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RESUMO

Neste trabalho foi proposto o estudo de a-amilase e maltase do fungo Leucoagaricus
gongylophorus e do intestino de operarias da formiga cortadeira de folhas Atta sexdens, organismos que
vivem numa simbiose obrigatdria, na qual um dos fatores relevantes ¢ o provavel fornecimento de
enzimas fingicas aos insetos. Para tanto, as amilases do fungo foram induzidas em diferentes fontes de
carbono, sendo estas mais secretadas em amido e/ou maltose e reprimidas parcial (o-amilase) ou
totalmente (maltase) por glicose. Apods a purificagdo das enzimas, através de cromatografia liquida (troca
i0nica, interacdo hidrofobica e exclusdo molecular), a determinagdo das caracteristicas fisico-quimicas
(temperatura de atividade otima e de inativagdo; pH de melhor atividade e estabilidade; Km; peso
molecular; influéncia do cloreto e Q) permitiu a comparacao das mesmas e os resultados mostraram que
maltases de ambas as origens sdo enzimas distintas, enquanto que a a-amilase presente no intestino dos
insetos tém as mesmas caracteristicas da o-amilase do fungo simbionte, indicando a sua provavel origem

fungica.



JUSTIFICATIVA E OBJETIVO

O fungo Leucoagaricus gongylophorus Singer (Moller) (Leucocoprineae: Agaricaceae) € a
formiga Atta sexdens Linnaeus (Attini: Formicidae) vivem numa simbiose obrigatéria na qual sdo
envolvidos diferentes aspectos, dentre os quais a cooperacdo bioquimica parece ser um dos pontos
fundamentais. Alguns estudos realizados nas ultimas décadas vém indicando que a producdo e ciclagem
de enzimas digestivas entre ambos sdo fatores vitais para o equilibrio ¢ manutencdo da simbiose. Isto
sugere que interferir neste metabolismo enzimdtico pode ser um bom alvo para o controle destes
organismos, que sdo considerados pragas quando ocorrem em ambientes agricolas. Nestes ambientes, as
formigas cortam matéria vegetal e a carrega para o ninho, utilizando-a no cultivo do fungo, que degrada
os polissacarideos foliares e os reverte em nutrientes soliiveis e assimildveis, tanto para si como para os
insetos.

Pesquisas na area de controle bioldgico destas formigas e seu fungo simbionte vém sendo
realizadas, mas nao ha dados de qualquer linha de trabalho objetivando o controle destes organismos
utilizando inseticidas e/ou fungicidas que interfiram na digestdo/degradacdo ou utilizagdo de nutrientes
importantes na sua nutrigdo. E talvez esta seja uma boa vertente de pesquisa a ser explorada.

Porém, para estudos aplicados, sdo necessarios conhecimentos basicos sobre as enzimas que
estdo envolvidas na digestdo, e principalmente de polissacaridases, que parecem ser enzimas chaves na
integragdo digestiva entre insetos e fungo. Mas pouco se conhece até o momento sobre o tema: desde que
iniciaram os estudos sobre enzimas digestivas nestes organismos (1969) apenas 23 artigos, incluindo as
revisoes, foram publicados no mundo inteiro. Isto ¢ muito pouco levando-se em consideracdo que ha 191
espécies de formigas que vivem em simbiose com fungos, as chamadas Attini (Weber, 1972), dentre as
quais 14 delas sdo economicamente importantes, por se comportarem como pragas em areas cultivadas
(Forti e Boaretto, 1997).

As pectinases parecem ser as enzimas mais importantes para a manutencdo do equilibrio de
um ninho. Resultados ja indicam que estas sdo enzimas de origem fungica e que sdo recicladas no ninho
pelas formigas (Ronhede et al., 2004; Siqueira, 2004). Amilases vém em segundo lugar como importantes
para ambos 0s organismos, pois sdo as principais enzimas que atuam na produgdo de glicose no
formigueiro, e este ¢ um nutriente importante na manuten¢do de operarias e do proprio fungo (Siqueira et
al., 1998 e Silva et al., 2003). E em vista da importancia das amilases para estes organismos ¢ que neste
trabalho se prop0s o estudo destas enzimas.

O presente trabalho teve como objetivo principal a comparagdo de amilases presentes nos
dois simbiontes, o fungo Leucoagaricus gongylophorus e as formigas Atta sexdens. Para esta
comparacdo, as enzimas foram isoladas e caracterizadas, a partir de meio de cultivo do fungo ou do fluido

fecal de operarias retiradas de formigueiro de laboratorio.
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A Simbiose entre Formigas Forrageadoras e Fungos

Aspectos gerais da interagdo

As formigas forrageadoras fazem parte do grupo de formigas da Tribo Attini, representante
da subfamilia Myrmicinae, Familia Formicidae (Holldobler ¢ Wilson, 1990). Este grupo é caracterizado
por cultivar fungos no interior de seus ninhos, com o0s quais mantém uma simbiose obrigatéria.

A Tribo Attini ¢ composta por 13 géneros de formigas, estando estas subdivididas em um
grupo derivado monofilético, no qual estdo inseridos os géneros Atta ¢ Acromyrmex (as chamadas
formigas cortadeiras), além dos géneros Trachymyrmex e Sericomyrmex, € também um grupo parafilético,
que ¢ formado pelas Attini primitivas ou basais, que deram origem ao grupo das derivadas (Mueller ef al.,
2001).

As formigas mais primitivas sdo caracterizadas por possuirem ninhos pequenos, com algumas
dezenas a centenas de operarias monomorficas, que cultivam seu fungo em matéria vegetal morta,
carcagas de outros insetos, frutos e flores recém caidos. No grupo considerado mais evoluido estdo as
formigas cortadeiras, caracterizadas por cortar material vegetal fresco, no qual cultivam seu fungo
simbionte. Algumas espécies desenvolvem grandes ninhos e possuem operarias com alto grau de
polimorfismo (Cherrett et al., 1989). Os gé€neros Atta e Acromyrmex sdo considerados economicamente
importantes, por tornarem-se pragas em ambientes onde predominam monoculturas agricolas (Cherrett,
1986; Hernandez e Jafté, 1995).

As Attini s@o encontradas apenas na Regido Neotropical, distribuindo-se deste o Sul dos
Estados Unidos até o Sul da América do Sul, ndo ocorrendo em algumas ilhas da América Central e no
Chile (Mariconi, 1970). As espécies representantes dos géneros Atta e Acromyrmex sao consideradas as
maiores consumidoras da matéria vegetal nos ecossistemas Neotropicais, cortando até 75% das espécies
que ocorrem nestas regides (Cherrett, 1986), e dentre as cortadeiras que invadem ecossistemas agricolas,
Atta sexdens € a espécie que mais causa danos econdmicos na América do Sul, principalmente no Brasil
(Weber, 1966). Vale ressaltar que o fungo também deve ser considerado um grande consumidor da
matéria vegetal no ambiente Neotropical, mesmo que indiretamente, uma vez que todo o material
coletado pelas formigas ¢ utilizado para o seu cultivo.

A associagdo simbidtica destas formigas aos fungos que elas cultivam no interior de seus
ninhos ¢ considerada uma das razdes de seu sucesso ecologico na natureza (Vasconcelos e Fowler, 1990).
Outros insetos ndo cultivadores de fungos e que utilizam também material vegetal para alimentacao
submetem-se diretamente aos mecanismos de defesa de plantas, o que limita o nimero de espécies
vegetais que podem forragear, tornando-os mais especificos em suas coletas. E o que faz das Attini
cortadoras de plantas possuir alto grau de polifagia e predominar sobre outros insetos € provavelmente a
interagdo que faz com fungos. Considerados altamente polifagos, os fungos sdo menos especificos na
degradacdo da matéria vegetal na natureza, e isto se reverte em vantagem para os insetos, uma vez que

estes podem ser menos seletivos em seu forrageamento, ¢ mesmo as formigas coletando plantas com



defesas quimicas contra insetos fitofagos, o fungo pode ser capaz de crescer neste substrato, detoxifica-lo,
degrada-lo, produzindo nutrientes palataveis no ninho (Cherret, 1980; Funk, 1985; Cherrett et al., 1989;
Dowd, 1992).

A simbiose obrigatoria entre formigas ¢ fungo foi primeiro relatada por Belt, em 1874.
Baseada em interagdes mutuas entre ambos os organismos, estudos objetivando determinar os aspectos
evolutivos, comportamentais, nutricionais ¢ bioquimicos que envolvem a intera¢do vém sendo realizados

até o presente.

O fungo simbionte

Dentre as pesquisas realizadas referentes a esta simbiose, o conhecimento sobre os fungos
cultivados pelas Attini até os dias atuais ndo tem a dimensao dos estudos realizados com os seus insetos
simbiontes. William Morton Wheeler, em 1910, ja previa este fato dizendo: “O estudo das Attini estd
apenas comegando, e o avango neste fascinante tema sera mais dificil para micologistas do que para
entomologistas” (citagdo retirada de Mueller, 2002, pag. 1).

Uma das razdes dos poucos estudos realizados com fungos de Attini ¢ a sua dificil
identificacdo. O alemdo Alfred Moller, em 1890, iniciou os estudos com estes fungos numa viagem que
fez ao Sul do Brasil (informagao descrita em Weber, 1982, pag. 350). Na ocasido, Mdller descreveu um
fungo que se desenvolveu em um ninho de Acromyrmex disciger, referindo-se a um basidiomiceto, que
nomeou de Rozites gongylophora.

Os estudos realizados até o momento indicam ser basidiomicetos os cultivares de todos os
géneros de Attini (Weber, 1966), porém ha dificuldades na definigdo do taxon destes fungos, devido ao
fato de, na maioria dos casos, apenas desenvolvem hifas estéreis, seja no ninho ou em culturas isoladas de
laboratdrio, dificultando a taxonomia tradicional deste grupo, que é baseada na morfologia do basidioma,
estrutura de reproducdo destes fungos e que ¢ indispensavel na identificacdo até nivel de espécie. Apesar
de ja se ter observado a manifestagdo do estagio sexuado em alguns fungos de formigas, apenas em
algumas espécies isto ocorreu. Mas apesar das dificuldades na taxonomia tradicional, estudos celulares e
moleculares vém sendo realizados: a descricdo de estruturas microscopicas realizada por Angeli-Papa e
Eymé (1979, 1985) a partir de linhagens isoladas dos géneros Atta, Acromyrmex e Trachymyrmex ¢
estudos moleculares/evolutivos realizados por Chapella et al. (1994), Hinkle et al. (1994) e Mueller et al.
(1998) comprovam ser basidiomicetos os fungos simbiontes das Attini.

Se em nivel de Filo os estudos taxondmicos ndo foram faceis até o momento, a identidade em
nivel de espécie destes fungos estd distante de ser definida. Estudos tentando verificar se ha a ocorréncia
de uma mesma espécie de fungo sendo cultivada por diferentes espécies de Attini foram realizados por
Stradling e Powell (1986). Estes autores fizeram testes de interagdo entre linhagens isoladas de A.
sexdens, Atta cephalotes, Acromyrmex octospinosus ¢ Trachymyrmex urichi, ¢ em suas conclusoes,
sugeriram que as diferentes espécies estudadas cultivam a mesma espécie de fungo. Em estudos

moleculares realizados por Chapella et al. (1994) observaram-se diferengas até em nivel taxonomico de



Familia entre os fungos cultivados por diferentes categorias de Attini. Mueller (2002) faz um relato de
todas as ocorréncias de basidiomas em ninhos de formigas forrageadoras e, a partir deste trabalho pode-se
inferir que, a0 menos para as espécies dos géneros considerados mais evoluidos (Atta e Acromyrmex) ha o
cultivo da mesma espécie de fungo. Silva-Pinhati et al. (2004) confirmam esta hipotese, apds avaliar
DNA ribossomal e espagadores génicos de diferentes linhagens de fungos cultivados por Atta e
Acromyrmex.

Quanto a nomenclatura destes fungos, mesmo para linhagens que tiveram manifestagdo do
basidioma no ninho, sempre foi controversa entre diferentes autores. Moller (1893) foi o primeiro a fazer
uma descri¢do detalhada do fungo cultivado. Ele descreveu basidiomas formados em ninhos de
Acromyrmex, identificando-os como Rozites gongylophora. Weber (1957) induziu em laboratorio a
formacao de basidiomas de fungos de Attini, que apds avaliados por Heim, em 1957, foram nomeados de
Leucocoprinus gongylophorus. Kriesel (1972) chamou de Attamyces bromatificus o fungo isolado a partir
do ninho da espécie Atta insularis.

