas para o isolamento e identificagdo de bactérias.

Uma discussao desta situagdo encontra-se no item 3.7.
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Tabela 111, Distribuicio de Amostras Bacterianas em Diferentes Espécies de Tefritidios
Individuos analisados Planm. Origem C(.)nd’n?ao Orgio Identificacao /
Hospedeira = climatica Amostra
El-1 7 reimoseri Vernoniinac C.E mnverno DP  Serratia sp 1101
E1-2 T reimoseri Vernonimnac CE nverno DP  Alcaligenes sp 1107
L3 7 reimoseri Vernonnnac C E. inverno P Serratia sp 112
E2-1 T incompleta Losehwenkiacfolia  CE mverno I AENI 2105
E2-2 Tlincompleta I sehwenkiaefolia  CE. 1nVerno 1P AENI 2115
E2-3 Tl incompleta I schwenkiacfolia  C.E. Inverno P Serrauasp’ 2121
E2-3 Tlincompleta I schwenkiacfolia - C.E. mnverno P AENI 2126
E2-5 Tlincompleta I schwenkiacfolia  CE. Inverno P Serratia sp 2133
E2-6 Trupanea sp 1 vauthicri C E nverno P Serraiia sp 2143
E2-7  Trupanca sp 1 vauthicri C E. INVErno D AENI 2202
E2-8  Trupanca sp 1o vauihicri CE INVerno I Serratia sp 2222
E2-9  Trupanca sp 1" vauthicri C E nverno I Serratia sp 2243
E2-9  Trupanca sp 1. vauthicri C E. INVerno P AENI 2303
E2-9  Trupanca sp 1" vauthicri C L. inverno P Serratia sp 2303
E3-1 1 pseudopenicilata . scorpioides S verdo P Serratiasp 31035
E3-1 70 pyeudopenicilaia 17 scorpioides S I verdo P Serratia sp 3107
Ed-1 T reimoscri I mariana C.E. verio P Providenciasp 4102
Ed4-3  Tewreuaresia sp.nov. A P argeniea C E verio P AENI 4112
E4-6 T reimoseri V.omariana C.E verdo P Providenciasp 4122
E4-10 Tomoplagia sp.nov. 7 L. pohlii C.E. verdo D NI 4132
Ed-11 Trupanca sp . decumbens C E. verdo D Serratia sp 4142
Ed-11 Trupanca sp C. decumbens C.E verdo P Serratia sp 4202
Ed4-11 Trupanca sp C. decumbens C E verao I Serratia sp 4212
25-1 Trupancea sp C. decumbens C. L verdo D NI 3102
E3-1 Trupanea sp C decumbens CE verdo D AENI 5104
E3-1 Trupanca sp C decumbens C.E. verdo D AENI 5103
E3-1 Trupanca sp C. decumbens C E. verdo [ Pseudomonas™ 3118
=3-1 Trupancea sp C. decumbens C.E. veriio I Pseudomonas’ 3307
E3-3  Tomoplagiasp.vov. 7 L. villosissima C E. verdo D Serratia sp 5125
ES-3  Tomoplagia sp. nov. 7 L. villosissima C E. verdo D Proreus sp 6109
E3-3 Tomoplagiasp.nov. 7 L. villosissima C.E. verdo P Serratia sp 5132
E3-3  Jomoplagia sp.nov. 7 L. villosissima C.E verdo I Serratia sp 3143
E>-3 Tomoplagia sp.nov. 7 L. villosissima C E. verdo I Prowus sp 6130
E5-4 X hiocellara O decumbens C E verdo P Serratia sp 5212
ES-4 X biocellata C. decumbens CE verdo P Serratia sp 6132
E3-5 X biocellata U villosa CE verdo D Serratia sp 5232
ES-6 X hiocellata 1" villosa C E verdo P NI 3250
C.E.: Cadeia do Espinhago: S.J.: Serra do Japi
D: diverticulo csofagico: P: papo: I: intestino: DP: diverticulo esofagico ¢ papo: IP: intestino ¢ papo
AENTI: bactéria acrobica estrita, ndo identificavel pela metodologia utitizada
NI: amostra ndo identificavel pela metodologia utilizada: ”: amostra identificada tentativamente
" amostra com perfil cletroforético idéntico a amostra 2103
* amostra com perfil ¢letroforético idéntico as amostras 1101 ¢ 2303
" sub-tribo Vernoniinac (tribo Vernoniae). provavelmente Fernonanthura sp




3.4. Distribuicio de Géneros Bacterianos

3.4.1. Em érgios do trato alimentar
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A Tabela 1V apresenta a distribuicdo e as freqiiéncias de ocorréncia de géneros

bacterianos nos orgaos do trato alimentar de cada espécie de tefritidio investigada.

Tabela IV. Distribuico e Freqiiéncias de Ocorréncia de Bactérias em ()rgﬁos do Trato
Digestivo das Espécies de Tefritidios Investigadas
Tefritidios N Diverticulo esofagico Papo Intestino Total
investigados f % bactéria f % bactéria f %% bactéria f %
Serratia Sorratia
Trupanea sp 8 13/8 375  AENL |48 300 Serata | 48 3500 07T g 750
Pseudomonas
NI
Vealivenes AMlealigenes
1. reimoseri 8 |28 250 USRI 518 625 Providencia | 080 - 5/8 62,5
Serratia .
Serratia
1. incompleta 510/5 0 - 35600 - 2/5 400 ALENI 4/5 800
1. pseudopenicilata 510/ 0 - 175 20,0 Serraria 1 0/5 0 - /5 20,0
NI
g . - - - , . . Proteus -
Tomoplagia spnov.7 | 5 12/5 400 DProteus 1/5 200 Serratia 175 200 Sorratia 2/5 40,0
Nerratia e ‘
Tetreuaresta spnov. A | 2 10720 - 172 500 ALNI 02 0 - 172 50,0
;g - 2 2 o , - NI <
X. biocellata 3113 333 Serratia 2/366.6 . ) 2/3 66.6 NI 3/3 1004
Serratia
1. costalimai 1 10/1 0 - 0/ 0 - o/1r 0 - o1 0
Total de individuos 3718/37 21.6 17/37 459 9/37 243 22/37 59.5
N: namero de individuos
f: freqiiéncia da ocorréncia de bactérias

Considerando o conjunto das espéeies de insetos investigadas neste trabalho, o papo foi

o Orgdo mais regular, em relagdo ao diverticulo esofagico e ao intestino, quanto a presenca

de bactérias (Tabelas 11l e 1V), com excegdo da espécie Tomoplagia sp. nov. 7, na qual o

papo e o intestino estdo em segundo lugar na ordem de presenga de bactérias. O género

bacteriano predominante foi Serratia, ocorrendo em todos 0s espécimes nos quais 0 papo

apresentou bactérias.

O simples fato do papo ter sido o orgdo mais regular quanto a presenga de bactérias nao

implica que este Orgdo apresente o ambiente mais favoravel para o estabelecimento de

microrganismos. Por exemplo, Drew er af. (1983) relataram que em B. rryoni, o ambiente do
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papo ¢ adverso ao crescimento bacteriano por ser altamente acido. Como ndo foram feitas
medidas de pH do conteado dos papos dos dos insetos investigados, a situagao encontrada
pode ter duas explicagdes: é possivel que, (1) nestes casos em particular, o papo oferega
melhores condi¢des para a multiplicagdo bacteriana, uma vez que parece ser um orgdo de ar-
mazenamento do alimento a ser digerido no intestino médio (Solfermi, 1990) ou (2) o
ambiente dos papos pode, a exemplo de B. tryoni, ser adverso ao estabelecimento de
microrganismos e as bactérias isoladas destes orgdds estavam presentes de forma transitoria,
juntamento com o material ingerido.

O diverticulo esofagico e o intestino foram os orgdos mais irregulares quanto a presenga
de bactérias, que correspondeu a 21,6% ¢ 24,3% do total dos insetos analisados, res-
pectivamente. A exemplo do papo, o género bacteriano predominantemente isolado destes
orgdos tot Serraria (Tabelas 1l e V).

Rattner & Stoffolano (1982: 1984) estudando a estrutura do diverticulo esofagico de K.
pomonella sugeritam que este Orgdo tem a fungdo de alojar bactérias em tefritidios, porém
outros autores verificaram a auséncia de bactérias em diverticulos esofagicos em U
solstitiale, U. quadrifasciata, I:. sonchi e O. pupilliata (Girolami. 1973; Girolam, 1982) e
em B. oleae (Liithy er al., 1983). Estes ultimos autores, estudando a flora bacteriana as-
sociada ao diverticulo esofagico de B. oleae, observaram a auséncia de bactérias em varios
desses orgaos. Esses autores verificaram que os diverticulos esofagicos de adultos jovens,
coletados no campo, de poucos dias de idade ¢ mantidos sem alimentagdo eram, pre-
dominantemente, livres de bactérias ou estas estavam presentes em pequeno numero. Quando
alimentados, os insetos desenvolviam uma flora bacteriana no diverticulo esofagico. E
possivel que este seja o caso de alguns dos espécimes analisados neste trabalho, uma vez que
todos eram adultos jovens, de poucos dias de vida e tivessem recebido alimentagdo.

Tanto a presenga como a auséncia de bactérias nos insetos investigados e a distribui¢do
de grupos bacterianos nos orgdos digestivos dos individuos dos quais bactérias foram
isoladas, niio apresentaram nenhuma correlagdo com a espéeie do inseto, habitat, espécie do
hospedeiro e estagdo de sua coleta (Tabelas 1L 11 e V).