Singer (1986), apo6s analise de todas as descricdes de basidiomas fingicos realizadas
anteriormente, renomeou o fungo cultivado pelas formigas Attini como Leucoagaricus gongylophorus,
que ¢ a nomenclatura mais utilizada atualmente pelos pesquisadores da area.

Muchovej et al. (1991) descreveram a obtengdo de um basidioma em ninho de 4. sexdens e o
identificaram como Leucoagaricus weberi. Estes autores também relatam neste trabalho o aparecimento
do mesmo fungo em ninho de A. cephalotes. Porém, mais recentemente, Fisher et al. (1994) também
obteve um basidioma em ninho de A. cephalotes, o qual o autor define como sendo Leucoagaricus

gongylophorus Singer (Moller), confirmando a nomenclatura proposta por Singer, em 1986.

Disseminacdo do fungo e preparacdo do substrato para seu cultivo

A disseminagdo do fungo ¢ feita por rainhas jovens, que saem de ninhos adultos todos os
anos, no periodo do "véo nupcial”. Estas rainhas saem de seus ninhos, sdo fertilizadas pelos machos e, em
seguida, vao ao solo para formar novos ninhos (Weber, 1972). Trazem um indculo do fungo em sua
cavidade bucal, que ¢ expelido assim que elas preparam o substrato para o inicio de seu cultivo, que nesta
fase ¢ feito em ovos colocados pela rainha especialmente para este fim. Apds eclodirem as primeiras
operarias, estas iniciam entdo a coleta de material foliar no ambiente externo, e ¢ neste substrato que o
fungo entdo vai produzir biomassa para o crescimento do ninho. O substrato vegetal coletado para o
cultivo do fungo ¢é preparado cuidadosamente pelas operarias, e esta preparacdo consiste nas seguintes
etapas:

1) Cortar em pequenos fragmentos todo o substrato carregado para o ninho;

2) Macerar o material foliar com as mandibulas. Neste momento ocorre um processo de
salivac@o na folha que, segundo Stahel (1943), Weber, (1955), Weber (1966) e Martin ¢ Martin (1970),
seria necessaria tanto para a incorporagdo de enzimas digestivas como para a descontaminagdo da

superficie foliar;



3) Depositar sobre o substrato o fluido fecal, que contém enzimas que auxiliam na
degradacao dos polimeros foliares (Martin, 1970).

Esta preparagdo do substrato foi detalhadamente discutida por Quinlan e Cherrett (1977), que
utilizaram como modelo um ninho de laboratdrio de 4. octospinosus coletando diversas espécies vegetais.
Os autores observaram que folhas ndo tratadas pelas operarias ndo foram capazes de suportar o
crescimento fingico no ninho na maioria dos testes realizados, além de permitir maior crescimento de
microrganismos contaminantes. Para verificar se apenas a descontaminagdo seria a razdo para o melhor
crescimento do fungo simbionte, os autores realizaram testes nos quais as folhas tiveram sua superficie
descontaminada com agentes antimicrobianos antes de serem incorporadas ao fungo. Observaram que,
apesar de ter havido crescimento flingico em alguns casos, este ndo foi tdo significativo quando o material
foliar foi tratado pelas proprias formigas. Apos observacdes microscopicas, concluiram que, além da
descontaminacdo, a remocdo da cera presente na camada mais superficial da folha era também fator
importante no estimulo ao crescimento fingico. Este processo, denominado de maceracdo e que ajuda na
destruicdo da barreira fisica da cuticula foliar, permitindo maior permeabilidade para o crescimento
fingico, ¢ auxiliado por enzimas presentes no fluido fecal, ja anteriormente descritas por Martin (1974) e
Martin et al. (1975). Diniz (2003) também demonstrou que as espécies Atta laevigata e Atta bisphaerica
também preparam o substrato foliar, retirando a camada mais externa da folha antes da inoculacdo do
fungo simbionte.

A descontaminacdo da superficie foliar, realizada pelas operarias, ¢ de extrema importancia
para a colonizacdo do substrato pelo fungo, tornando-o competitivo perante outros microrganismos. Esta
¢ uma das caracteristicas da simbiose que vem sendo discutida desde 1943, por Stahel, que relatou a
incrivel capacidade de um fungo crescer, aparentemente sem contaminantes, num ecossistema
microbiologicamente tdo competitivo como o solo. A capacidade de inibir o desenvolvimento de esporos
fingicos por secregdes da glandula metapleural de espécies de formigas do Género Myrmecia Fabricius
(Myrmeciini: Formicidae), em estudos realizados por Beattie et al. (1986) e Veal et al. (1992) indicavam
o provavel mecanismo de controle de contaminantes utilizados também pelas formigas cortadeiras. Mas
apenas recentemente foram iniciados estudos sobre a glandula metapleural de espécies de Attini. Ortius-
Lechner et al. (2000) e Bot et al. (2001) determinaram os componentes secretados ¢ a estrutura desta
glandula em A. octospinosus, discutindo o potencial antimicrobiano das substancias produzidas. Efeito
inibitério de secre¢des da glandula mandibular de A. sexdens sobre conidios do fungo Botrytis cinerea ¢
de secrecoes da glandula metapleural de A. octospinosus sobre o crescimento de diferentes espécies de
fungos e bactérias foram detectados por Massaro Junior et al. (2001), Poulsen et al. (2002) e Bot et al.

(2002).

Outros microrganismos no ninho
A inibigdo de outros microrganismos no ninho, como ja relatado anteriormente, ¢ de crucial

importancia para a colonizagdo e predominédncia do fungo simbionte sobre o substrato. Porém, sabe-se
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que ha uma microbiota paralela ao fungo simbionte que perfaz 30% de toda a microbiota do formigueiro,
sendo 20% composta de leveduras ¢ 10% de outros microrganismos (Fisher et al., 1996). A atuagio
destes no interior dos formigueiros vem sendo estudada por diversos autores e atualmente sabe-se que ha
papéis importantes desta microbiota. Quanto as leveduras, relatos de Weber (1957), Craven et al. (1970) e
Angelis (1983) mostram a sua presenga em ninhos de A. cephalotes, A. octospinosus, A. sexdens e A.
laevigata. Carreiro et al. (1997) identificaram 24 espécies de leveduras em ninhos de A. sexdens. A
presenga relevante de leveduras em ninhos de Attini indica, segundo Fisher et al. (1996), que este grupo
de microrganismos possa exercer importante papel, podendo ser inclusive, um terceiro organismo
simbionte.

Bactérias também foram detectadas em ninhos de A. octospinosus A. laevigata e A. sexdens
por Sheld et al. (1971), Serzedello e Tauk (1973, 1975), Bacci Jr. et al. (1995) e Ribeiro (2000), que
discutem sobre estas auxiliarem na degradagdo de sacarideos no ninho, uma vez que demonstraram esta
capacidade em ensaios de laboratorio.

Ainda com relagdo as bactérias, uma descoberta recente vem influenciando as teorias sobre o
equilibrio desta simbiose entre fungo e formigas. Currie et al. (1999b, 2003b) identificou uma bactéria
associada a cuticula de operarias de diversas espécies de Attini, tanto primitivas como derivadas. No
relato, os autores apresentam actinomicetos da Familia Pseudonocardiaceae como um terceiro simbionte
na interagdo, indicando ser este um especializado microrganismo atuando contra o principal parasita dos
ninhos, um fungo filamentoso do género Escovopsis. Em 2003a, Currie ef al. apresentam os resultados
experimentais que evidenciam a atuagdo destes actinomicetos no controle do fungo parasita.

O fungo Escovopsis € outro microrganismo encontrado em formigueiros de Attini.
Considerado o principal microrganismo antagonista da simbiose, este fungo parece estar presente mesmo
em ninhos saudaveis, onde apresenta um crescimento controlado. Mas em situagdes de desequilibrio do
formigueiro, este fungo se manifesta, crescendo em tal velocidade, que pode destruir um ninho em poucos
dias (Currie et al., 1999a). A manifestacdo deste fungo no interior dos ninhos foi observada desde os
primeiros estudos realizados por Moller, no final do século XIX, porém em seus relatos o autor
identificou o fungo como sendo “uma das formas de crescimento do fungo simbionte”. Mas os desenhos
realizados por ele mostram que esta suposta forma distinta do simbionte era, na verdade, o parasita
Escovopsis (retirado de Weber, 1972, pag. 112-115). Stahel, em 1943, detecta um fungo que cresce
rapidamente em ninhos de Attini, e pelas caracteristicas de crescimento descritas, este seria o provavel
Escovopsis, porém o autor também o trata como sendo uma das formas de crescimento do simbionte.
Apenas em 1972, Kriesel descreve um fungo que se manifestou em ninho de A. insularis como sendo um
outro microrganismo que se desenvolve no ninho, € o0 nomeou de Phialocladus sp. Em 1990 Muchovej e
Della Lucia renomeiam o fungo, denominando-o de Escovopsis weberi. Até o momento, duas espécies ja
foram descritas: Escovopsis weberi (Muchovej e Della Lucia, 1990) e Escovopsis aspergilloides (Seifert

et al., 1995).
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Crescimento do fungo simbionte no ninho e nutricio das formigas

Apos preparar a superficie foliar, garantindo maceracdo prévia e descontaminagdo da matéria
vegetal, as operarias inoculam o fungo simbionte com pequenos fragmentos de hifas (retirados de partes
maduras do ninho), iniciando entdo o crescimento deste em um novo substrato (Weber, 1979). Neste
substrato, ele desenvolve predominantemente o seu estagio vegetativo, formando uma estrutura
esbranquicada e esponjosa denominada “jardim de fungo”, que fica distribuida nas chamadas “camaras”
(cavidades que compdem o ninho). Neste estagio, o fungo produz hifas especiais denominadas
gongilideos (Belt, 1874), extremidades intumescidas das hifas, agrupadas em cachos (chamados estafilos)
e que armazenam carboidratos, provavelmente utilizados como fonte de energia dentro do ninho. Nesta
fase, hd a participag¢do ativa das operarias, que permanentemente mantém as condigdes Otimas para a
manutencdo saudavel do simbionte. Estas realizam cortes estratégicos nas hifas para retirar regides
exauridas e estimular uma maior produgdo de gongilideos nas extremidades de crescimento (Schildknecht
et al., 1973; Bass ¢ Cherret, 1994 ¢ 1996). Temperatura de 25°C e pH em torno de 5,0 sdo condi¢des
otimas para o seu crescimento e producdo de gongilideos [condi¢des verificadas para A. sexdens por
Mudd e Bateman (1979) e Powell e Stradling (1986)].

A manutengdo de um ninho sauddvel e livre da contaminagdo excessiva de outros
organismos tem participacdo ativa das operarias. Antes dos relatos de Currie, em 1999, sobre os
actinomicetos associados as formigas, o controle de contaminantes era atribuido somente as substancias
produzidas por glandulas mandibulares e metatoracicas dos insetos. Porém, atualmente, sabe-se que estas
bactérias t€ém papel importante, a0 menos no controle do Escovopsis, que € o principal contaminante do
ninho (Currie et al., 2003).

As formigas disseminam o fungo, o inoculam em substrato previamente preparado, cuidam
dele durante seu desenvolvimento no ninho, estimulando seu crescimento e evitando contaminantes.
Dados de Martin et al. (1969), utilizando fungo de A. cephalotes como modelo, mostram que,
aproximadamente, 50% do peso seco fungico esta disponivel na forma de nutrientes soliveis e
potencialmente assimilaveis pelas formigas. Sdo 27% de carboidratos, 13% de proteinas, 4,7% de
aminoacidos livres e 0,2% de lipidios. Dentre os carboidratos soluveis, trealose e glicose sdo os mais
abundantes. Dados de Silva et al. (2003) mostram que glicose ¢ um eficiente nutriente para a
sobrevivéncia de operarias adultas de A. sexdens, e sabe-se que trealose ¢ o principal agucar utilizado
como reserva de energia para insetos (Chippendale, 1978).

Porém, apesar do fungo ser aparentemente uma excelente fonte de nutrientes, ha
controvérsias quanto ao seu real papel nutricional para os insetos. As primeiras afirmacdes feitas por Belt
(primeiro investigador a se referir sobre a simbiose obrigatoria entre os dois organismos), em 1874,
determinavam que a principal fun¢do do fungo na simbiose era servir de alimento para as formigas. Esta
teoria foi adotada por todos os pesquisadores da area, até que em 1979, Quinlan e Cherrett estabeleceram
um paradigma na simbiose entre insetos ¢ fungo, afirmando que o fungo € responsavel apenas pela
nutrigdo das larvas dos insetos e que para as operarias adultas este ndo forneceria mais que 5% de toda a

fonte de energia necessaria para sua sobrevivéncia. Em 1995, Bass e Cherrett confirmaram esta teoria,
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apenas sugerindo que o fungo teria uma participagdo maior na nutricdo das formigas, aumentando-a para
9%. Esta teoria estabelece que mais de 90% das necessidades nutricionais de operarias adultas, no que diz
respeito aos carboidratos, sdo obtidas a partir da seiva de plantas que estas coletam. Apesar de
improvavel, é esta hipotese que vem sendo adotada por pesquisadores da area atualmente.

Porém, mesmo antes da teoria de Quinlan e Cherrett (1979) ja havia sido relatado que ha
situagdes em que operarias cessam o forrageamento (em muito baixas temperaturas ou em periodos de
fortes chuvas, por exemplo) e que se alimentam exclusivamente do fungo nesta fase (Hodgson, 1955).
Esta observacdo, se for associada ao proprio habito de coleta das Attini primitivas, que ndo carregam
material vegetal fresco constantemente (Weber, 1972), ou mesmo de algumas espécies de cortadeiras,
como Atta mexicana ¢ Acromyrmex versicolor, que ocorrem em regides desérticas € que nem sempre tem
acesso a vegetais frescos para forragear (Mintzer, 1979; Wetterer, 2000), apresentam indicios da
improbabilidade da teoria que prioriza a seiva de plantas como principal fonte de nutrientes ¢ que
minimiza a participacdo do fungo simbionte como fornecedor de alimento para as formigas operarias.

Resultados apresentados por Silva et al. (2003), utilizando A4. sexdens como modelo,
contradizem que plantas possam suportar a sobrevivéncia de operarias adultas e demonstram que o jardim
de fungo, como esta presente no ninho, pode suportar a sobrevivéncia destas. Contudo, os autores nao
afirmam que esta seja a Unica fonte nutricional, mas sugerem que este seja o principal alimento das
operarias, mas que deve haver outras fontes onde os insetos possam obter os carboidratos necessarios para
suas atividades diarias. Uma das fontes, além do jardim de fungo, que provavelmente supre parcialmente
os carboidratos necessarios para as operarias de formigas cortadeiras ¢ o liquido proctodeal que as larvas
liberam no momento em que sdo alimentadas pelas formigas adultas (Schneider, 2003). Neste liquido,
além de aminoacidos e acido fosforico, ha carboidratos, principalmente glicose, numa concentragdo
média de 12 mg/mL. Considerando que Silva et al. (2003) estabelecem que o jardim de fungo, que
contém, em média, 30 mg de glicose/g de jardim de fungo, supra 50% das necessidades de carboidratos
para as operarias, este fluido forneceria cerca de 20%. Entdo, jardim de fungo e liquido proctodeal
supriria 70% das necessidades de glicose das operarias, sendo 30% originarios de outras fontes, ainda
desconhecidas.

Dissemina¢do do fungo pela natureza, controle de microrganismos contaminantes,
fornecimento de nutrientes dentro do ninho. Estes sdo importantes pontos da simbiose que revelam a co-
dependéncia entre estes dois organismos. Mas além destes, ha um outro aspecto a ser considerado, tdo
relevante quanto os anteriormente citados, que € o enredo enzimatico que envolve os insetos € o seu
fungo simbionte. Desde os primeiros estudos realizados nesta area, notam-se resultados que indicam

dependéncia e colaboragdo metabolica entre estes organismos.

Primeira teoria com enfoque metabdolico/enzimadtico sobre a simbiose entre fungos e Attini
Martin e Weber, em 1969, foram os primeiros a apresentar estudos metabolicos de Attini

envolvendo enzimas. Em seus primeiros resultados, demonstraram a capacidade do fungo simbionte de
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Atta colombica tonsipes, isolado em laboratorio, utilizar a celulose para o seu crescimento. Com isto, os
autores inferem sobre a producdo de celulase pelo fungo e estabelecem a teoria de que a relagdo
simbiotica entre 4. colombica ou outras Attini e seu fungo simbionte esta baseada na degradacdo deste
polimero, que ¢ o principal componente do material vegetal carregado para o ninho.

Em 1970, Martin ¢ Martin publicam os primeiros estudos de deteccdo de atividades
enzimaticas em operarias de formigas. Estes autores determinaram proteinases no intestino médio e no
fluido fecal de operarias das espécies A. colombica tonsipes, A. cephalotes, A. sexdens, A. octospinosus,
Sericomyrmex urichi e Trachymyrmex septentrionalis. Atividade proteinasica no canal retal foi, em
média, cinco vezes maior que no intestino médio. Os autores discutiram que, se as enzimas sdo
produzidas pela formiga, a sua secregao seria realizada no intestino médio e que o reto seria um local de
deposito das proteinases. Esta foi a primeira citagdo que se refere as formigas como possiveis
armazenadoras de enzimas.

Martin e Martin (1970) também determinaram que o fungo simbionte ndo foi capaz de se
desenvolver em meio de cultivo contendo proteinas complexas. Observou-se que, ap6s a adicdo de
aminoacidos no meio de cultivo, houve aumento na producdo de biomassa fingica em até quatro vezes. A
adi¢do do fluido fecal das operarias ao meio também aumentou o crescimento do fungo. Os autores
especularam sobre a incapacidade deste microrganismo em degradar proteinas complexas e sugeriram que
aminoacidos e proteinases das formigas sejam expelidos no fluido fecal, auxiliando no crescimento do
fungo no ninho. Baseado nestes resultados, Martin, em 1970, publica a primeira teoria sobre a base
bioquimica da simbiose entre as Attini e seu fungo, definindo que a integragcdo metabolica entre eles €
baseada nos seguintes aspectos: as formigas defecam no material foliar antes de inocular o fungo, e com
isto contribuem com a habilidade de degradar proteinas, tornando mais rapida a aquisi¢do de nutrientes
assimilaveis para este. Em recompensa, as formigas sdo beneficiadas pela habilidade do fungo em
degradar a celulose, disponibilizando nutrientes para elas. Porém, em 1975, Boyd e Martin revéem esta
hipotese, baseados em dados experimentais nos quais foi demonstrada a origem fiingica de proteinases
presentes no fluido fecal de operarias de A. colombica. A partir de entdo definem que o beneficio
proporcionado pelas formigas consiste em transportar enzimas fungicas no ninho, ingerindo-as em regides
da esponja fingica ja desenvolvida e disponibilizando-as em regides de recém inoculagdo do fungo no

substrato.

Determinagdo de enzimas sacariddsicas em operdrias de Attini

A determinagdo de sacaridases em formigas Attini foi iniciada por Martin et al. (1973) e
Martin (1974): Amilase e quitinase em espécies de Cyphomyrmex, Apterostigma, Myrmicocrypta e
Sericomyrmex (Martin et al., 1973), e em A. colombica tonsipes, além destas enzimas, foi também
encontrada atividades de pectinase e xilanase. 4. colombica tosipes também foi avaliada quanto ao
numero de unidades das enzimas presentes em seu fluido fecal na degradacdo de pectina, amido, celulose

e xilana (Martin et al., 1975). Detectaram-se niveis de degradagdo semelhantes para amido, celulose e
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xilana, mas para pectinase, o nimero de unidades de enzima foi, aproximadamente, 40 vezes maior do
que para as outras polissacaridases testadas. Inicia-se entdo a discussdo da importancia da pectinase para a
simbiose. O autor justifica tdo elevado nivel da enzima devido & necessidade de rapida degradagdo da
superficie foliar (coberta por pectina) para o acesso do fungo aos nutrientes internos da folha.

Em glandulas labiais e no intestino de A. octospinosus Febvay e Kermarrec (1981, 1983)
detectaram maltase, trealase e celobiosidase; ¢ D'Ettorre et al. (2002) determinaram, em operarias de
Acromyrmex subterraneus e Acromyrmex crassispinus, atividades de amilase, maltase e invertase. Em
larvas destas formigas, além das enzimas citadas, foi detectada laminarinase. Em 2004, Ronhede et al.
apresentam dados de deteccdo de pectinase e celulase em Acromyrmex echinator.

Mais recentemente, Erthal Jr. et al. (2004) avaliaram a distribuicdo de sacaridases, dentre
outras enzimas digestivas, no aparato intestinal de operarias adultas de A. subterraneus. Glicosidases (o e
) foram detectadas em grande quantidade no reto das operarias. Dentre as polissacaridases que degradam

o substrato vegetal, foram detectadas apenas amilase (na glandula labial e reto) e pectinase (no reto).

Determinagdo de enzimas polissacariddsicas no fungo simbionte

Apos o trabalho de Martin e Weber, em 1969, que sugere a produgdo de celulase pelo fungo
simbionte de 4. colombica, apenas em 1995 Bacci Jr. et al. publicam dados de determinagdo de enzimas
no fungo simbionte. Neste trabalho, celulase foi detectada no fungo de A. sexdens, levando aos autores a
confirmar a teoria de que a degradacdo de celulose seria importante na intera¢do entre os dois organismos.
Porém, em 1998, Siqueira et al. refutam esta hipotese, afirmando, com dados experimentais, a pouca
habilidade do fungo simbionte em degradar a celulose. Abril e Bucher (2002), apds avaliar fungos
cultivados por Acromyrmex lundi, Acromyrmex lobicornis, Acromyrmex heyeri e Atta vollenweideri,
afirmam ainda que estes nao degradam celulose. Em L. gongylophorus, o fungo cultivado por A. sexdens,
Siqueira et al. (1998) detectaram elevada quantidade de pectinase (em relacdo a celulase, foi duzentas
vezes maior), média atividade de amilase ¢ baixas atividades de xilanase e celulase. Atividade de
celulase, apesar de baixa, também foi detectada nos fungos cultivados por A4. subterraneus e A.
crassispinus (D'Ettorre et al., 2002). Todos estes resultados mais recentes derrubam a hipotese de que a
celulase seja enzima chave na simbiose, pois isto realmente ¢ pouco provavel. Contudo, seria incorreto
concordar com Abril e Bucher (2002), que afirmam que fungos simbiontes de Attini ndo metabolizam
celulose, pois ha evidéncias de que alguns fungos simbiontes possuem celulase, porém esta enzima tem

baixa atividade nestes organismos.

Integracdo metabolica na simbiose entre fungos e Attini
Mas se a celulase ndo ¢ uma enzima importante na simbiose, qual a integragdo

metabolica/digestiva que existe entre estes dois organismos? Dados recentes vém mostrando que ha um
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enredo enzimatico na simbiose, no qual participam diferentes enzimas, com diferentes atuagdes dentro do
ninho.

A primeira observagdo a se fazer é sobre a elevada producdo de pectinases por algumas
linhagens de fungos de Attini (Siqueira et al., 1998; Silva, 2000a; Silva, 2000b), ¢ que ha também alta
atividade de pectinase no fluido fecal de operarias de cortadeiras (Martin et al., 1975; Silva, 2000a;
Siqueira, 2003). Mas seriam as pectinases do fluido fecal originarias do fungo simbionte? Ronhede et
al.(2004) sugerem que sim. A partir de perfis semelhantes de pectinases fungicas e do fluido fecal obtidos
em focalizagdo isoelétrica os autores sugerem que sejam a mesma enzima. Com estes dados eles discutem
a teoria de Martin (1975), de que estas enzimas seriam ingeridas pelas operarias a partir do fungo ja
desenvolvido no ninho, concentradas em seu intestino ¢ depositadas no substrato onde o fungo vai ser
inoculado.