A causa da irregularidade da presenca de bactérias entre tefritidios adultos da mesma
espécie nio esta esclarecida, mas duas supostas situagoes poderiam estar envolvidas:

1) as bactérias presentes no trato digestivo dos tefritidios adultos investigados teriam sido
adquiridas pela alimentagdo. Como as formas adultas estiveram em contato direto com seus
hospedeiros por um curto periodo de tempo apos a emergéncia (itens 2.3.1. € 2.3.2.) ndo teria

havido tempo para que alguns adultos sc contaminassem com bactérias presentes na
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superficie de seus hospedeiros através da alimentagdo. Por esse motivo, ndo teria havido o
estabelecimento de uma flora bacteriana no trato alimentar de alguns insetos adultos. Neste
caso, a auséncia de bactérias em determinados individuos seria um efeito do procedimento
cxperimental.

Segundo esta hipotese. ndo estaria ocorrendo a transmissao de bactérias do trato alimentar
de fémeas adultas para a progénie, pela contaminagdo dos ovos no processo da oviposi¢ao.
Se tal fato fosse confirmado, poder-se-ia supor que o desenvolvimento larval seria
independente da presenga de bactérias simbiontes nas espécies de tefritidios investigadas,
vivendo em condig¢des naturais.

2) as bactérias do trato digestivo dos tefritidios adultos investigados seriam transmitidas
pelas fémas via oviposigdo. Neste segundo caso, ou ndo estaria ocorrendo a transmissdo
uniforme de bactérias das fémeas para a progénie, ou as bactérias presentes nos orgaos
digestivos das larvas ndo estariam sendo transmitidas as formas adultas de modo regular.

Embora a transmissio de bactérias do trato digestivo de fémeas adultas para a progénie
via oviposi¢do tenha sido demonstrada em /. ludens (Rubio & McFadden, 1966) e em B.
oleae (Mazzini & Vitta, 1981). a origem precisa das bactérias associadas a tefritidios €
incerta. EFsses microrganismos provavelmente disseminam-se nos hospedeiros em

ourgitacdo ¢ reingestao do conteudo do trato digestivo

C &

conseqiiéncia do comportamento de re
durante a alimentagdo, como foi observado por Drew & Lloyd (1987) em um experimento
de campo com B. rryoni. Esses mesmos autores, demonstraram experimentalmente que uma
linhagem mutante de K. oxyioca resistente a antimicrobianos. quando acrescentada a ali-
mentagdo de B. imyoni, estabelecia-se no seu trato alimentar e distribuia-se em suas estruturas
bucais. Essa bactéria podia ser recuperada da superficie de frutos infestados por esse inseto,
bem como de sitios de oviposi¢do, resultando na sua predomindncia em frutos mnjuriados por
suas larvas. A dispersdo da bactéria era causada pela constante ingestdo e regurgitagdo do
conteudo do trato alimentar.

A transmissdo de bactérias da fémea para as larvas nido parece ser uma regra geral entre
os tefritidios. Daser & Brand! (1992) relataram a auséncia de bactérias nos tratos digestivos
de larvas de 7 dilaceraia e de cinco espécies de UUrophora enquanto que individuos adultos
dessas espécies, coletados no campo. continham bactérias no trato intestinal. Segundo esses
autores. as bactérias seriam adquiridas pelas formas adultas através da alimentagdo ou mesmo
de forma casual e que, nestas espécies, seria improvavel uma continua transmissao de bac-

térias entre geragoes, via oviposi¢ao.
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Dos vinte e dois msectos que apresentaram bactérias em scus orgdos do trato alimentar
apenas dois (9%) as apresentaram em todos os seus orgdos digestivos. Dentre os vinte
restantes, oito individuos apresentaramn bactérias em dois dos orgdos digestivos e doze em
apenas um desses Orgaos. Nao foi observado nenhum padrio de distribuigao de bactérias
entre os orgdos digestivos que sugerisse uma progressao da colonizagdo desses orgdos a partir
do diverticulo esofagico em diregdo ao intestino. LEssa situagdo também se mostrou
independente da espécie do inseto, habitat, espécie do hospedeiro ¢ estagao de sua coleta
(Tabela I1I). As razdes para esses fatos permanecem obscuras e ¢ possivel que representem
um artefato das condi¢des de isolamento (item 3.7.).

E necessario cautela com qualquer inferéncia que se faga a respeito das situagdes
encontradas, uma vez que, existe a possibilidade de que o trato digestivo dos tefritidios
mvestigados contenha bactérias de crescimento lento, com requerimentos nutricionais
especificos, anaerobicas estritas ou ndo cultivaveis em metos de laboratorio, de tal forma que
tais microrganismos tenham permanecido indetectados devido as limitagdes dos métodos para

o 1solamento e identificagdo de bactérias empregados neste trabalho.

3.4.2. Entre as diferentes espécies de tefritidios

Serratia fot o género bacteriano predominantemente isolado dos orgaos digestivos dos
insetos investigados. Este género estava distribuido de forma inespecifica em cinco das
espécies de tefritidios: Tomoplagic sp. nov. 7. 1. biocellaia, 1. pseudopenicilata, 1. reimoseri
e Trupanca sp (Tabelas 1 e 1V).

Nas espécies de tefritidios nas quais Serratia nio foi encontrada, o namero de individuos
apresentando bactérias for muito pequeno: de 7. costalimai, espécie representada por um
tnico espécime. nenhuma bactéria for 1solada; de Tetreuaresia sp. nov. A, representada por
dois individuos, apenas um deles apresentou bactérias e dos cinco espécimes de 7.
incompleta, bactérias foram isoladas de apenas dois individuos (Tabelas Il e 1V). O fato
impede qualquer inferéncia quanto a uma associagio especifica com algum grupo bacteriano.
Além do mais. nesses casos. as bactérias isoladas nao puderam ser identificadas através da
metodologia utilizada.

Nio foi observada nenhuma especificidade de Scrratia ou de qualquer outro género
bacteriano na assoctagao com qualquer das espécies de tefritidios que viesse a caracterizar
uma relagao simbidtica particular.

A distribuigdo dos diferentes grupos bacterianos for mespecifica, tanto entre individuos

de uma mesma espécie, quanto entre as distintas espécies de tefritidios. Nao observada
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nenhuma correlagdo com a espécie do inseto, habitat, espécie do hospedeiro e estagdo de sua
coleta (Tabelas 1l e 1V). Nos orgdos do trato digestivo dos insetos analisados, fre-
quentemente mais de um género bacteriano estava presente.

A predominancia de Serratia sp pode représentar influéncia ambiental uma vez que este
género se distribui nas diferentes espécies de tefritidios coletados no mesmo habitat em
diferentes épocas do ano (Cadeia do Espinhago, inverno ¢ verao). O fato de Serratia sp ter
sido a unica bactéria isolada de um unico espécime de 7. pscudopenicilata, dentre cinco
provenientes da Serra do Japi, ndo é suficiente para associa-la especificamente a essa espécie
de tefritidio. devido ao reduzido niamero de msetos analisados.

Similaridade de espécies bacterianas em diferentes orgdos do trato digestivo, bem como
entre diferentes espécies de tefritidios foi relatada por Drew er al. (1983).

Jarios autores relataram a presenga de bactérias da familia Enterobacteriaceae (e outras
ndo identificadas) no trato alimentar de diversas espécies de tefritidios que infestam frutos
ou asteraceas. Eles concordam que aparentemente ndo existem assoctagdes que caracterizem
relagdes simboticas especificas com qualquer espécie de tefritidio estudado (Drew ¢t al.,
1983: Rosstter ¢f al., 1983; Tsiropoulos. 1983: Fitt & O'Brien, 1985; Howard ¢f al., 1985;
Lloyd ¢r al., 1986; Solferini, 1990; Daser & Brandl, 1992).

Em tefritidios que infestam frutos, a bactéria K. oxyfoca parece ser a especie pre-
dominante, tendo sido encontrada em Anastrepha sp (Solferini, 1990), Bactrocera spp (Lloyd
eral.. 1980) e em K. pomoncella (Dean & Chapman, 1973; Rossiter ef al., 1983; Howard er
al.. 1985; Howard & Bush, 1989). A presenga regular de K. ozacnae e I£. cloacae, dentre
outras foi relatada por varios autores (Drew ¢f «l., 1983; Solferini, 1990). O fato de K.
oxvioca distribuir-se entre diferentes espécies de tefritidios. torna improvavel que de-
sempenhe o papel de simbionte especifico.

Em R alternata, a bactéria predominante parece ser Lnierobacter sp, ndo tendo K.
oxvioca sido detectada nessa espécie de tefritidio (Daser & Brandl, 1992).

Em espécies européias de tefritidios que infestam asteraceas, Daser & Brandl (1992)
relatam a predominancia de bactérias do grupo aferobacter em individuos pertencentes a
espécie U cuspidaia e a predonunancia de bactérias do grupo /*msinia em insetos da espécie
U. solstitialis. Como essas duas espécies de Urophora foram coletadas no mesmo sitio, 0s
dados sugerem uma possivel especificidade da flora bacteriana. O fato de Lnrerobacter e
Erwinia serem géneros comuns em superficies de plantas (Drew & Lloyde, 1989) sugere a

possibilidade destas bactérias serem adquiridas pela alimentagao.
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No presente estudo, ndo foram detectadas, nos msetos examinados, bactérias pertencentes
aos géneros Klehsiclla, I'nicrobacter ou Imvinia.

O 1solamento dos géneros Serratia, Proteus e Providencia parece ser pouco frequente em
tefritidios que infestam frutos (Lloyd e¢r al., 19806: Solferini, 1990) e em tefritidios que in-
festam asteraceas tais espécies ndo foram detectadas anteriormente (Daser & Brandl, 1992).

Serratia sp foi a bactéria mais frequetemente isolada neste trabalho. Contudo, o fato
dessa bactéria distribuir-se em cinco das diferentes espécies de tefritidios estudadas, torna
improvavel que desempenhe o papel de simbionte especitico. E mais provavel que represente
a bactéria mais facilmente detectavel pelos métodos bacteriologicos empregados. Se nas
condigoes ambientats do trato alimentar dos insetos investigados Scrratia € a enterobactéria

predominante ¢ um fato nao esclarecido.

3.4.3. Em V. scorpioides

Os cultivos de bactérias de folhas e flores de V. scorpioides, provenientes da Serra do Japi
revelaram a presenga de dois grupos principais de bactérias, compostos por amostras
apresentando reagdes positivas e negativas com relagdo a utilizagdo de lactose. Através da
analise dos perfis eletroforéticos de proteinas totais de amostras coletadas aleatoriamente den-
tre esses dois grupos, foram reconhecidos pelo menos trés padrdes eletroforéticos distintos.
Estes, apresentaram perfis protéicos completamente diferentes daqueles das amostras bac-
terianas isoladas de orgdos do trato digestivo de tefritidios, cujos perfis de proteinas totais
foram determinados. Os resultados da identificagdo bioquimica revelaram a presenga de
Interobacter (provavelmente /-, cloacace), de uma bactéria relacionada ao grupo I‘nterobacter
e de uma espécie bacteriana que poderia ser uma amostra de /2. coli agasogénica e com
fenotipo negativo com relagao a utilizagao de lactose e positivo para produgao de amilase
(Tabela V).

Bactérias pertencentes ao grupo nterobacter sao amplamente disseminadas no solo e no
filoplano (Drew & Lloyd, 1987).

Dos cinco tefritidios (identificados como 1. pscudopenicilata) que emergiram dessa plan-
ta, apenas um apresentou bactérias associadas ao scu trato alimentar e somente ao nivel de
papo (Tabela 11). Os quatro outros, ou ndo apresentavam bactérias associadas ao seu sistema
digestivo. ou seriam portadoras de bactérias nao detectaveis através dos métodos bac-
teriologicos utilizados (anaerobicas estritas ou nao-cultivaveis), ou ainda, bactérias ndo teriam
stdo detectadas por um artefato das condigdes de isolamento (item 3.7.). As bactérias isoladas

foram 1dentificadas como Serratia sp (Tabela V).
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Devido ao ndo isolamento de bactérias dos outros quatro espécimes de 7.
pseudopenicilata, ndo é possivel qualquer comparagao com os resultados obtidos com as
culturas de bactérias de V. scorpioides. Se as bactérias provenientes dessa planta fossem de
espécies diferentes daquelas isoladas dos espécimes de 7. pscudopenicilata, poder-se-1a supor
que os sitios de oviposi¢ao desses insetos ndo corresponderiam aos seus sitios de alimentagdo
e, que as bactérias associadas a superficie do hospedeiro ndo se estabelecem no trato di-
gestivo das larvas. Estas abrigariam apenas as espécies bacterianas eventualmente in-
troduzidas pelo inseto parental no ato da oviposigdo. Contudo, nio foram obtidos dados

suficientes que amparem tais suposigdes.

3.5. Utilizacio de Diferentes Fontes de Carbono

Os resultados dos ensaios para a detecgdo da utilizagdo de diferentes fontes de carbono
¢ das atividades de amilase e celulase (Tabela V), revelaram que a grande maioria das
amostras bacterianas testadas utilizam os agucares simples mais comuns e também ami-
noacidos como fonte de carbono. Nenhuma das amostras isoladas de tefritidios apresentou
fenotipo positivo para ferinentagdo de lactose. As unicas que apresentaram esta caracteristica
foram as isoladas de V. scorpioides e identificadas como I“nicrobacter sp.

Das dezesste amostras bacterianas, provenientes dos tefritidios estudados, utilizadas neste
ensaio, apenas quatro expressaram o carater amilolitico: Alcaligenes sp, Providencia sp, uma
amostra identificada presumidamente como Pseudomonas sp ¢ uma amostra acrobica estrita
nao identificada; esta ultima. juntamente com outra bactéria nao identificada apresentaram
fenotipo positivo para digestdo de celulose (Tabela V).

Esses resultados sugerem que a grande maioria das bactérias i1soladas dos orgdos
digestivos dos tefritidios investigados ndo apresenta nenhuma vantagem especial para os seus
hospedeiros em relagdo a digestao de compostos vegetais mais complexos como amido e
celulose. Por outro fado. pode haver outras bactérias, ndo detectaveis com a metodologia
bacteriologica empregada, ou, ainda, outros tipos de microrganismos envolvidos na
degradagdo de tais compostos. Enquanto ndo forem aplicadas metodologias mais sofisticadas,
este fato permanecera indeterminado.

A digestdo de, pelo menos parte, da celulose ingerida. seria vantajosa em termos
nutricionais mas, ndo foram encontrados relatos da presenga de microrganismos com alta
atividade celulolitica em tefritidios. O fato de apenas duas amostras bacterianas terem
apresentado fendtipo positivo para a produgdo de celulase ndo parece ser significativo por

varias razoes: (1) ndo se sabe se, no ambiente do trato digestivo desses insetos, estas amostras
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expressam esse carater; (2) se o expressam, a que nivel e rendimento o fazem ?; (3) €
1ignorado se estas bactérias estdo presentes em pequeno numero ou s¢, na realidade, sdo mais
dificeis de serem detectadas e (4) pode-se discutir se a digestdo de celulose ¢ realmente
importante para o inseto.

Thayer (1978) relatou que uma linhagem da bactéria Serratiu marcescens, isolada do
trato digestivo do termita Reticulitermes hesperus, produzia quantidades moderadas de
carboximetilcelulase, digerindo lentamente geis de carboximetilcelulose. Contudo, nenhuma
das amostras de Serratia sp isoladas neste estudo apresentaram fendtipo positivo para a
degradagdo de celulose. Neste caso, ou as amostras de Scrratia sp ensaladas quanto a essa
propriedade realmente ndo produzem enzimas celuloliticas ou as condigdes experimentais nao
favoreceram a detec¢do da expressdo dessas enzimas.

Ainda ndo esta determinado se a degradagdo de polimeros vegetais complexos como
amido. celulose e pectinas, por parte de bactérias associadas a tefritidios, representa van-
tagens potencialmente importantes para esses insetos.

Devido ao fato de K. oxyroca ser a bactéria predominantemente associada a Rhagoletis
(Dean & Chapman, 1973; Rossiter ef al., 1983; Howard ¢r af.. 1985), Howard ef al. (1985)
estudaram a capacidade de amostras de K. oxytoca, associadas a Rhagoletis, de produzir en-
zimas pectoliticas. Nesse estudo, os autores verificaram a existéncia de amostras positivas
e negativas quanto a expressao de atividade pectolitica. A observagdo de que mais de 25%
das msetos estudados, incluindo todas as larvas de k. pomonella, eram portadoras de K.
oxytoca negativa, sugere que a atividade pectolitica mediada por bactéria ndo ¢ critica para

a sobrevivéncia de Rhagoletis.
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Tabela V. Utilizaciio de Diferentes Fontes de Carbono

Amostra bacteriana Origein LA M9 aa gli lac sac gal man ara ami cel
1101 Serratia sp 1" reimoscri + R + + - + R R - - -
2305 Serratia sp Trupanca sp + R + += - + + - - - -
3105 Serratia sp 1" pseudopenicilata + - + + - + R + R - -
4142 Serratia sp Trupanca sp + R + + - + R + - - -
6132 Serratia sp Trupanca sp + - 4+ 4+ - 4+ R + R - -
1107 Alcaligenes sp 1. reimoscri + R + + - + R R R + -
4102 Providencia sp {rupanca sp S T T T S
5118 Psendomonas ? Trupanca sp + R + + - R R R R + -
3307  Pseudomonas ? Trupanea sp + -+ o+ - - - .- e
2105 AENI 1" incompleta + - + R - R R - - - -
2202 AENI Trupanea sp + R + R - R R - - - -
2203 AENI Trupancea sp + R + + - R R - - - -
4112 AENI letreuarestasp.nov. . + - + + - + - R - - -
5104 AENI Trupanea sp + - + + - + R + - - -
5105 AENI Trupanea sp + - + - - + + + R + +
4132 NI Tomoplagiasp.nov.7 + R + + - + - + - - -
S10 NI Trupanea sp + - + 4+ - + R + - -+
Vel Enterobacter sp* V. scorpioides + - 4+ 4+ + - R R R - -
Ve2  LEnterobacter sp V.o scorpioides + - 4+ -+ - - - e e
Vel I coli? Vo scorpioides + - 4+ 4+ - 4+ + + R + -
I.coli BV33 Controle + -+ - - -
I coli C600 Controle + - + R - - - - - - -
X campestris CA110 Controle N N N N N N N N N + +

+: crescimento: - auséneia de crescimento: R: crescimento residual: N: ndo testado
LA: meio LA; M9Y: mcio mintmo (M9) isento de fonte de carbono
aa: mecio M9 com aminoacidos (cascina hidrolisada) como unica fonte de carbono
gl glicosc: lac: lactosc: sac: sacarosc: gal: galactose
man: manosec: ara: arabinose: ami: amido; ccl: cclulose
NI: bactéria ndo identificavel pela metodologia utilizada
AENI: bactéria acrobica cstrita. ndo identificavel pela metodologia utilizada
*: provavclmente Enterobacter cloacae
7. amostra bacteriana identificada tentativamente: amostras controle: Tabela |

3.6. Grupos Eletroforéticos

A identificacdo das amostras bacterianas (item 2.5.4.), selecionadas de acordo com seus

perfis eletroforéticos de proteinas totais (item 2.5.2.), revelou que, algumas amostras com

perfis protéicos aparentemente idénticos - hipoteticamente da mesma espécie - pertenciam

a géneros diferentes. (Tabelas VI ¢ VII). As razdes para esse problema estdo provavelmente

ligadas a limitagdes da metodologia empregada.