Quanto a outras polissacaridases importantes na degradagdo do material foliar carregado para
o ninho, Silva (2000a) apresenta dados que mostram a importancia destas na simbiose, bem como suas
possiveis origens, utilizando a espécie 4. sexdens e seu fungo simbionte L. gongylophorus como modelo.
Amilases, xilanases e celulases foram determinadas em operarias de 4. sexdens e no fungo simbionte,
isolado em laboratorio ou retirado diretamente do ninho, na forma de jardim de fungo. Quanto a origem
destas enzimas verificou-se que o fungo provavelmente ¢ o produtor de xilanases e celulases presentes
nas operarias, € que estas seriam ingeridas enquanto as formigas se alimentam ou cuidam do fungo
simbionte. Tal proposta foi justificada pela baixa sobrevivéncia das operarias quando estas foram isoladas
do fungo e alimentadas apenas com os polissacarideos vegetais xilana ou celulose, bem como pela
auséncia da enzima nas formigas nestas condi¢des. Para amilases, verificou-se ainda que o fungo produz
ao menos uma das amilases presentes no organismo das formigas. Porém, existem amilases nas operarias
cuja origem ndo foi possivel identificar, uma vez que elas poderiam ser produzidas pelas proprias
formigas ou seriam originarias de outros microrganismos.

Todas as pesquisas realizadas até o momento mostram que ha um complexo multi-enzimatico
envolvendo a simbiose, no qual algumas enzimas parecem estar prioritariamente relacionadas:

1) a pectinase parece ser uma importante enzima simbionte (Siqueira et al., 1998), que ¢é
originaria do fungo, ingerida pelas formigas, concentradas em seu intestino e excretada no fluido fecal
durante o preparo do substrato para o cultivo do fungo (Ronhede et al., 2004). Com isto, o fungo encontra
o substrato pré-degradado e tem acesso direto a outros polissacarideos que melhor induzem seu
crescimento, amido ou xilana (1975; Siqueira et al., 1998). Isto se mostra importante, uma vez que o
fungo se torna competitivo na colonizacio do substrato perante outros microrganismos;

2) a amilase se apresenta como uma enzima secundaria, porém importante, pois € a principal
enzima atuando na producdo de glicose no ninho. E a glicose se mostra como nutriente chave na
simbiose, pois € eficiente na manutencgao da sobrevivéncia das operarias (Silva et al., 2003) e na formagao
de biomassa e gongilideos pelo fungo simbionte (Siqueira et al., 1998; Silva, 2000a);

3) xilanase € importante por ser a enzima que degrada a xilana, produzindo xilose. E este

agucar proporciona crescimento do fungo semelhante a glicose (Siqueira et al., 1998);
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4) Quanto a celulase, parece esta ndo ter papel relevante na degradacdo do substrato foliar
levado para o ninho, porém vale ressaltar que a celulose se mostra como um importante polissacarideo.
Alguns dados demonstram ser este um bom indutor da produgao de polissacaridases por L. gongylophorus
(Silva et al., em redacdo).

Os resultados mais recentes mostram que ndo ha uma enzima polissacaridasica ou um
polissacarideo unico que fundamente a dependéncia bioquimica entre as Attini e seu fungo simbionte. Ha
na verdade um conjunto de fatores metabdlicos que se complementam e que contribuem para o equilibrio

destes organismos nos ecossistemas em que eles habitam.
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Producao de a-Amilase e Maltase pelo fungo Leucoagaricus gongylophorus na Presenca de

Diferentes Fontes de Carbono

Resumo
O fungo Leucoagaricus gongylophorus vive em simbiose com formigas cortadeiras da

espécie Atta sexdens, provendo-lhes enzimas para a degradacdo do material vegetal carregado para o
ninho. Amido e enzimas amiloliticas sdo importantes para a nutricdo dos simbiontes sendo,
provavelmente, os principais componentes na obtengdo e ciclagem de glicose no ninho. A formagao de
biomassa, produgdo de proteinas totais e das enzimas o-amilase e maltase por L. gongylophorus quando
cultivado em amido, maltose e glicose, separados ou mesclados entre si foi investigada. O fungo foi capaz
de utilizar todas as fontes de carbono para formacdo de biomassa. Nao houve diferenca em relagdo a
variedade na produgdo de bandas protéicas, avaliadas em SDS-PAGE, nos meios contendo glicose,
amido, maltose ou em amido e glicose. Alfa-amilase foi mais produzida em substratos contendo amido
e/ou maltose. Na presenca de glicose a enzima também foi produzida, porém em menores quantidades.
Maltase foi detectada apenas em amido e/ou maltose, sendo que na presenga de glicose nao houve
produgdo da enzima. Os resultados mostraram o melhor meio de cultivo para a produgido das amilases por

L. gongylophorus, possibilitando sua obtengao para estudos bioquimicos.

Introducio
O fungo Leucoagaricus gongylophorus, simbionte das formigas cortadeiras Atta sexdens,

produz enzimas que degradam polissacarideos foliares, transformando-os em nutrientes assimilaveis, que
sdo utilizados tanto para o seu crescimento, como para suportar a sobrevivéncia das formigas (Siqueira et
al., 1998; Silva et al., 2003).

O estudo de polissacaridases em L. gongylophorus foi iniciado em 1969 por Martin ¢ Weber,
que estabeleceram a teoria de que a celulase seria a principal enzima fingica atuante na simbiose, teoria
esta que vinha sendo aceita por diversos pesquisadores que estudam a interacdo destes insetos e o fungo
que cultiva no interior de seus ninhos. Porém, nos ultimos anos, os estudos metabolicos realizados em
fungos simbiontes de formigas cortadeiras vém mostrando que a celulase ndo ¢ uma enzima
prioritariamente produzida, e que ha outras polissacaridases aparentemente mais importantes que a
celulase (Siqueira et al., 1998; Abril e Bucher, 2002).

Dentre as polissacaridases pesquisadas, pectinases, amilases e xilanases sdo produzidas em
maior quantidade por L. gongylophorus do que a celulase, o que indica que estas enzimas tenham maior
relevancia na degradagdo do substrato foliar carregado para os formigueiros. Pesquisas ja mostraram
elevada capacidade do fungo em produzir e degradar a pectina (Siqueira et al., 1998), o que ¢ uma
vantagem, pois garante que o fungo tenha acesso rapido aos nutrientes internos da folha e que estimulam
0 seu crescimento, garantindo o dominio do substrato perante outros microrganismos competidores

(Martin, 1973; Martin ef al., 1975). Apos a pectinase, a amilase ¢ a polissacaridase mais produzida pelo
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fungo simbionte, e tanto a amilase, como o substrato que ela degrada, o amido, parecem ter elevada
importancia no metabolismo e nutricdo dos organismos simbiontes. Amido se comporta como o
polissacarideo vegetal que induz a producdo de uma maior diversidade de proteinas por L. gongylophorus
(Silva et al., em redag@o) e provavelmente ¢ nutriente chave na formagdo de biomassa fingica (Siqueira
et al., 1998), indugdo da formagdo de gongilideos (Silva et al., 1998) e sobrevivéncia das formigas (Silva
et al., 2003), uma vez que seria a fonte de glicose mais utilizada dentre os polissacarides componentes do
material vegetal carregado para o ninho. E a amilase, sendo a enzima responsavel pela degradagdo do
amido tem relevante papel no metabolismo, tanto do fungo como das formigas.

Perante tais observagdes, o estudo de enzimas atuantes na degradacdo do amido parece ser de
relevante importancia para o melhor conhecimento da simbiose, e este trabalho se propde a investigar o
efeito do amido, maltose e/ou glicose na indugdo de enzimas amiloliticas e biomassa em L.

gongylophorus, simbionte das formigas cortadeiras 4. sexdens.

Material e Métodos

Cultivo de L. gongylophorus para Indugdo das Polissacaridases

Linhagem isolada de L. gongylophorus, a partir de formigueiro de laboratdrio, em agosto de
1997 (Cod. B1-97) foi cultivada em meio estéril, contendo tampao citrato-fosfato 0,075 M pH 5,0,
contendo 0,67 g.100 mL™" de Yeast Nitrogen Base (Difco cod. 100690) e 0,5 g.100 mL™ de cada fonte de
carbono [glicose (J.T.Baker cod. 1916-01), amido (Sigma cod. S 9765) e maltose (Sigma cdd. M 9171)],
que foram utilizadas separadamente ou mescladas entre si, na propor¢do de 1:1. Apds o crescimento
estacionario do fungo por 10, 15, 20 ou 30 dias, a 25° C, cada erlenmeyer contendo 20 mL de meio de
cultivo ja com as enzimas secretadas foi filtrado em membrana 0,45 um e dialisado, sendo esta a amostra

utilizada nos experimentos.

Ensaios Enzimdticos

Para a determinacdo das atividades de o-amilase ¢ maltase foram utilizados os substratos
amido (Sigma co6d. S 9765), a 1,0 g.100 mL"', e maltose (Sigma cod. M 9171), a 2,0 g.100 mL"
respectivamente. Amostra ¢ substrato foram incubados, na propor¢do de 1:1 (v:v), a 30°C, em tampao
citrato-fosfato 0,075 M pH 5,0. No tempo zero ¢ a cada 15 minutos, aliquotas de 100 uL foram coletadas,
seguindo para a determinacdo dos produtos de hidroélise.

Para a-amilase, o volume retirado da reagdo foi completado para 500 pL com agua MilliQ,
misturado a 500 uL de reagente de iodo [preparado com 0,25 g.100 mL™" de Iodo (Merck cod. 4761) e
0,16g.100 mL"' de Iodeto de Potassio (Mallinckrodt céd. 1127), seguindo para leitura em
espectrofotdometro a 620 nm (Bernfeld, 1955). Para atividade de maltase a mistura reacional

maltose/amostra foi fervida por 3 minutos (para parar a reacgao), sendo em seguida adicionada a 400 pL
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de agua Milli Q e a 500 uL do reagente de glicose oxidase (Labtest cod. 34-E). Ap6s banho-maria a 37°C
por 15 minutos, seguiram para leitura em espectrofotometro a 505 nm.

Os valores de densidade optica obtidos foram utilizados para a determinacdo das atividades
enzimaticas, utilizando-se curva padrdo de amido (para atividade de a-amilase) ou de glicose (para
atividade maltase). Uma unidade (U) de atividade de a-amilase foi definida como a atividade que causou
a diminui¢do de 1ug na massa de amido soluvel colocada na reacdo, por mL de meio de cultivo, por
minuto; € para maltase considerou-se como uma unidade (U) a produgdo de 1 umol de glicose, por mL de

meio de cultivo, por minuto.

Determinacdo de Proteinas Totais
Foram adicionados 1000 uL de cada amostra a 1000 pL do reagente de Bradford (Bradford,
1976), seguindo a mistura para leitura em espectrofotdmetro a 595 nm. Para determinar a massa total de

proteinas foi utilizada curva-padrao de ovoalbumina.

Eletroforese em Gel de Poliacrilamida em Condi¢oes Desnaturantes (SDS-PAGE)

Amostras contendo 10 pg de proteinas totais foram concentradas em liofilizador e aplicadas
ao gel de eletroforese. A preparagdo do gel de poliacrilamida na concentragdo final de 15% (v/v), as
condigdes de preparacdo da amostra e de realizacdo da corrida foram as mesmas estabelecidas por
Laemmli (1970). Apds a corrida, o gel foi submetido a coloragdo de prata (Heukeshoven and Dernick,
1985).

Todos os reagentes para realizagdo da eletroforese foram originarios da Amersham
Biosciences, incluindo padrao de peso molecular (cod. 17-0446-01): fosforilase b (97 KiloDaltons-kDa);
soroalbumina bovina (66 kDa); ovalbumina (45 kDa); anidrase carbonica (30 kDa); inibidor de tripsina

(20,1 kDa) e a-lactoalbumina (14,1 kDa).

Estatistica

Foram realizados dois experimentos como o descrito no primeiro topico de material e
métodos. Em cada um deles, vinte e quatro réplicas de cada cultivo foram feitas, sendo retiradas seis
destas a cada periodo de 10, 15, 20 ou 30 dias. Para cada avaliagdo foi utilizado entdo um “n” de 12
amostras, que foram submetidas a estatistica, avaliando-se a capacidade de cada substrato em induzir a
formagdo de biomassa e amilases por L. gongylophorus. Para a comparacdo, foi utilizado o teste
paramétrico de Tukey (com intervalo de confianga de 95 %) (Zar, 1996) executado no programa

GraphPad Prism 4.0°.
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Resultados e Discussio

No cultivo de L. gongylophorus nas fontes de carbono testadas (amido, maltose e glicose)
objetivou-se avaliar trés parametros: a) a formagdo de biomassa; b) o perfil das proteinas produzidas em
SDS-PAGE e ¢) a produgdo de a-amilase e maltase.

L. gongylophorus teve sua biomassa mensurada por até 30 dias de cultivo nas diferentes
fontes de carbono (tabela 1). O fungo foi habil em crescer em todos os substratos fornecidos. Apesar da
glicose fornecida isoladamente ter proporcionado um maior crescimento do fungo apds 30 dias, as
analises estatisticas realizadas com os valores de biomassa obtidos no decorrer do experimento nao

indicaram diferengas entre as fontes de carbono na indugdo do crescimento fungico.

Tabela 1. Biomassa (mg peso seco) produzida em até 30 dias de cultivo de L. gongylophorus em
diferentes fontes de carbono [Média (£ desvio padrio)]. A indug¢do de biomassa fungica foi

estatisticamente idéntica dentre todos os substratos testados (teste de Tukey, 95% de confianga).

Fontes de
Carbono (n=12) 10 dias 15 dias 20 dias 30 dias
Glicose 0,0 12,0 (1,0) 16,6 (1,8) 22,0 (1,6)
Amido 0,0 10,2 (1,3) 12,0 (1,0) 15,0 (1,2)
Maltose 0,0 9,6 (0,9) 14,4 (1,3) 15,0 (1,2)
Amido e Maltose 0,0 9,4 (1,0) 13,4 (1,4) 16,0 (0,5)
Amido e Glicose 0,0 9,8 (0,8) 16,2 (1,4) 19,0 (2,0)
Maltose e Glicose 0,0 14,0 (0,7) 16,8 (1,5) 19,3 (0,6)

A diversidade de bandas protéicas apos 30 dias de cultivo do fungo simbionte nos diferentes
substratos foi detectada em gel de eletroforese desnaturante (SDS-PAGE) (figura 1), que revelou ndo
haver diferengas no perfil de proteinas expressas na presenca das fontes de carbono testadas (glicose,
amido ou maltose). A partir deste resultado, poderia-se concluir que qualquer meio de cultivo seria
eficiente na inducdo das amilases, porém ndo foi este o resultado que as determinagdes das atividades
enzimaticas revelaram (figura 2).

Alfa-amilase foi produzida por L. gongylophorus em todos os meios de cultivo, indicando ser
esta uma enzima constitutiva. A producdo da enzima pelo fungo durante os experimentos variou bastante,
com picos de atividade bem distintos para cada uma das as fontes de carbono testadas. Meios contendo
amido ou maltose, ou a mistura dos dois, foram os que proporcionaram maior producdo de o-amilase
(teste de Tukey) (figuras 2b, 2¢ e 2d). Nos meios elaborados com glicose a produg@o inicial de oi-amilase
foi muito baixa, aumentando somente nos ultimos dez dias de cultivo (figuras 2a, 2e e 2f). A presenga
deste agucar, apesar de ndo inibir totalmente a enzima, reduziu a sua produgao.

Quanto a maltase, observou-se a sua produgdo apenas em meio contendo amido e/ou maltose,

sendo que em amido como Unica fonte de carbono, esta enzima foi mais produzida (figuras 2b, 2¢ ¢ 2d).
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Em todos os meios de cultivo contendo glicose a enzima ndo foi detectada (figuras 2a, 2¢ e 2f). De acordo
com as analises estatisticas realizadas, o amido foi o maior indutor de atividade de maltase, seguido da
maltose, isolada ou com amido. Isto indica ser a maltase fiingica uma enzima indutivel, controlada pela
presenga do substrato a ser degradado.

A glicose foi detectada nos meios de cultivo no decorrer de todo o experimento. Nas figuras
2b a 2f o aumento na concentragdo deste agucar ¢ justificado pela hidrolise do amido ou da maltose
durante o crescimento fingico. A glicose interferiu na produgao das duas enzimas, reprimindo totalmente
a maltase e parcialmente a ai-amilase. Aparentemente, em concentracdes acima de 4,5 mg/mL de glicose,
a a-amilase sofreu repressao catabolica.

Extrapolando-se os resultados observados nesta situagdo de laboratorio para o provavel
comportamento do fungo no interior dos ninhos, onde ele cresce numa mistura de nutrientes, dentre os
quais a glicose ¢ um deles, pode-se elaborar a seguinte questdo: a glicose no ninho inibiria a producdo
destas enzimas? Dados ainda ndo publicados mostram que ha degradagdo do amido no jardim de fungo,
sendo esta mais elevada em regides do ninho onde o fungo simbionte ¢ recém inoculado (na esponja
nova). Curiosamente esta ¢ a regido onde ha menos glicose disponivel no formigueiro. Quanto a o-
amilase fingica ndo se espera que esta seja uma enzima reprimida, uma vez que ha amido sendo
constantemente incorporado através da matéria vegetal trazida pelas formigas, e este polimero induz a
sua producao. Quanto a maltase flingica, a glicose provavelmente pode reprimi-la no ninho, porém nao se
espera que isto impessa a degradagao completa do amido neste ambiente, uma vez que ha outros
microrganismos presentes ¢ que também devem auxiliar na degradacdo do substrato incorporado pelas
formigas, além do que foi observado que a maltase presente no liquido fecal das operarias ndo ¢ de
origem fungica (dados apresentados no proximo capitulo desta tese). Isto indica que esta enzima, ao ser
depositada junto com o fluido fecal no material foliar, possa auxiliar na degradacdo completa do amido
presente no substrato. Espera-se contudo que esta maltase presente nos insetos niao seja inibida por
glicose.

Comparando-se o perfil de produgdo das amilases de L. gongylophorus com o de outros
fungos observam-se algumas semelhangas, porém ndo ¢ valido fazer comparagdes para estabelecer
padroes na produgdo de enzimas na presenca de diferentes fontes de carbono, pois alguns autores
determinam que ndo ha um perfil unico de inducdo de enzimas por fungos, at¢é mesmo de um unico
género, afirmando que cada organismo pode ter seu proprio padrdo de inducdo enzimatica (Lachmund et
al., 1993; Haseltine et al., 1996). Apesar disto, ha relatos semelhantes ao ocorrido com L. gongylophorus.
Em Aspergillus oryzae e Aspergillus nidulans observou-se maior produgcdo de o-amilase em meios
contendo amido ou maltose. Glicose, apesar de ndo inibir a enzima, reduziu a sua produ¢do (Lachmund et
al., 1993; Nahas e Waldemarin, 2002). Em Sulfolobus solfataricus a adi¢ao de glicose reprimiu a
producao de amilase (Haseltine et al., 1996), e em espécies do género Termitomyces, fungo cultivado por

cupins, detectou-se produgdo intensa de amilase e maltase na presenga de amido (Mora e Rouland, 1995).
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Figura 1. Perfil eletroforético (em SDS-PAGE) das amostras contendo proteinas secretadas por L.
gongylophorus ap6s 30 dias de cultivo em glicose (2) amido (3), maltose (4) e amido e glicose (5).

Amostra 1 corresponde ao padrio de peso molecular, em kDa.
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Figura 2. Unidades de a-amilase ([) e maltase ([]), e concentracdo de glicose ([]) (mg/mL) nos meios
de cultivo apdés manutencdo de L. gongylophorus por até 30 dias. (n=12). (a) glicose, (b) amido, (c¢)

maltose, (d) amido e maltose, (e) amido e glicose, (f) maltose e glicose.
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PURIFICACAO, CARACTERIZACAO E COMPARACAO DE o.-AMILASE E MALTASE PRESENTES NOS
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Purificacdo, Caracterizacao e Comparacao de a-Amilase e Maltase Presentes nos Organismos

Simbiontes Leucoagaricus gongylophorus e Atta sexdens

Resumo
Alfa-amilase e maltase foram purificadas e caracterizadas a partir do intestino de operarias

das formigas cortadeiras Atta sexdens e de seu fungo simbionte, Leucoagaricus gongylophorus. Na
caracterizacdo das enzimas purificadas foram obtidos os seguintes resultados: /) Alfa-amilase do fungo
simbionte: temperatura de atividade otima, 35°C, temperatura de inativagdo, 50°C; pH de melhor
atividade, 5; pH de estabilidade, 4 a 6; Km, 0,92 mg/mL; peso molecular, 29 kDa. 2) Alfa-amilase isolada
do intestino posterior das formigas: temperatura de atividade 6tima, 35°C, temperatura de inativagdo,
55°C; pH de melhor atividade, 5; pH de estabilidade, 4 a 6; Km, 0,84 mg/mL; peso molecular, 27 kDa. 3)
Maltase do fungo simbionte: temperatura de atividade 6tima, 55°C; temperatura de inativagdo, > 60°C; pH
de melhor atividade, 5; pH de estabilidade, 4 a 6; Km, 0,94 mM; peso molecular, 74 kDa. 4) Maltase
isolada do intestino posterior das formigas: temperatura de atividade Otima, 40°C; temperatura de
inativacao, 45°C; pH de melhor atividade, 6; pH de estabilidade, 6; Km, 2,4 mM; peso molecular, 63 kDa.
Cloreto aumentou significativamente a atividade das o-amilases de ambas as origens. Os resultados
mostraram que maltases de ambas as origens sdo enzimas distintas, enquanto que a a-amilase presente no
intestino dos insetos t€ém as mesmas caracteristicas da a-amilase do fungo simbionte, indicando a sua
origem flingica. Provavelmente, esta enzima ¢ ingerida pelas operarias e concentradas no seu intestino
para ser novamente depositada no ninho antes da implantagao de um novo inoculo do fungo no material
foliar recém cortado, sendo esta ciclagem de enzimas microbianas no ninho um dos fatores que envolve a

integracao metabdlica entre estes dois organismos.

Introducio
Leucoagaricus gongylophorus ¢ um fungo basidiomiceto que vive em uma simbiose

obrigatoria com as formigas cortadeiras Atta sexdens, uma das espécies pertencentes a Tribo Attini, que é
caracterizada por agrupar espécies de formigas que cultivam fungos no interior de seus ninhos. 4. sexdens
¢ conhecida por seu habito de cortar material vegetal fresco, que ¢ utilizado para o cultivo de seu fungo
simbionte (Mariconi, 1970; Holldobler e Wilson, 1990), e por este habito de forrageamento € uma espécie
economicamente importante, principalmente no Brasil, onde invadem ambientes agricolas e se tornam
potenciais pragas (Weber, 1966; Cherrett, 1986; Hernandez e Jaffé, 1995).

Dentre os aspectos que envolvem a simbiose ha indicios de que a cooperagao
bioquimica/enzimatica entre estes organismos ¢ fator preponderante para a sobrevivéncia e equilibrio
nutricional de ambos. A primeira teoria estabelecida sobre a integracdo enzimatica foi de que a relagdo
simbiotica entre formigas e fungo estava baseada na degradacdo, pelo fungo, da celulose presente no
material vegetal carregado para o ninho (Martin e Weber, 1969). Atualmente, a celulase ja ndo ¢

considerada enzima fundamental para a simbiose, havendo outras polissacaridases que atuam
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predominantemente na degradacdo do material vegetal, gerando nutrientes dentro do formigueiro.

Resultados recentes vém mostrando que pectinases e amilases tém papel fundamental na
degradacao dos polissacarideos vegetais e conseqiiente formagao de metabolitos soluveis dentro do ninho
(Siqueira et al., 1998; Silva, 2000; Ronhede et al., 2004), o que se leva a crer que interferir na produgdo
destas enzimas possa ser um bom alvo para o controle destes organismos em areas agricolas. Porém, para
direcionar estudos aplicados sdo necessarios estudos basicos que visem definir como estas enzimas atuam
na degradagdo dos sacarideos do substrato foliar.

Nesta degradagdo ha a participagdo ndo s6 de enzimas fingicas como também de enzimas
excretadas pelas formigas durante o momento em que preparam o material vegetal para inocular o fungo.
Esta preparagao do substrato pelas operarias ¢ uma das mais importantes etapas no estabelecimento e
crescimento de um formigueiro, pois € nesta fase que hd a retirada mecanica de microrganismos
contaminantes ¢ na qual se inicia a degradacdo do material foliar, possibilitando ao fungo, depois de
inoculado, acesso rapido aos nutrientes internos da folha, a partir dos quais ele produz biomassa mais
rapidamente (Weber, 1955; Bass e Cherret, 1994; Siqueira et al., 1998). A preparagdo consiste nas
operarias cortarem em pequenos pedagos os fragmentos vegetais e depositarem sobre este saliva e
material fecal.