O “percentual de acerto™ variou de 50% a 100% dentre os oito grupos eletroforéticos es-

tabelecidos pela aplicagdo da metodologia (Tabelas VI e VII). Estes resultados demonstram
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que esta metodologia ndo ¢ plenamente eficaz, mas pode ser considerada aceitavel se um
grande numero inicial de bactérias tenham que ser selecionadas para posterior identificagio.

Devido ao fato de varias amostras bacterianas ndo terem sido satisfatoriamente
identificadas, a andlise da variabilidade genética entre amostras bacterianas da mesma espécie
ficou restrita ao género Serratia. Esse género apresentou quatro perfis eletroforéticos
distintos (Tabelas VI e VII). Ndo foi observada nenhuma correlagdo entre algum grupo
eletroforético de Serratia com alguma espécie de inseto ou de hospedeiro. Amostras de
Serratia sp com perfis eletroforéticos idénticos distribuiam-se de modo inespecifico entre
diferentes espécies de tefritidios ou hospedeiros. Um caso interessante € o das amostras de
Serratia sp 1101 e Serratia sp 3105 ambas apresentando perfis de proteinas totais idénticos
(Tabela V1) e com distintas origens geograficas, Cadeia do Espinhago e Serra do Japi,
respectivamente. Essas amostras foram isoladas de insetos de espécies diferentes (7.
reimoseri e 1. pseudopenicilata, respectivamente) que emergiram de hospedeiros coletos em
um intervalo de tempo de cerca de seis meses, porém pertencendo a géneros relacionados
(Tabela HI). Uma vez que essa metodologia apresentou uma limitagdo em termos de es-
pecificidade, as amostras de Serratia ndo terem sido identificadas ao nivel de espécie e de
apenas um individuo de cada uma dessas espécies ter apresentado essas amostras, a analise
desta situagdo fica prejudicada. Se mais insetos pertencendo ao mesmo género, associados
a hospedeiros relacionados mas vivendo em habitats distantes, abrigassem em suas
microfloras, bactérias geneticamente muito proximas, poder-se-ia supor que tais espécies de
insetos teriam desenvolvido adaptagoes favorecendo associagdes com determinadas espécies

bacterianas, tornando suas microfloras, especificas, em certa extensao.

Tabela VI. Grupos Eletroforéticos 1 a 3

PELAT A
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
Serratia | Serratia { Serratia | Serratia | Acaligenes | ALNI Providencia ALNI NI NI
(1101 (2305) (3105) (4202) (1107) (2303) (1102) (2202) | (5102) (4132)

Tabela VIL. Grupos Eletroforéticos S a 8

_
Grupo 4 Grupo 5] Grupo 6 Grupo 7 Grupo 8
ALNI {Pseudomonas| Pseudomonas Serratia ALENI Serratia | Proteus Y Serratia | Servratia | Serratia
(2103) (3118) (3307) (5143) 4112) (G132 [ (61O | (5125) | (5232) | (4142)
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3.7. ldentificacdo Bacteriana

Os métodos bacterioldgicos empregados neste estudo, para o isolamento e 1dentificagdo
de bactérias, restringem a amplitude de detecgdo desses microrganismos. Tais métodos sdo
limitados, basicamente, por trés motivos: (1) o isolamento se limita a detecgdo de organismos
aerobicos ou anaerdbicos facultativos; (2) a metodologia de identificagdo restringe-se a
bactérias do grupo Enterobacteriaceae e (3) a metodologia nao gera dados que permitam a
quantificagdo da presenga dos diferentes grupos bacterianos na comunidade.

A utilizagdo dessas metodologias ndo permite a detecgdo, isolamento e 1dentificagdo de
bactérias anaerdbicas estritas ¢ de bactérias ndo-cultivaveis em meios de laboratorio. Por
exemplo, Girolami & Cavalloro (1972) relataram a presenga de bactérias (visualizadas ao
microscopio) no diverticulo esofagico de B. oleae, as quais nao puderam ser cultivadas in
vitro. Portanto, a associagdo de outros tipos de microrganismos aos orgaos do trato alimentar
dos espécimes analisados deve ser considerada.

Meétodos bacteriologicos para identificagdo de Enterobacteriaceae foram utilizados por
outros autores no estudo da composi¢do da microflora do trato alimentar de tefritidios
(Howard 1985; Lloyd ef al., 1986; Solferini, 1990; Daser & Brandl, 1992). Portanto, o
extensivo isolamento de membros da familia Enterobacteriaceae pode ndo refletir uma
predominancia desse grupo de bactérias na microbiota do trato alimentar dos tefritidios mas,
um efeito da metodologia. A predominancia do género Serratia, no conjunto dos tefritidios
investigados neste trabalho, pode tanto refletir uma maior adaptagao desse grupo bacteriano
ao ambiente dos orgdos digestivos desses insetos, como significar que essa bactéria se adapte
melhor as condig¢des de cultivo, superando outros competidores. A mesma situagdo pode estar
ocorrendo com aquelas bactérias mais frequentemente isoladas do trato alimentar de
tefritidios em outros estudos.

O isolamento preferencial de membros da familia Enterobacteriaceae pode realmente ser
um artefato dos métodos bactertologicos utilizados neste e em estudos de outros autores.
Existe a possibilidade de outros grupos bacterianos estejam envolvidos em relacionamentos
simbioticos com tefritidios. Isto, porém, ndo significa, que Enterobacteriaceae nio sejam
importantes como simbiontes. E mesmo possivel que tais bactérias desempenhem fungdes
importantes ou que estejam presentes em maiores quantidades em relagdo a outros grupos

bacterianos.
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3.8. Simbiose

O termo simbiose refere-se a convivéncia entre dois organismos de espécies diferentes,
em relagdes que variam de mutuamente benéficas (mutualismo), neutras (comensalismo) ao
caso da relagdo ser deletéria a um dos parceiros, em beneficio do outro (antagonismo). Para
excluir os muitos tipos de relagdes parasiticas conhecidas na natureza, o termo € fre-
quentemente restrito a associagdes que sdo mutuamente vantajosas para 0s parceiros
(Margulis, 1971).

Considera-se como endossimbiose, a associagdo entre dois organismos de espécies
diferentes, na qual um deles, o “hospedeiro”, abriga o outro, o “simbionte”, no interior de seu
corpo. Este termo tem sido empregado indistintamente para as associagdes nas quais o
simbionte se aloja em estruturas especificas do organismo do hospedeiro e naquelas em que
o simbionte invade e estabelece-se no interiror das células de determinados tecidos do
hospedeiro.

Na endossimbiose haveria beneficios tanto para o hospedeiro quanto para o simbionte.
Segundo (Buchner, 1965) o hospedeiro apresentaria estruturas que seriam adaptagdes para
a manutengdo de simbiontes, os quais seriam beneficiados com a disponibilidade de um
ambiente para seu abrigo, prote¢do € nutrigdo.

As bactérias associadas aos tefritidios que infestam frutas foram, desde o inicio do século,
consideradas como endosimbiontes (Petri, 1909; Haggen, 1966; Miyasaki, 1968; Girolami,
1982; Liithy et al., 1983; Girolami, 1986).

As relagdes simbioticas entre tefritidios e bactérias seriam interagdes mutualisticas nas
quais as bactérias seriam necessarias para a vida do inseto. A presenga de bactérias em sitios
de oviposigdo, em larvas em desenvolvimento e em insetos adultos, sugere a existéncia de
uma associagdo entre os tefritidios e suas bactérias.

Quando se comparam os resultados dos estudos sobre a associag@o de bactérias ao trato
alimentar dos tefritidios que infestam frutas e aqueles isoladas deste trabalho, em nenhum
momento se observam associagdes que caracterizem relagdes simbioticas especificas com
qualquer espécie particular de tefiitidio estudada. Dentre as espécies bacterianas identificadas
em tefritidios que infestam frutas, destaca-se K. oxytoca, frequentemente isolada de diferentes
espécies desse grupo de tefritidios (Dean & Chapman, 1973; Rossiter et al., 1983; Howard
et al., 1985; Lloyd et al., 1986; Howard & Bush, 1989; Solferini, 1990). Portanto, € im-
provavel que K. oxytoca desempenhe o papel de simbionte especifico.