Wheeler, em 1937, fazia a seguinte observacdo: “nutritivas gotas fecais das operarias
parecem estimular o crescimento do micélio fungico no material foliar” (citagdo retirada de Weber,
1972); e Weber, em 1938 se referia ao liquido fecal como “adubo sobre as particulas vegetais”. Este
autor observava que o depodsito de liquido fecal promovia o crescimento fungico, mas que ndo havia
relatos sobre quais substancias contidas neste fluido eram responsaveis por isto. Em 1941, Weber discute
que, provavelmente, proteinas presentes no fluido fecal seriam as responsaveis pelo estimulo ao
crescimento fungico. Mas apenas em 1970 ha o primeiro relato sobre substancias do fluido fecal que
teriam esta funcdo: as enzimas. Martin ¢ Martin (1970) detectaram proteinases no fluido fecal de
operarias de diferentes espécies de Attini. A partir de entdo diferentes trabalhos de detec¢do de enzimas,
principalmente sacaridases, em operarias destas formigas, foram realizados. Amilase, quitinase, pectinase
e xilanase foram detectadas em Atta colombica e em espécies de Cyphomyrmex, Apterostigma,
Myrmicocrypta e Sericomyrmex (Martin et al., 1973; Martin, 1974). Em glandulas labiais ¢ no intestino
de Acromyrmex octospinosus Febvay e Kermarrec (1981, 1983) detectaram maltase, trealase e
celobiosidase. No fluido fecal e/ou bucal de operarias de 4. sexdens foram detectadas amilase, pectinase,
xilanase e celulase (Silva, 2000). D'Ettorre et al. (2002) determinaram, em operarias de Acromyrmex
subterraneus e Acromyrmex crassispinus, atividades de amilase, maltase e invertase. Em 2004, Ronhede
et al. apresentaram dados de deteccao de pectinase e celulase em Acromyrmex echinator.

Estas enzimas presentes no fluido fecal das formigas e que sdo depositadas no material foliar
certamente fazem parte do “adubo” ao qual se referiam antigos autores, € sdo estas as responsaveis
indiretas pelo crescimento do fungo, uma vez que degradam polimeros foliares, gerando nutrientes
assimilaveis. Mas dentre as enzimas presentes no fluido fecal, quais seriam as mais importantes para a

degradacdo do material foliar? As polissacaridases s@o as principais candidatas, uma vez que o material
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vegetal é composto principalmente de polissacarideos (Raven et al., 1996). Martin ¢ Weber (1969)
estabeleceram que a celulase seria a principal enzima atuante na degradacdo, porém resultados mais
recentes mostram que outras enzimas podem ter papel mais importante: pectinases e amilases presentes
no fluido fecal e produzidas também pelo fungo sdo mais efetivas na digestdo dos polissacarideos foliares
(Siqueira et al., 1998; Silva, 2000). Pectinases do fluido fecal provavelmente auxiliam na degradacdo da
pectina presente na superficie do material vegetal, possibilitando ao fungo a colonizag¢do rapida do
substrato e o acesso imediato a nutrientes mais internos (Martin et al, 1975), ¢ amilases, atuando na
degradacdo do amido, promovem a formacdo de glicose, que € a melhor fonte de carbono para a indugdo
do crescimento fungico (Siqueira et al., 1998) e para a nutri¢do das formigas operarias de A. sexdens.
(Silva et al., 2003).

Dentro deste contexto, questiona-se se estas enzimas seriam produzidas pelas proprias
operarias ou seriam originarias de seu fungo simbionte. Pesquisas sobre a origem de enzimas presentes no
fluido fecal das formigas foram primeiro realizadas por Boyd e Martin, em 1975, que determinaram a
origem fingica de proteinases presentes no fluido fecal de operarias de Atta texana. A partir destes dados
estes autores especularam sobre as polissacaridases do fluido fecal, sugerindo que também seriam
enzimas oriundas do fungo. Porém, apenas em 2004, Ronhede er al. e Siqueira apresentam dados
experimentais que indicam a origem fingica de pectinases presentes nos insetos, que seriam ingeridas
pelas operarias a partir do fungo ja desenvolvido no ninho, concentradas em seu intestino e depositadas
no novo substrato foliar trazido para o ninho e onde o fungo vai ser inoculado.

E quanto as amilases do fluido fecal? Qual seria sua origem? E para responder a esta questio
que este trabalho foi delineado. O objetivo deste trabalho foi isolar e determinar algumas das
caracteristicas fisico-quimicas de enzimas que atuam na degradagdo do amido, a-amilase e maltase,
presentes no intestino de operarias de A. sexdens e em culturas de laboratorio de seu fungo simbionte, L.
gongylophorus. E com os resultados de caracterizagdo, as enzimas foram comparadas, sendo possivel

determinar se ha origem fungica de amilases presentes no intestino das formigas.

Material e Métodos

1. Obtencdo das amostras

Amostra fungica foi obtida a partir de cultivos, por 15 a 20 dias, a 25°C, de linhagem de L.
gongylophorus em tampao citrato-fosfato 0,075 M pH 5,0, contendo 0,67 g.100mL™" de Yeast Nitrogen
Base (Difco cod. 100690), 0,25 g.100mL™" de amido (Sigma cod. S 9765) ¢ 0,25 g.100mL™" de maltose
(Sigma cod. M 9171). O meio de cultivo contendo as enzimas secretadas foi filtrado em membrana 0,45
um, dialisado e liofilizado, sendo esta a amostra bruta utilizada para o inicio do processo de purificagao.

Amostras do intestino das formigas foram obtidas a partir da coleta de material fecal de
operarias mantidas em ninho de laboratério. Para isto, seu abdome foi comprimido com o auxilio de uma
pinca ¢ o fluido expelido foi coletado com pipeta automatica e depositado em tubo de microensaio

mantido em gelo.
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2. Cromatografias
Para a purificagdo da maltase e a-amilase foram utilizadas cromatografias de troca idnica,
interagdo hidrofobica e gel filtragdo. Todas as etapas cromatograficas foram realizadas em Aparelho

AKTApp,c (Amersham Biosciences).

2.1. Cromatografia de troca ionica (DEAE Sepharose)

Foi utilizada coluna cromatografica modelo C 16/20 (Amersham Biosciences cdd. 19-5101-
01) com volume interno de 40 mL e empacotada no laboratério com 36 mL de resina DEAE Sepharose
(Amersham Biosciences cod. 17-0709-10), previamente deaerada. A mesma foi mantida a 8° C e
equilibrada com tampdo fosfato 20 mM pH 8,0, num fluxo de 2 mL.minuto”. A amostra bruta foi
aplicada na coluna e a eluicdo das proteinas foi feita em passos, adicionando-se NaCl ao tampao de
equilibrio nas concentragdes de 0,3; 0,5 e 1,0 M (para amostra fungica) ou 0,1; 0,3 e 1,0 M (para amostra
do fluido fecal das operarias).

Apos a cromatografia em coluna de troca i6nica, as fragdes protéicas contendo atividades de
maltase ou o-amilase foram acrescidas de sulfato de amoénio [(NH4),SO4] 1,3 M, e aplicadas em coluna

de interacao hidrofobica.

2.2. Cromatografia de interagdo hidrofobica (Butyl Sepharose)

2.2.1. Amostra fungica

Utilizou-se coluna pré-empacotada Butyl Sepharose (Amersham Biosciences cod. 17-5096-
01), com volume interno de 20 mL. A mesma foi equilibrada, num fluxo de 2 mL.minuto™, com sulfato
de aménio 1,3 M dissolvido em tampdo fosfato 20 mM pH 8,0. A esta coluna foram aplicadas fracdes
reunidas de amostras protéicas provindas de troca i6nica e contendo atividades de maltase ou a-amilase.
A eluicdo das proteinas foi realizada em passos com solugdes de 1,3, 0,65 ¢ 0,0 M de sulfato de aménio e
as fragdes com atividade de maltase seguiram para cromatografia de gel filtragdo e com atividade de -
amilase seguiram para troca idnica em resina Q Sepharose.

2.2.2. Fluido fecal

Utilizou-se coluna pré-empacotada tipo Hi-Trap Butyl Sepharose Fast Flow (Amersham
Biosciences cod. 17-5096-01), pré-empacotada, com volume interno de 1,0 mL. A mesma foi equilibrada,
num fluxo de 1 mL.minuto™, com sulfato de aménio 1,3 M dissolvido em tampéo fosfato 20 mM pH 8,0.
A esta coluna foram aplicadas fragdes reunidas de amostras protéicas provindas de troca idnica e
contendo atividades de maltase ou a-amilase. A eluicdo das proteinas foi realizada em passos com
solucdes de 1,3 e 0,0 M de sulfato de amonio. Fragdes contendo maltase foram reunidas e seguiram para

gel filtracdo, e com a-amilase para a troca idnica em resina Q Sepharose.

2.3. Cromatografia de troca ionica (Q Sepharose)
Foi utilizada coluna cromatografica pré-empacotada tipo Hi-trap, volume interno de 1,0 mL,

com a resina Q Sepharose (Amersham Biosciences cod. 17-6002-33). A mesma foi mantida a 8° C e
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equilibrada com tampio fosfato 20 mM pH 8,0, num fluxo de 1 mL.minuto”'. Amostras do cultivo do
fungo ou fluido fecal provinda da interagdo hidrofobica e contendo atividade de o-amilase foram
aplicadas na coluna e a eluigdo das proteinas foi feita em passos, adicionando-se NaCl ao tampao de
equilibrio nas concentracdes de 0,5 ¢ 1,0 M. O cromatografado contendo atividade de a-amilase seguiu

para a cromatografia de exclusdo molecular.

2.4. Cromatografia de exclusdo molecular (Sephacryl S-100)

Para esta cromatografia foi utilizada coluna pré-empacotada Sephacryl S-100 (Amersham
Biosciences cdd. 17-1165-01) com dimensdes de 1,6 cm de didmetro, 60 cm de altura ¢ volume interno
total de 120 mL. A coluna foi mantida a 8° C e equilibrada com tampdo fosfato 20 mM, a 1 mL.minuto™.

As amostras provindas da intera¢ao hidrofobica (contendo atividade de maltase) ou da troca
ionica Q Sepharose (contendo atividade de o-amilase) foram dialisadas, concentradas em liofilizador,
resuspensas em 2 mL do tampdo de equilibrio da gel filtracdo e aplicadas a coluna. Fra¢des de 2 mL

foram coletadas num fluxo isocratico de tampao (1,5 volume de coluna).

3. Parametros avaliados nas etapas cromatogridficas
3.1. Atividades de a-Amilase e Maltase

Para a determinag@o de a-amilase, 100 uL de cada amostra foram misturados a 100 uL de
solucdo de amido (10 mg.mL'l) diluido em tampao citrato-fosfato 50 mM pH 5,0, contendo 2 mM de
cloreto de calcio, seguindo para a incubagdo, a 30°C. Nos tempos zero e apés 60 minutos de incubagio
foram adicionados a reagdo 500 pL de reagente de iodo [preparado com 0,25 g.100 mL™"' de Iodo (Merck
c6d. 4761) ¢ 0,16 g.100 mL™" de Iodeto de Potassio (Mallinckrodt céd. 1127)], seguindo para leitura em
espectrofotdometro a 620 nm (Bernfeld, 1955). Os valores de densidade optica obtidos foram utilizados
para a determinagdo das atividades enzimaticas, utilizando-se curva padrao de amido. Uma unidade de
atividade da enzima foi definida como a diminui¢do de 1 pg na massa de amido soluvel colocada na
reacdo, por minuto, por mL de meio de cultivo ou de amostra cromatografada.