As bactérias isoladas do trato intestinal de individuos adultos de U. cuspidata e U.

solstitialis, coletados no campo, foram identificadas como pertencentes aos grupos
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Enterobacter e Erwinia, respectivamente (Daser & Brandl, 1992). Enquanto a flora bac-
teriana intestinal parecia ser bastante uniforme em cada espécie, houve diferengas entre es-
pécies, embora ambas fossem coletadas nos mesmos sitios e no mesmo periodo do ano,
procurando-se assim excluir influéncias ambientais. Esses autores sugerem que, ndo sendo
seus resultados artefatos das condigdes de isolamento, ou U. cuspidata e U. solstitialis es-
tabeleceram condigdes ambientais em partes do trato digestivo que sdo seletivas para certos
grupos de bactérias, ou entdo, as bactérias que vivem no filoplano de C. nutans (U. sols-
titialis) e C. scabiosa (U. cuspidata) sao diferentes.

O fato de Serratia, ao invés de K. oxytoca, Enterobacter sp ou [rwinia sp, ser a bactéria
predominantemente isolada dos tefritidios investigados neste estudo, pode significar habitos
alimentares diferentes, distintos sitios de alimentagdo ou, ainda, influéncia do habitat. A
presenga de distintas espécies bacterianas em diferentes grupos de tefritidios, talvez reflita
uma situagao de melhor adaptacdo as condigdes ambientais do trato alimentar de uma de-
terminada espécie ou grupo de insetos.

De modo geral, e em relagdo ao tipo de bactérias que tem sido isoladas e identificadas
neste estudo e em trabalhos de outros autores, os tefritidios parecem apresentar microfloras
similares, constituidas principalmente de enterobactérias pertencentes a espécies amplamente
disseminadas no solo, em superficies de plantas e em excrementos de animais (Drew &
Lloyd, 1987; Hendrichs & Hendrichs, 1990; Hendrichs et al., 1993; Prokopy et al., 1993a;
Prokopy et al., 1993b). O fato se deve, muito provavelmente, ao habitos alimentares desses
nsetos.

Embora varios estudos questionem a existéncia de um relacionamento simbidtico obri-
gatorio entre tefritidios e as espécies bacterianas identificadas (Drew et al., 1983; Rossiter
et al., 1983; Tsiropoulos, 1983; Fitt & O'Brien, 1985; Howard et al., 1985; Lloyd ef al.,
1986; Solferini, 1990), existe a possibilidade de que o trato digestivo dos tefritidios contenha
outras espécies bacterianas com requerimentos nutricionais mais especificos, bactérias
anaerobicas estritas ou microrganismos nao-cultivaveis, de tal forma que permaneceram inde-
tectados, dadas a metodologias microbiologicas empregadas. Tais organismos, se presentes,
poderiam estar envolvidos em fungdes importantes para o inseto hospedeiro (Girolami &
Cavalloro, 1972; Lloyd et al. 1986; Daser & Brandl, 1992).

Apesar da diversidade de espécies constituindo a flora bacteriana dos tefritidios, o ponto
de vista simbidtico foi defendido por varios autores. Essas bactérias pareciam, sendo
indispensaveis, pelo menos importantes, como fontes adicionais de nutrientes essenciais

(especialmente aminoacidos) para a sobrevivéncia e 0 amadurecimento sexual de fémeas, e
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consequentemente, para o sucesso reprodutivo, com 6bvia importancia evolucionaria (Fytizas
e Tzanakakis, 1966a; Haggen, 1966; Miyasaki et al., 1968; Tzanakakis & Stavrinides, 1973;
Tzanakakis & Lambrou, 1975; Tzanakakis et al., 1975; Tsiropoulos, 1977; Lambrou &
Tzanakakis, 1978; Tsiropoulos, 1981; Courtice & Drew, 1983; Drew et al., 1983; Drew &
Lloyd, 1987; Jang & Nishigima, 1990; Prokopy et al., 1991; Robacker, 1991).

A existéncia de simbiose em B. tryoni foi questionada por Drew ef al. (1983) e todas as
bactérias foram consideradas originarias da alimentagdo. As bactérias da familia En-
terobacteriaceae, bem como de outros grupos podem ser adquiridas pelos tefritidios em outras
fontes como, por exemplo, excrementos de animais (Hendrichs er al., 1993; Prokopy et al.,
1993a; Prokopy et al., 1993D).

Um outro fato que sugere a existéncia de relagdes simbidticas para as bactérias associadas
a tefritidios foi o observado por Drew & Lloyd (1987) de que os frutos do hospedeiro natural
de B. tryoni s6 passavam a apresentar bactérias do tipo associado a essa espécie apos sua in-
festagdo, o que significaria que os insetos traziam consigo suas proprias bactérias.

Varios autores observaram que as larvas de algumas espécies de tefritidios que infestam
frutos ndo desenvolvem no fruto hospedeiro na auséncia de seus simbiontes, que nestes casos
poderiam ser mutualistas obrigatorios (Fytizas & Tzanakakis, 1966a; Haggen, 1966;
Tzanakakis & Stavrinides, 1973). Supde-se que a agdo bacteriana seja responsavel pela
hidrolise das proteinas dos frutos, o que permitiria sua utilizagdo pelas larvas, além do for-
necimento de nutrientes suplementares (Fytizas & Tzanakakis, 1966a; Haggen, 1966;
Tzanakakis & Lambrou, 1975; Tzanakakis ef al., 1975; Tzanakakis & Stavrinides, 1973).

Por outro lado, dados obtidos em outros estudos sugerem que tal condigdo ndo € ge-
neralizada. Howard (1989) apresenta evidéncias de que as larvas de Rhagoletis ndo dependem
de simbiontes para a utilizagdo dos tecidos da maga. Daser & Brandl (1992) observaram que
larvas de cinco espécies de {/rophora ndo apresentam bactérias em seus orgdos digestivos.
Este ultimo caso sugere que as larvas desses insetos ndo sé ndo dependem de fontes
adicionais de nutrientes para assegurar seu desenvolvimento como a propria presenga de
bactérias seria indesejavel, pois poderiam atacar os tecidos da galha destruindo o abrigo das
larvas. A presenga de bactérias em larvas de espécies formadoras de galhas poderia
representar um condigdo nfo-adaptativa.

A presenga ou auséncia de bactérias em larvas de diferentes espécies de tefritidios parece
estar relacionada ao seu estilo de vida e seriam adaptagdes que assegurariam seu de-

senvolvimento e sobrevivéncia.
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A maioria dos estudiosos véem muitas das associagdes entre insetos € microrganismos
como sendo uma relagdo mutualistica. O fato de que algumas espécies de microrganismos po-
dem digerir compostos vegetais tais como a celulose, lignina (Breznak, 1982; Breznak &
Brune, 1994) ou pectinas (von Riessen, 1976; Starr et al., 1977) levou Howard et al. (1985)
a testaram a capacidade de K. oxyroca (bactéria predominante em insetos do complexo R.
pomonella) de degradar compostos pécticos. Embora muitas linhagens de K. oxyroca as-
sociadas a Rhagoletis apresentassem o carater pectoliticb, esses autores encontraram evi-
déncias de que atividade pectolitica mediada por bactéria ndo € critica para a sobrevivéncia
de Rhagoletis.

Howard & Bush (1989) estudando os efeitos da eliminagdo e reinfec¢do experimental
com K. oxytoca isolada de R. suavis e R. pomonella observaram que a auséncia da bactéria
néo afetava positiva ou negativamente os componentes de adaptagdo estudados. Sugeriram
que larvas de Rhagoletis ndo dependem da flora bacteriana para lhes fornecer nutrientes
essenciais ou para detoxificar compostos secundarios das plantas presentes em sua
alimentagdo.

Por outro lado, varios autores apresentaram evidéncias de que, pelo menos sob condigdes
experimentais, a eliminagdo da flora bacteriana afeta adversamente a sobrevivéncia € a
reprodugdo de B. oleae (Tzanakakis & Lambrou, 1975; Tzanakakis et al., 1975; Tzanakakis
& Stavrinides, 1973; Lambrou & Tzanakakis, 1978) e de R. comipleta (Tsiropoulos, 1981).
Outros autores, demonstraram que a bactéria P. melophthora (presente em R. pomonella) €
capaz de degradar varios tipos de pesticidas (Boush & Matsumara, 1967) e de sintetizar me-
tionina e cistina, dois aminoacidos ndo encontrados em magds (Miyasaki ef al., 1968). Esta
bactéria contribuiria para a detoxifica¢do da dieta natural e possivelmente forneceria ami-
noacidos para seu hospedeiro.

O termo simbiose ndo tem sido claramente definido nos estudos relativos a associagdo
de bactérias com tefritidios. Este termo parece ser empregado com um sentido amplo,
referindo-se a qualquer bactéria comumente associada com qualquer espécie de tefritidio. A
mesmo tempo, parece haver uma preocupagdo geral na busca por uma espécie bacteriana par-
ticularmente associada com uma determinada espécie de tefritidio. Tem-se procurado uma
espécie bacteriana que possa ser reconhecida como simbionte especitico e obrigatério, cuja
presenga seja essencial ndo somente para o desenvolvimento de larvas como para a
sobrevivéncia e/ou o sucesso reprodutivo do inseto adulto.

Simbiose no sentido de uma relagdo obrigatoria, estrita e mutuamente benéfica ndo foi

ainda conclusivamente demonstrada. Até o presente momento ndo parece haver uma
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conclusdo definitiva quanto a alguma espécie bacteriana em particular ser um simbionte, uma
vez que nenhuma espécie parece estar consistentemente associada com qualquer espécie de
tefritidio.