Para maltase foram utilizados 100 pL de amostra e 100 uL de maltose (20 mg.mL™'/ 60 mM)
dissolvida em tampdo citrato-fosfato pH 5,0 contendo cloreto de calcio 2 mM. A mistura substrato-
amostra foi mantida a 30° C e, nos mesmos tempos descritos para atividade de a-amilase, os tubos
contendo a mistura reacional foram mantidos em fervura por 3 minutos (para parar a reacdo), sendo em
seguida acrescidos de 300 puL de agua e 500 uL do reagente de glicose oxidase (Labtest, cod. 34-E). Apoés
banho-maria a 37°C por 15 minutos, as amostras seguiram para leitura em espectrofotdometro a 505 nm.
Os valores de densidade oOptica obtidos foram utilizados para a determinacao da atividade de maltase,
utilizando-se o fator obtido na curva padrdo de glicose. Considerou-se 1 unidade de atividade de maltase a

producdo de 1 pmol de glicose por minuto, por mL de meio de cultivo ou de amostra cromatografada.
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3.2. Determinag¢do de proteinas totais
Foram adicionados 100 uL de cada amostra a 100 uL. do reagente de Bradford (Bradford,
1976), seguindo a mistura para leitura em espectrofotometro a 595 nm. Para determinar a massa total de

proteinas foi utilizada curva-padrdo de ovoalbumina.

3.3. Eletroforese em gel de poliacrilamida em condigdes desnaturantes (SDS-PAGE)
A preparacdo do gel de poliacrilamida na concentragdo final de 15% (v/v), as condicdes de
preparacdo da amostra e de realizagdo da corrida foram as mesmas estabelecidas por Laemmli (1970).
Apos a corrida, o gel foi submetido a coloracdo de prata (Heukeshoven and Dernick, 1985).
Todos os reagentes para realizacdo da eletroforese foram originarios da Amersham
Biosciences, incluindo padrao de peso molecular (cod. 17-0446-01): fosforilase b (97 KiloDaltons-kDa);
soroalbumina bovina (66 kDa); ovalbumina (45 kDa); anidrase carbdnica (30 kDa); inibidor de tripsina

(20,1 kDa) e a-lactoalbumina (14,1 kDa).

4. Caracterizagdo das proteinas purificadas

Maltase e a-amilase purificadas do fungo simbionte ou do intestino de operarias de A.
sexdens foram caracterizadas quanto a influéncia da temperatura ¢ do pH na sua atividade e estabilidade,
influéncia do cloreto de calcio sobre atividade de a-amilase, determinagao das constantes cinéticas Km e
Vm, e determinagdo do peso molecular por eletroforese em gel de poliacrilamida. A atuag@o sinergistica
entre as maltases purificadas de ambos os organismos também foi determinada.

Todos os ensaios enzimaticos das etapas de caracterizagdo foram realizados em triplicata e a
determinagdo das atividades enzimaticas foi feita como descrito no item 3.1, seguindo-se as mesmas

proporgdes, modificando-se apenas o volume final de reagdo para 100 pL.

4.1. Influéncia da temperatura

Na determinagao das atividades enzimaticas em diferentes temperaturas, maltases originarias
do fungo ou da formiga foram mantidas de 0 a 40 minutos nas temperaturas de 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50,
55 e 60°C. Para a-amilase foram utilizadas as temperaturas 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50 e 55°C. Os
resultados obtidos foram analisados em dois tipos de graficos: um plotando-se os valores em Vm versus
as temperaturas utilizadas (em graus Celcius), e um outro grafico denominado Plote de Arrhenius, no qual
plotam-se o inverso de Vm versus o inverso das temperaturas (em Kelvin). Neste ultimo tipo de grafico ¢
possivel linearizar a curva de temperatura, podendo-se observar se ha mudanga na energia de ativagdo da
enzima durante o experimento, bem como o ponto preciso em que a enzima desnatura com a temperatura.
Uma queda brusca na reta indica desnaturagdo, e uma mudanca leve de inclinagdo na reta pode indicar
mudanga conformacional da enzima durante o experimento, mas nao desnaturagao.

Para verificar a estabilidade das enzimas nas diferentes temperaturas, as enzimas (sem
substrato) foram incubadas por 1 hora nas temperaturas citadas acima, tendo em seguida suas atividades

residuais determinadas a 30°C.
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Alfa-amilases de ambas as origens também foram avaliadas quanto a inativacdo térmica. Para
tanto, ambas as enzimas, separadamente, foram mantidas, a 40°C, por 5, 10, 15, 20 ¢ 30 minutos, tendo
em seguida suas atividades residuais determinadas, a 30°C. O Logaritmo destas atividades residuais
versus o tempo de incubagdo a 40°C foram plotados graficamente, obtendo-se retas, que foram utilizadas
na comparagao das enzimas.

Com os ensaios de temperatura foi também possivel determinar a energia de ativagdo (E,) € o
Q0 [mimero de vezes em que a temperatura aumenta, a cada 10° C] (Copeland, 1996). Quanto maior o

valor de Q;y, maior ¢é a energia de ativagao da enzima.

4.2. Influéncia do pH
A influéncia do pH na atividade das enzimas foi determinada incubando-se a amostra, a 30°
C, em tampdo citrato-fosfato 75 mM nos pHs 4, 5, 6, 7 e¢ 8. E para avaliar a influéncia do pH na
estabilidade das enzimas, as mesmas foram mantidas por 1 hora, a 8° C, dentro de tampao citrato-fosfato
com diferentes valores de pH (os mesmos citados anteriormente). Em seguida, suas atividades foram
determinadas, a 30° C, nos valores de pH de melhor atividade para cada enzima: pH 5,0 para a-amilase

(de ambas as origens) e maltase fungica; e pH 6,0 para maltase presente no fluido fecal.

4.3. Influéncia do Cloreto
Atividade de a-amilase foi determinada incubando-se a enzima em diferentes concentragdes
de CaCl; (0, 2, 4, 6, 8 ou 10 mM). Os valores das diferencas de atividades com e sem CaCl, foram
plotados (em reciprocos) contra os reciprocos das concentragdes de cloreto, calculando-se a constante de

dissociagdo do cloreto como se este fosse Km.

4.4. Determinacdo do Km e Vm
Para a determinag@o das constantes cinéticas de Michaelis-Menten, Vm (velocidade méxima
da reacdo) e Km (concentragao de substrato na qual a velocidade de reacdo é metade da Vm), as enzimas
foram incubadas em diferentes concentragdes de substrato. Para maltase foram utilizadas concentragdes
de 0,2 a 10 mM de maltose (Sigma, cod. M-9171) e para a-amilase, de 1 a 10 mg/mL de amido soluvel
(Sigma, cdod. S-9765). Os valores das constantes foram obtidos a partir do plote linear de Lineweaver-

Burk.

Resultados e Discussio

1. Purificacdo da maltase e o-amilase fungicas
Maltase e a-amilase fungicas foram purificadas utilizando-se cromatografias de troca idnica,

interagdo hidrofobica e exclusdo molecular. A primeira cromatografia utilizada foi a de troca idnica, a
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partir da qual foram selecionadas amostras contendo as atividades de a-amilase e maltase. Na figura 1 é
apresentado o cromatograma obtido apods a passagem da amostra bruta contendo as enzimas fungicas na
coluna de troca idnica. Alfa-amilase ndo interagiu com a resina e foi detectada durante a passagem do

tampao de equilibrio, ¢ a maltase foi eluida com a passagem de 0,3 ¢ 0,5 M de Cloreto de Sodio (NaCl).
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Figura 1. Cromatograma obtido a partir de cromatografia de troca idnica DEAE Sepharose apos a
passagem de amostra bruta do meio de cultivo do fungo simbionte isolado em laboratorio. Alfa-amilase
foi detectada durante a passagem do tampao de equilibrio, e maltase durante a passagem de 0,3 ¢ 0,5 M
de NaCl.

Para a purificagdo da maltase, amostras correspondentes ao pico eluido em NaCl 0,3 M
seguiram para a coluna de intera¢do hidrofobica. O cromatograma obtido estd apresentado na figura 2,
com atividade de maltase detectada na amostra eluida apoés a passagem de 0,0 M de sulfato de amonio
[(NH4)2SO4].

As amostras correspondentes ao pico contendo atividade de maltase teve suas fracdes
reunidas, dialisadas, concentradas (por liofilizagdo a -40°C), resuspensas em tampao fosfato 20 mM pH
8,0 e aplicadas em coluna de exclusdo molecular. O perfil cromatografico obtido esta apresentado na
figura 3. Atividade de maltase foi detectada no primeiro pico eluido.

O perfil eletroforético das amostras contendo atividade de maltase em todos os passos
cromatograficos € apresentado na figura 4. A proteina com banda unica (apresentada na amostra 5, figura
4), correspondendo a maltase, apresentou peso molecular aproximado de 74 kDa. Na tabela 1 sdo
mostrados os resultados da purificacdo obtidos em cada etapa cromatografica. Foram recuperados 9 % da

quantidade inicial da enzima ativa, que foi enriquecida cerca de 21 vezes em relagdo ao extrato bruto.
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Figura 2. Cromatograma obtido em coluna de interagdo hifrofobica Butyl Sepharose apds passagem de
amostra fingica contendo maltase provinda de troca idnica. Atividade de maltase foi detectada apos a

passagem de 0,0 M de (NH,4),SOy4,
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Figura 3. Cromatograma obtido a partir de exclusdo molecular em coluna Sephacryl S-100, apds
passagem do eluido em coluna de interacdo hidrofobica, com maltase detectada no primeiro pico. A

amostra aplicada a coluna foi originaria de uma interagdo hidrofébica, eluida em tampao fosfato 20 mM.
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Figura 4. Perfil eletroforético (em SDS-PAGE) de amostras de meio de cultivo fungico contendo

atividade de maltase e cromatografadas em colunas de troca idnica (amostra 3), intera¢do hidrofobica
(amostra 4) e em exclusdo molecular (amostra 5). Amostra 1 corresponde ao padrdo de peso molecular e
amostra 2 ao extrato bruto inicial. A proteina com banda unica (apresentada na amostra 5) apresentou
peso molecular aproximado de 74 kDa. Em cada raia foram aplicados 10 pg de proteinas totais (método

de Bradford).

Tabela 1. Tabela de purificagdo da maltase produzida pelo fungo Leucoagaricus gongylophorus.

Volume Atividade Proteinas Atividade Fator de
Atividade da Total Recuperacio Totais Especifica Purificacio
V) Amostra  (U.volume (%) (mg) (Umg proteina" ) (enriquecimento)
(mL) total’’)

Extrato

Bruto 0,095 50 4,8 100 280 0,017 1,0
Troca Ionica 0,064 30 1,9 40 423 0,047 2,8
Interagdo

Hidrofobica 0,033 50 1,7 35 22,1 0,075 4,4
Exclusdo 0,029 15 0,5 9 1,25 0,352 21,0
Molecular

Para a purificacdo da o-amilase fungica, a amostra provinda da troca ionica apresentada na
figura 1, durante a passagem do tampdo de equilibrio, seguiu para a coluna de interagdo hidrofobica, na
qual se observou a atividade de o-amilase durante a passagem de 0,65 ¢ 0,0 M de sulfato de amonio na

coluna (figura 5).



A partir da interag@o hidrofobica, as fragdes contendo atividade de a-amilase foram reunidas
e seguiram para a coluna de troca i6nica Q Sepharose. O perfil cromatografico obtido (figura 6) mostra
que a oi-amilase interagiu com a resina, sendo eluida ap6s a passagem de NaCl 0,5 M.

Ap0s a troca idnica Q Sepharose, a amostra contendo a-amilase seguiu para cromatografia de
exclusdo molecular. Na figura 7 observa-se o perfil cromatografico obtido a partir da passagem desta
amostra na coluna.

O perfil eletroforético de todas as etapas cromatograficas utilizadas na separagdo da o-
amilase fungica estd apresentado na figura 8. A amostra contendo atividade de o-amilase aparece
aparentemente pura no gel e apresentou peso molecular aproximado de 29 kDa. Na tabela 2 sdo
mostrados os resultados obtidos em cada etapa de purificagdo, sendo que ao final foram obtidos 9,6 % da

quantidade inicial da enzima, com enriquecimento aproximado de 13 vezes.
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Figura 5. Cromatograma obtido em coluna de interagao hifrofobica Butyl Sepharose na purificagdo da a-

amilase fiingica. A enzima aparece nos picos eluidos nas concentra¢des molares de (NHy4),SO, 0,65 € 0,0

M.
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Figura 6. Cromatograma obtido em coluna de troca i6nica Q Sepharose durante purificacdo de a-amilase

fingica. A enzima foi eluida ap6s passagem de NaCl 0,5 M.
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Figura 7. Perfil cromatografico obtido a partir de exclusdo molecular em coluna Sephacryl S-100. Como
amostra inicial foram aplicadas as fragdes contendo atividade de a-amilase fingica originarias da coluna

de troca idnica Q Sepharose (figura 6). A enzima foi eluida no segundo pico da cromatografia.
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Figura 8. Perfil eletroforético (em SDS-PAGE) das amostras obtidas em cada etapa de purificagdo da a-

amilase fungica. Amostra 1 (padrdo de peso molecular); amostra 2 (extrato bruto); amostras 3, 4, 5 ¢ 6

(fracdes com atividade de a-amilase obtidas apds troca ionica DEAE Sepharose, interagdo hidrofobica,

troca i6nica Q Sepharose e exclusdo molecular, respectivamente). A proteina pura que aparece na amostra

6 representa o perfil das fracdes obtidas entre o volume de 85 a 95 mL do cromatograma apresentado na

figura 7. Esta apresentou peso molecular aproximado de 29 kDa. Em cada raia foram aplicados 10 ug de

proteinas totais (método de Bradford).