Apesar de Daser & Brandl (1992) terem observado uma associagdo aparentemente
uniforme e especifica para as microfloras de U. cuspidata e de U. solstitialis deve-se ter em
mente, contudo, que os métodos de isolamento e identificagdo de bactérias utilizados por
esses e outros autores, restrigem o espectro de bactérias que podem ser detectadas. A
composi¢do das comunidades microbianas em todos os casos estudados pode ser mais
complexa do que a encontrada até o presente momento.

Girolami (1986) considera que a simbiose bactéria-tefritidio possa se dar com mais de
uma espécie bacteriana em diferentes populagdes do mesmo inseto. Segundo esse autor, a
possibilidade de que diferentes bactérias possam ocupar orgdos definidos da mesma espécie
de tefritidio, torna questionavel a busca por um simbionte especifico. Neste caso, a simbiose
bacteriana em tefritidios ndo seria espécie-especifica. O papel de simbionte estaria sendo de-
sempenhado por diversas espécies bacterianas com caracteristicas comuns o suficiente para
pertencerem a um grupo mais amplo, como, por exemplo, a familia Enterobacteriaceae
(Howard et al, 1985; Solferini, 1990).

Os resultados obtidos no presente estudo sugerem a predomindncia de Serratia sp em
cinco espécies de tefritidios analisados. Contudo, a presenga ndo especifica de outros géneros
bacterianos, nesses insetos, sugerem a existéncia de uma situagdo mais complexa.

A prevaléncia de espécies bacterianas particulares em espécies diferentes de membros da
sub-familia Tephritinae coletados em continentes diferentes pode ser uma indicagdo, ou de
influéncia ambiental ou que diferentes espécies bacterianas encontram melhores condigdes
de adaptagdo em determinadas espécies de tefritidios, como € o caso de K. oxyroca em
algumas espécies de tefritidios que infestam frutos. Isto, contudo, ndo €, ainda, evidéncia do
estabelecimento de relagdes especificas.

Solferini (1990) argumenta que a diversidade de espécies da flora bacteriana associada
aos tefritidios que infestam frutas pode conferir maior versatilidade para a exploragdo de re-
cursos alimentares. Esta versatilidade estaria muito mais relacionada a adultos do que a
larvas, as quais sdo restritas ao substrato alimentar, ainda que em alguns casos estas sejam
generalistas quanto aos tipos de frutos explorados. Os adultos, de maneira geral considerados
generalistas, utilizam fontes alimentares distintas como polen, exudatos de insetos, suco de
frutas e excrementos (Tsiropoulos, 1977; Malavasi ef al, 1983; Hendrichs er al., 1993;
Prokopy ef al., 1993a; Prokopy et al., 1993b). Além de servirem como fonte de com-
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plementagdo nutricional, as bactérias poderiam atuar como agentes tanto da digestdo de
compostos vegetais como celulose e lignina, como da detoxificagdo do substrato alimentar,
dai a importancia de uma flora bacteriana diversificada.

Os resultados de todos os estudos a respeito do papel das bactérias associadas a tefritidios
levam a crer que qualquer espécie ou grupo bacteriano pode desempenhar papéis importantes
no metabolismo, desenvolvimento, comportamento e ecologia destes insetos. Um conceito
restrito de simbiose, implicando a existéncia obrigatoria de um simbionte especifico ndo cabe
neste contexto.

A possibilidade da existéncia de um simbionte especifico e obrigatério - ainda ndo

detectado - deve ser considerada.

3.9. Consideracoes Gerais

A associagdo de bactérias com insetos e outros animais em relagdes estaveis - “simbioses”
- ¢, provavelmente, tdo antiga quanto o advento da vida animal na Terra.

Estudos evolucionarios sugerem que a bactéria Buchnera aphidicola, um simbiote
intracelular obrigatorio de afidios tornou-se associada a esses insetos ha cerca de 250 milhdes
de anos (Baumann et al., 1995). Cano & Borucki (1995) isolaram e cultivaram com sucesso
esporos de bactérias do trato intestinal de abelhas fossilisadas em ambar ha cerca de quarenta
milhdes de anos. Esses autores identificaram a bactéria como Bacillus sphericus, que €
encontrada em numerosas espécies atuais de abelhas (Gilliam, 1997).

Mais recentemente, Rhodes e/ al. (1998) isolaram e identificaram bactérias pertencendo
a trinta e oito diferentes taxa de restos de material intestinal de um mastodonte de doze mil
anos de idade. 41% desses isolados pertenciam a familia Enterobacteriaceae.

As comunidades microbianas associadas ao sistema disgestivo de animais sdo de extrema
importancia para sua sobrevivéncia.

O trato intestinal dos mamiferos contém uma das comunidades bacterianas mais
densamente estruturadas encontradas na natureza. A microbiota do c6lon humano esta
razoavelmente bem caracterizada sendo constituida por populagdo complexa de bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas, mais de 97% das quais sdo anaerdbios estritos. Membros
da familia Enterobacteriaceae constituem a minoria da populagdo. Algumas das espécies
bacterianas dominantes no colon humano ndo puderam , ainda, serem cultivadas. A
microflora é de importancia vital por constituir um dos mecanismos de defesa contra a
patogénese bacteriana, competindo com invasores potenciais por nutrientes e sitios de

anexacdo. Esses microrganismos sdo também importantes para a digestdo de alimentos €
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fornecimento de nutrientes, como vitaminas e aminoacidos (Salyers, 1984; Madigan er al.
1996; Wilson & Blitchington, 1996).

As comunidades microbioldgicas associadas ao trato digestivo dos animais ruminantes
digerem celulose e outros polissacarideos em compostos assimilaveis que sdo utilizados como
fonte de energia por seus hospedeiros. Tais microrganismos sdo digeridos pelo animal e
usados como fontes de aminoacidos e vitaminas (Krause & Russell, 1996; Madigan et al.
1996).

Em insetos, a importancia da associagdo de bactérias com o trato digestivo pode ser
exemplificada por aquelas dos cupins e abelhas.

Microrganismos associados ao trato digestivo das varias espécies de cupins sao essenciais
para a sobrevivéncia desses insetos por digerirem celulose e lignina (Breznak, 1982; Breznak
& Brune, 1994).

Em Apis mellifera, os ovos, pupas e abelhas operarias ao emergiream como adultos sdo
usualmente livres de bactérias. Os adultos adquirem uma microflora intestinal pelo
intercambio de alimento com outros individuos na coldnia e através do consumo de pdlen.
Os microrganismos da microflora desses insetos - notadamente Bacillus spp - sdo importantes
para a conversdo do polen estocado em alimento para as abelhas operarias, bem como pela
complementagio e preservagdo do alimento sintetizando aminoacidos, vitaminas, acidos
graxos, enzimas e substancias antimicrobianas, além de protegerem a saude da colonia pela
produgdo de antibioticos (Gilliam, 1997).

A situagdo das associagdes de bactérias com o trato alimentar dos tefritidios ndo esta
ainda esclarecida. Dados os habitos alimentares dos tefritidios adultos na natureza, a ingestdo
de bactérias ¢ inevitavel. A menos que o inseto tenha desenvolvido mecanismos anti-
bacterianos de amplo espectro, que vado desde completa auséncia de condigdes ambientais
para a reprodugdo e estabelecimento bacteriano ou até mesmo na produgdo de substincias
antimicrobianas, este fatalmente sera contaminado e uma microflora podera estabelecer-se.
Dependendo das relagdes que esses insetos possam ter desenvolvido com seus mi-
crorganismos, as bactérias poderdo, ou ndo, serem transmitidas as larvas, seja via con-
taminagdo do ovos ou do seu substrato alimentar no ato da oviposi¢do. Possuam ou néo, as
larvas, bactérias associadas ao seu trato alimentar, a microflora sera continuamente renovada
com a alimentagdo do inseto adulto na natureza.

Embora ndo existam dados da antiguidade das relagdes dos tefritidios e suas bactérias,

pode-se inferir que sdo muito antigas, tendo-se por base as informagdes existéntes para outros



59

insetos. Portanto, relagdes simbidticas devem mesmo existir entre esse grupo de insetos e
bactérias. As condi¢des exatas dessas relagdes porém, ainda ndo foram determinadas.

Os tefritidios apresentam microfloras diversificadas e aparentemente ndo-especificas e,
como foi discutido, varios grupos importantes de bactérias ainda ndo puderam ser detectados
nesses insetos. Se esses microrganismos estdo sendo adquiridos através da alimentagdo, a
menos que as diferentes espécies de tefritidios tenham estabelecido distintas condigoes
quimicas e fisicas (receptores e diferentes condi¢des de pH, por exemplo) nos seus tratos
digestivos que selecionem que espécies bacterianas podem se estabelecer, a composigdo da
microflora tendera, pelo menos em certa extensdo, a ser inespecifica. Neste caso, diferengas
na composi¢do da microflora poderdo ser devidas aos fatores ecoldgicos aos quais diferentes
espécies de insetos estejam sujeitas, como sazonalidade, habitat, sitios de alimentagdo, fonte
de alimento disponivel no habitat, tipo de hospedeiro, etc. Uma microflora diversificada esta
mais sujeita a alteragdes ambientais que um simbionte especifico um papel determinado.

A composigdo da microflora do trato digestivo dos tefritidios deve ser complexa e
dinamica, sendo dificil de precisar o papel de cada espécie bacteriana, isoladamente.

Segundo Sonea (1988) as bactérias vivem, na maioria dos casos, em comunidades
heterogeneas, compostas de linhas metabolicas distintas que se sustentam umas as outras.
Cada comundade funcionaria como um unico organismo, com uma divisdo de trabalho
extremamente eficiente. Vista sob este prisma, a microflora como um todo seria a entidade
simbionte. Mais importante do que a agdo de uma tnica espécie bacteriana, estaria o efeito
integrado da comunidade microbiana no desenvolvimento, maturagdo sexual, sucesso
reprodutivo e sobrevivéncia desses insetos. Os microrganismos poderiam sintetizar
aminoacidos e vitaminas e fornece-los aos seus hospedeiros, digerir celulose e lignina, além
de competir com possiveis patogenos por sitios de colonizagdo e nutrientes. Os insetos, por
sua vez, forneceriam abrigo, nutri¢do e condigdes fisicas e quimicas adequadas a mul-
tiplicagdo bacteriana.

A reunido de organismos procariotos em comunidades organizadas em ambientes tais
como os de tratos digestivos, poderia ser importante sob o ponto de vista evolucionario, uma
vez que tais ambientes favorecem o contato intimo entre os membros da comunidade, po-
tencialmente facilitando o intercdmbio de genes adaptativos. Além do mais, os insetos
poderiam estar atuando como agentes de disseminagdo dos seus microrganismos na natureza
€ para outros animais. |

Segundo (Matioli & Solferini, 1993), as interagdes entre tefritidios, bactérias e

hospedeiros sdo complexas e a influéncia de cada componente ndo ¢ isolada. No ambiente
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do trato alimentar de larvas de espécies associadas a frutos, as bactérias sdo abrigadas e
protegidas de um ambiente inospito (frutas imaturas) até que a fruta amadurega e o simbionte
possa explorar a polpa. Além do mais, a microflora das larvas pode competir com patogenos
invasores. Para os insetos adultos que sdo saprofitas generalistas a cerca de suas fontes de
alimento e que requerem proteina para sua reprodugdo, 0s microrganismos seriam importantes
na ampliagdo de seus recursos alimentares utilizando simbiontes de modo similar aos
ruminantes: como fontes de proteina e agentes detoxificadores . Ainda segundo esses autores,
durante sua evolugdo, os tefritidios poderiam ter mudado seus habitos de saprofitas
oportunistas para uma especializagdo em plantas hospedeiras, o que teria sido parcialmente
dependente dos microrganismos que inicialmente eram sua principal fonte de alimento.
Atualmente novas técnicas de identificagdo de microrganismos estdo disponiveis e que
permitem o isolamento de uma ampla gama de bactérias, incluindo aquelas para as quais
métodos de isolamento e cultivo em meios de laboratorio ainda ndo foram desenvolvidos.
Dentre estas destaca-se a combinagédo das técnicas da “polymerase chain reaction” (PCR)
com as de sequenciamento de acidos nucléicos. O método baseia-se na existéncia de
seqiiéncias altamente conservadas no RNA da subunidade menor dos ribossomos (RNAr 165
ou 18S) de todas as bactérias e seqiiéncias intersticiais variaveis nessas moléculas que sao
espécie-especificas. A molécula de RNAr 16S é encontrada em todas as bactérias e tem se
tornado uma padrio universal tanto para a identificagdo como a para classificagdo bacteriana
segundo relagdes filogenéticas. A amplificagdo, através da técnica de PCR, de seqiiéncias de
DNA complementares a seqiiéncias variaveis do RNAr 16S de um microrganismo
desconhecido, e sua comparagdo com seqiiéncias variaveis do RNAr 16S de espécies
conhecidas, fornece informagdo suficiente ou para identifica-lo como membro de uma espécie
ou grupo conhecido ou coloca-lo em uma nova espécie. Uma sonda de hibridizagao
fluorescente baseada na seqiiéncia de DNA da regido variavel pode ser usada para visualizar
a presenga da bactéria no organismo estudado. Essas técnicas tém sido empregadas em
estudos taxondmicos (Vandamme ef al., 1996; Balkwill er al., 1997 ), em estudos sobre
diversidade bacteriana (Rochelle ef al., 1992; von Wintzingerode ef al., 1997), estudos da
composigdo das microbiotas do rumen bovino (Krause & Russell, 1996) e do colon humano
(Wilson & Blitchington, 1996) e de identificagdo de bactérias de interesse clinico
(Jousimies-Somer, H. 1997; La Scola & Raoult, 1998). Varios autores tém empregado estas
abordagens moleculares para o estudo de caracterizagdo de endossimbiontes de insetos
(Aksoy et al., 1995; Baumann ef al. 1995; Ohkuma & Kudo, 1996; Werren, 1997) e de outros "
artropodos (Noda ef al. 1997).
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O uso de técnicas moleculares seria uma abordagem nova e eficaz para a identificagdo
das espécies bacterianas que compdem a comunidade microbiana associada aos Orgdos
digestivos de tefritidios. Presentemente, contudo, tais técnicas fornecem pouca informagao
sobre a abundancia de géneros individuais devido a artefatos da amplificagdo. A de-
terminagdo de que grupos bacterianos sdo mais abundantes na microflora dos tefritidios
requer o desenvolvimento de abordagens de segunda geragdo que gerem dados quantitativos.

Ap6s uma identificagdo satisfatoria dos microrganismos da microbiota dos trato digestivo
de tefritidios, uma segunda abordagem seria a administragéo de substancias antimicrobianas
para verificar que bactérias estariam sendo eliminadas, que efeitos a auséncia de bactérias
apresentaria em parametros comolongevidade, maturidade, fecundidade e digestibilidade de
alimentos. A quantificagdo de aminoacidos, vitaminas, carboidratos, lipidios e enzimas na
presenca e na auséncia de simbiontes poderia determinar sua importancia na nutrigdo dos
insetos. A pesquisa da produgdo de substincias antibacterianas e antimicoticas forneceria
dados sobre a competitividade de determinados componentes da microflora, bem como de
um possivel papel protetor em diregéo aos insetos.

A pesquisa das interagdes entre bactérias e tefritidios também requerem estudos
coordenados da biologia e ecologia tanto dos insetos, quanto de seus hospedeiros, além do
conhecimento da ecologia dos habitats e interagdes com fontes de alimento e outros animais.

O estudo dos microrganismos envolvidos em associagdes simbioticas com insetos
apresenta importancia tanto académica quanto pratica, provendo maior conhecimento de que
espécies de microrganismos sdo simbiontes importantes para os insetos, outros animais e
humanos, além de contribuir para o entendimento da dinamica das populagdes no sentido
evolucionario (Staley et al., 1997). Portanto, o estudo da microbiota de insetos poderia servir
como modelo para estudos de interagdes mais complexas. Um aspecto pratico e de grande
importancia € o uso de bactérias simbiontes transformadas geneticamente para expressar e
liberar produtos transgénicos toxicos nos tecidos de insetos vetores de parasitas patogénicos,
eliminando o parasita sem matar o inseto, que pode ter uma fungdo ecologica importante
(Durvasula ef al., 1997). Esta abordagem representa, potencialmente, uma uma poderosa

forma de controle bioldgico.

3.10. Conclusoes

Os métodos bacterioldgicos empregados para o isolamento e identificagdo de bactérias
restringiram a gama de detecgdo de espécies bacterianas e ndo geraram dados quantitativos

para se determinar que espécie bacteriana dentre as isoladas ¢ a predominante.
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Esses métodos conduziram ao isolamento preferencial de bactérias aerobicas e
anaerdbicas facultativas e apenas membros da familia Enterobacteriaceae puderam ser
identificados.

O grupo bacteriano predominante foi o da familia Enterobacteriaceae € o género mais
frequentemente isolado foi Serratia.

Nio foi observado nenhum caso em que Serratia ou outro género bacteriano, dentre os
identificados, estar estreita e consistentemente associado a alguma espécie de tefritidio.

A distribui¢do de grupos bacterianos nos orgios digestivos dos individuos dos quais
bactérias foram isoladas, ndo apresentaram nenhuma correlagdo com a espécie do inseto,
habitat, espécie do hospedeiro e estagdo de sua coleta.

A comparagio dos resultados obtidos neste trabalho com aqueles de estudos realizados
com tefritidios pertencentes as sub-familias Dacinae e Trypetinae, sugere que, as relagoes
entre os membros da sub-familia Tephritinae e as bactérias associadas ao seu trato alimentar,
devem ser comparaveis aquelas das outras sub-familias.

A predominancia de membros da familia Enterobacteriaceae neste e em estudos de outros
autores sobre a composi¢do da microflora dos tefritidios pode ser um efeito das metodologias
bacterioldgicas empregadas.

Apesar da predominancia de uma determinada espécie bacteriana em algumas espécies
de tefritidios, a presenga inespecifica de varios grupos de bactérianas sugere a existéncia de
uma microflora diversificada, possivelmente mantendo interagdes complexas com seus
hospedeiros.

As relagdes bactérias-tefritidios podem ser muito mais complexas do que as evidenciadas
até o presente momento. Uma microflora diversificada sugere que a comunidade bacteriana
como um todo seja a entidade simbiotica.

Pode haver uma situagdo de mutualismo onde as comunidades bacterianas associadas aos
tefritidios podem estar relacionadas ao fornecimento de nutrientes essenciais, prote¢do contra
a colonizagdo do trato alimentar desses insetos por bactérias patogénicas, produgdo de
substancias atrativas, facultando a esses insetos uma ampla exploragéo de recursos.

Do ponto de vista microbiano, os insetos estariam fornecem abrigo contra condigdes
ambientais indspitas como dessecagdo e agdo da radiagdo ultra-violeta solar, bem como
oferecendo nutrigio e meio adequados para a propagagdo dos microbios e sua disseminagio
através das fezes e comportamento alimentar dos insetos.

Por outro lado, existe a possibilidade de que a associagdo de bactérias aos insetos da sub-

familia Tephritinae seja fruto da ingestdo de alimento contaminado sem representar qualquer
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tipo de vantagem ou desvantagem adaptativa para o hospedeiro. As vantagens dessa
associagdo seriam voltadas para as bactérias que se valeriam do ambiente do trato digestivo
dos tefritidios para maior exploragdo de recursos nutricionais e consequente o aumento de
sua populagdo e disseminagdo em outros animais.

A composigdo da flora bacteriana dos insetos investigados permanece indeterminada. O
estabelecimento da flora bacterina dos tefritidios sera o resultado da reunido de dados de
trabalhos utilizando metodologias mais complexas de isolamento, triagem e identificagdo
bacteriana.

A falta de simbiose obrigatoria significaria que as bactérias ndo afetam a habilidade dos
tefritidios em explorar diferentes hospedeiros.

A possibilidade da existéncia de um simbionte especifico e obrigatorio - ainda ndo

detectado - deve ser considerada.
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4. Resumo

A associagdo de bactérias com o trato digestivo de insetos da familia 7t ephritidae é
conhecida desde o inicio do século. Essas bactérias tem sido consideradas como simbiontes
e determinadas estruturas do sistema digestivo de larvas e adultos de tefritidios foram
interpretados, por varios autores, como sitios especializados para o alojamento de tais
microrganismos.

Embora varios estudos tenham sido realizados, a exata constituigdo da microflora
bacteriana dos tefritidios, bem sua fungdo bioldgica, ndo estdo, ainda, esclarecidos. Nesses
estudos, membros da familia Enterobacteriaceae tém sido isolados com muita freqiiéncia.

Até o presente momento, ndo se detectou nenhuma espécie bacteriana em estreita e
especifica associagdo com uma espécie de tefritidio. Por esse motivo, varios estudiosos
questionaram a existéncia de um relacionamento mutualistico obrigatorio entre os tefritidios
e suas bactérias.

Varios autores sugeriram uma fungio nutricional para essas bactérias , que atuariam como
fontes complementares de nutrientes essenciais, especialmente de aminoacidos. Mais
recentemente, as bactérias associadas ao trato alimentar dos tefritidios tém sido consideradas
como fontes de substincias atrativas, importantes para o reconhecimento de sitios de
alimentagdo e acasalamento.

A maioria dos estudos com o proposito de investigar o papel da flora bacteriana do trato
alimentar de tefritidios foi realizada em espécies que atacam frutos de importincia comercial.
Este trabalho foi conduzido com o objetivo de se investigar a flora bacteriana do trato
alimentar de oito espécies de tefritidios pertencendo a quatro géneros que infestam in-
florescéncias de asteraceas (Asteraceae). O propdsito deste estudo foi o de verificar que es-
pécies bacterianas ocorrem no trato digestivo desses insetos, se a microflora é espécie-
especifica e se ha alguma associagdo entre uma espécie de tefritidio com uma flora particular.

A identificagdo das amostras bacterianas isoladas'de drgdos do trato alimentar desses
insetos revelou que a microflora é diversificada com a presenga de diferentes grupos
bacterianos distribuidos de forma nao-especifica entre as distintas espécies de insetos in-
vestigadas. As bactérias mais frequentemente isoladas pertenciam a familia Enterobacteriace
e, dentre estas, o género predominante foi Serratia.

_A presenga de bactérias em Orgdos do trato alimentar de diferentes espécies de tefritidios
sugere a existéncia de relagdes simbidticas. Ndo foi observada uma especificidade do género
Serratia - ou de qualquer outro - na associagdo com uma espécie particular de tefritidio que

caracterize uma relagdo simbiotica especifica.
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As espécies de tefritidios nas quais Serratia sp ndo foi isolada, foram representadas por
um numero reduzido de espécimes, o que impede inferéncias tanto em relagdo as outras
espécies bacterianas como as outras espécies de insetos investigadas.

Em cerca de 40% dos insetos analisados, ndo foi detectada a presenga de bactérias em
nenhum dos orgdos do trato digestivo, pelos métodos bacteriologicos utilizados. Essa situagdo
ocorre de modo inespecifico entre as diferentes espécies de insetos analisadas e sugere a
possibilidade de as bactérias serem adquiridas através da alimentagao.

As espécies bacterianas encontravam-se presentes de modo nao especifico nos diferentes
6rgdos do trato digestivo analisados e frequentemente mais de uma espécie bacteriana foi
detectada em cada orgdo. A distribuigdo das diferentes espécies bacterianas ndo mostrou
qualquer ligagdo obrigatoria a algumas das espécies de tefritidios pesquisadas.

Outras bactérias, ndo identificadas através dos métodos bacteriologicos utilizados, podem
estar envolvidas em relagSes consistentes e especificas com estas espécies de tefritidios.

A composigdo e o papel exato da flora bacteriana nos insetos investigados permanece in-
determinado. A microflora do trato digestivo dos tefritidios deve ser complexa e dindmica,
sendo dificil de precisar o papel de cada espécie bacteriana, isoladamente.

Provavelmente, o importante seja o efeito global da microflora no desenvolvimento,
reprodugdo e sobrevivéncia desses insetos. A microflora como um todo seria a entidade
simbionte. Os microrganismos poderiam fornecer aminodcidos e vitaminas aos seus
hospedeiros, digerir celulose e lignina, além de competir com possiveis patogenos por sitios
de colonizagio e nutrientes. Os insetos, por sua vez, forneceriam abrigo, nutrigdo e condigdes
ambientais adequadas a multiplicagdo bacteriana. Além do mais, os insetos poderiam estar
atuando como agentes de disseminagdo dos seus microrganismos na natureza € para outros
animais.

E possivel que os microrganismos atuem na produgio de substancias atrativas facultando
aos tefritidios uma ampla exploragdo de recursos. A possibilidade de que a assoctagdo de bac-
térias aos insetos dessa sub-familia seja apenas fortuita, fruto da simples ingestdo de alimento

contaminado ndo pode ser, ainda, completamente desprezada.
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5. Summary

The association of bacteria to the digestive tract of flies belonging to Tephritidae family
1s known since the early 20th century. Such bacteria have been long considered as symbionts
and particular structures of the digestive system of larva and adult flies were referred to as
specialized sites for symbionts housing,.

Although several studies have been done both the exact constitutions of the bacterial
microflora of Tephritidae flies as well its biological role remains to be determined. In such
studies Enterobacteriaceae family bacteria have been isolated very frequently.

Up to date, there appear not to be a definitive conclusion that some particular bacterial
species plays the role of a specific symbiont since no such a species appears to be
consistently associated with any tephritid species.

Several authors have suggested that these associated bacteria would play a nutritional role
as a source of essential nutrients, particularly amino acids. Recently, the tephritid digestive
tract associated bacteria have been considered as sources of attractant substances. Such
attractants would be important in feeding and mating sites’ recognition.

Most of studies with the purpose of investigating the role of the tephritid alimentary tract
bacterial flora has been conducted on fly species that infest fruit of economical importance.

This work was carried out with the objective to investigate the digestive tract bactenal
flora of eight species belonging to four genera of Tephritidae flies that infest Asteraceae
flower heads.

The 1dentification of the bacteria isolated from the digestive tract of these tephritid
species revealed the presence of diverse bacterial groups associated in a nonspecific form
among the different species of insects investigated. The bacteria most frequently isolated
belonged to Enterobacteriaceae family, the predominant genus being Serratia.

The presence of bacteria within the tephritid gut organs suggests the existence of a
symbiotic relationship. It was not recognized any specificity either of Serratia or any other
bacterial group in the association with any of the tephritide species examined that could
characterize a specific symbiotic relationship.

All bacterial species were present in a nonspecific mode in the different digestive tract
organs analyzed. Frequently, more than one bacterial species was found associated to these
organs. The distribution of different bacterial species was seen not to be restricted to any fly

species, either.
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The few cases where Serratia was not isolated were those in which fly species were
- represented by a few specimens so that no inference could be made.

No bacteria were isolated from any digestive tract organ in 40% of the flies investigated,
by the bacteriological methods used. This situation was seen to occur in a nonspecific manner
among the different tephritid species suggesting that the bacteria were acquired with food.

Other types of bacteria, such as the strict anaerobic ones and bacteria non-cultivable in
laboratory media, may be involved in specific relationships with these tephritid species.

Both the constitution and the role of the digestive tract microflora of the flies investigated
remains indetermined. The microflora may be complex and dynamic, what renders difficult
to establish the role of each bacterial component alone. Probably, the microflora as a whole
functions as the symbiotic entity. The microorganisms could provide their hosts with amino
acids and vitamins, digest cellulose and lignin, and compete with invaders for colonization
sites and nutrients. On the other hand, the insects would provide bacteria with shelter and
environmental conditions that allow bacterial survival and multiplication.

It is possible that the associated bacteria act either by producing attractant compounds so
that Tephritinae flies can explore a broader range of natural resources or they represent
simple commensals. The possibility exists, however, that the associated bacteria are present

in the alimentary tract of flies just for they have ingested contamined food.
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