Tabela 2. Tabela de purificagdo da a-amilase produzida pelo fungo Leucoagaricus gongylophorus.

Volume Atividade Proteinas Atividade Fator de
Atividade da Total Recuperacaio Totais Especifica Purificacio
V) Amostra  (U.volume (%) (mg) (Umg protet'na'l) (enriquecimento)
(mL) total")
Extrato Bruto 75,5 50 3.775 100 280 13,5 1,0
Troca Ionica
DEAE 65,0 50 3.250 86 180 18,1 1,3
Sepharose
Interacdo 25,0 50 1.250 33 22,1 56,8 4,2
Hidrofobica
Troca Ionica 24,1 20 482 13 8,3 60,3 4,5
Q Sepharose
Exclusdo 9,1 40 364 9,6 2,1 173 12,8
Molecular

2. Purificacdo da maltase e o-amilase do intestino das operdrias de A. sexdens

As sacaridases maltase ¢ a-amilase presentes no fluido fecal das formigas foram purificadas

utilizando-se cromatografias de troca i0nica, interagdo hidrofobica e exclusdo molecular. A primeira

cromatografia utilizada foi a de troca ionica, a partir da qual foram selecionadas amostras contendo as



atividades de a-amilase ou maltase. Na figura 1 é apresentado o cromatograma obtido nesta coluna.
Como ocorreu com o fungo, a ai-amilase ndo interagiu com a resina e foi detectada durante a passagem do

tampao de equilibrio, ¢ a maltase foi eluida com a passagem de 0,3 M de NaCl na coluna.
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Figura 9. Cromatograma obtido a partir de cromatografia de troca idnica ap6s a passagem do fluido fecal
de operarias de A. sexdens. Alfa-amilase foi detectada durante a passagem do tampao de equilibrio, e

maltase durante a passagem de 0,3 M de NaCl.

A partir da cromatografia de troca iénica em DEAE Sepharose foram formadas 2 diferentes
amostras, contendo atividades de maltase ou a-amilase. Estas seguiram entfo, separadamente, para
cromatografia de interagdo hidrofébica. Maltase e o-amilase tiveram comportamentos distintos nesta
cromatografia. Maltase interagiu com a resina ¢ foi eluida apds a passagem de sulfato de amdnio
[(NH4),SO4] 0,0 M (figura 10), enquanto a a-amilase foi detectada durante a passagem do tampao de
equilibrio da resina [(NH4),SO, 1,3 M] (figura 11).

As amostras contendo atividades de maltase ou a-amilase tiveram suas fra¢des reunidas,
dialisadas e concentradas, seguindo para passos cromatograficos subseqiientes. Para amostra contendo
maltase, foi utilizada coluna de exclusdo molecular (figura 12). Apenas fra¢des iniciais do pico contendo
atividade de maltase apresentaram a proteina pura (figura 13 — amostra 5), com peso molecular
aproximado de 63 kDa, determinado em SDS-PAGE. Na tabela 3 sdo mostrados os resultados da
purifica¢do obtidos em cada etapa cromatografica. Ao final do processo, 0,9 mg de maltase purificada foi

obtida, 12 % de sua quantidade inicial, e enriquecida 9 vezes.
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Figura 10. Cromatograma obtido em coluna de interacdo hifrofobica Butyl Sepharose a partir da

passagem de amostra do fluido fecal de A. sexdens. Atividade de maltase foi detectada apos a passagem

de 0,0 M de (NH,4),SO4na coluna.
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Figura 11. Cromatograma obtido em coluna de interacdo hifrofobica Butyl Sepharose a partir da

passagem de amostra do fluido fecal de 4. sexdens. Atividade de a-amilase foi detectada durante a

passagem do tampao de equilibrio da resina, (NH,),SO,4 1,3 M.
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Figura 12. Exclusdo molecular em coluna Sephacryl S-100 com amostra do fluido fecal de operarias de
A. sexdens contendo atividade de maltase e provinda de cromatografia de interagdo hidrofobica. Atividade

de maltase foi eluida no primeiro pico.
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Figura 13. Perfil eletroforético (em SDS-PAGE) de amostra do fluido fecal de operarias de A. sexdens
contendo atividade de maltase e cromatografadas em diferentes resinas. Amostras: 1 (padrao de peso
molecular), 2 (amostra bruta), 3 (ap6s troca idnica), 4 (apos interagao hidrofobica), 5 (apds exclusdo
molecular). A proteina com banda tUnica (apresentada na amostra 5) apresentou peso molecular
aproximado de 63 kDa e representa as fragdes obtidas entre os volumes de 45 a 55 mL do cromatograma

apresentado na figura 12. Em cada raia foram aplicados 10 pg de proteinas totais (método de Bradford).
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Tabela 3. Tabela de purificagdo da maltase presente no fluido fecal de operarias de 4. sexdens.

Volume Atividade Proteinas Atividade Fator de
Atividade da Total Recuperacio Totais Especifica Purificacdo
) Amostra  (U.volume (%) (mg) (U.mg proteina'l ) (enriquecimento)
(mL) total ’)

Extrato Bruto 3,5 2 7,0 100 72,0 0,1 1,0

Troca Ionica 0,08 30 2,8 41 22,2 0,12 1,3
Interacdo

Hidrofobica 0,06 30 1,8 24 8,1 0,2 2,0
Exclusdo 0,03 30 0,9 12 0,9 0,9 9,0
Molecular

A amostra contendo atividade de o-amilase que foi obtida da interagdo hidrofobica
(apresentada na figura 11) seguiu para a coluna de troca i6nica Q Sepharose e depois para exclusdo
molecular. Na Q Sepharose a amostra interagiu com a resina e foi eluida apds a passagem de NaCl 0,5 M
(figura 14). Na cromatografia de gel filtragdo a proteina foi eluida em maior concentragao aos 100 mL,
apos o inicio da cromatografia, porém apenas a regido final do pico aparece purificada em gel de
eletroforese (figura 15). O perfil eletroforético de todas as etapas cromatograficas esta na figura 16 ¢ os
calculos de purificagdo na tabela 4. Ao final do processo, 0,8 mg de proteina foi purificado, com
enriquecimento de 14,4 vezes e recuperagdo de 16 % da quantidade inicial de a-amilase presente no

fluido fecal bruto.
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Figura 14. Cromatograma obtido em coluna de troca idnica Q Sepharose apos passagem de amostra de

fluido fecal provinda de interagdo hidrofobica. Alfa-amilase foi prioritariamente eluida apos passagem de
NaCl 0,5 M.
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Figura 15. Exclusao molecular em coluna Sephacryl S-100 com amostra do fluido fecal de operarias de
A. sexdens contendo atividade de a-amilase e provinda de cromatografia de troca idnica Q Sepharose. A

enzima foi eluida dos 90 aos 130 mL.
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Figura 16. Perfil eletroforético (em SDS-PAGE) de amostra do fluido fecal de operarias de A. sexdens
contendo atividade de a-amilase e cromatografadas em diferentes resinas. Amostras: 1 (padrio de peso
molecular), 2 (amostra bruta), 3 (apos troca i6nica DEAE Sepharose), 4 (ap6s interacdo hidrofobica), 5
(apos troca idnica Q Sepharose), 6 (apds exclusdo molecular). A proteina com banda tinica (apresentada
na amostra 6) apresentou peso molecular aproximado de 27 kDa e representa o perfil protéico das

amostras obtidas entre os volumes de 110 a 130 mL do cromatograma apresentado na figura 15.
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Tabela 4. Tabela de purificagdo da a-amilase presente no fluido fecal de operarias de A. sexdens.

Volume Atividade Proteinas Atividade Fator de
Atividade da Total Recuperacio Totais Especifica Purificacio
V) Amostra  (U.volume (%) (mg) (Umg proteina™)  (enriguecimento)
(mL) total)
Extrato Bruto 549 2 1.098 100 72 15,3 1,0
Troca Iénica
DEAE Sepharose 28 35 980 89 31 31,6 2.1
Interagdo
Hidrofobica 73 10 730 67 14 51,4 34
Troca Ionica 10,3 30 309 28 3,1 99,7 6,5
Q0 Sepharose
Exclusdo 8,8 20 176 16 0,8 220,0 14,4
Molecular

3. Caracterizacdo das enzimas purificadas (de origem fiingica e presentes no intestino de operarias de
A. sexdens

Maltase e a-amilase purificadas do fungo simbionte ou de operarias de A. sexdens foram
caracterizadas quanto a influéncia da temperatura ¢ do pH na atividade e estabilidade, influéncia do
cloreto de calcio, determinacdo das constantes cinéticas Km e Vm, e determinacdo do peso molecular em

SDS-PAGE. Os resultados obtidos sdo apresentados a seguir:

3.1. Influéncia da temperatura

Na determinagao das atividades enzimaticas em diferentes temperaturas, maltases originarias
do fungo ou da formiga foram incubadas nas temperaturas de 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55 ¢ 60°C, ¢ a-
amilase foram ensaiadas nas temperaturas de 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50 ¢ 55° C. Para maltase, as melhores
temperaturas de atividade foram 55° C para a enzima originaria do fungo e de 40°C para a maltase
detectada no fluido fecal das operarias (figura 17 /a). Quanto a a-amilase, a mesma temperatura 6tima de
atividade foi detectada para as enzimas de ambos os organismos, 35° C (figura 17 2a).

Para verificar a termoestabilidade das enzimas apds incubacdo das mesmas por 1 hora em
diferentes temperaturas antes de ensaiar suas atividades a 30° C, os dados mostraram que em todas as
temperaturas houve perda de atividade enzimatica, sendo que a total inativagcdo das enzimas foi detectada
a 45° C para maltase presente nas operarias (figura 17 1b), 50 e 55° C para o-amilase presente no fungo e
no fluido fecal das operarias, respectivamente (figura 17 2b). Nas temperaturas testadas ndo se observou
inativagdo total da maltase fingica, que permaneceu com 9 % de sua atividade inicial, mesmo mantida

por 1 hora a 60° C (figura 17 1b).



A partir do plote de Arrhenius, determinaram-se alguns pardmetros das enzimas estudadas:
para maltase fingica os dados possibilitaram o desenho de uma reta linear sobre os pontos, € também
observou-se uma queda brusca da atividade apdés 55° C, indicando desnaturagdo da enzima nesta
temperatura (figura 17 I¢), enquanto que para a maltase presente nas operarias de A. sexdens duas retas
com diferentes inclinagdes puderam ser tragadas sobre os pontos, indicando a provavel modifica¢do
conformacional da mesma enzima, com mudanga de sua energia de ativacdo (figura 17 I¢). Provavel
desnatura¢io desta enzima foi verificada aos 45°C.

O plote de Arrhenius para o-amilase mostrou semelhanca no comportamento da enzima, seja
originaria do fungo simbionte ou das operarias das formigas, sendo possivel tragar uma tnica reta sobre

os pontos (figura 17 2¢). O grafico mostra 0 mesmo comportamento de desnaturagdo de ambas as o-

amilases, que ocorreu a 308 K (35°C).
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Figura 17. Efeito da temperatura sobre as enzimas maltase (1) e a-amilase (2) secretadas pelo fungo L.
gongylophorus ou presentes no fluido fecal das operarias de A. sexdens. A influéncia na atividade das
enzimas esta no item (a), e na estabilidade no item (b). O item (c) corresponde aos plotes de Arrhenius

elaborados com os dados obtidos nas curvas do item (a).
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A determinacdo da constante “Q;o” (qlioeficiente que indica o nimero de vezes que a
atividade enzimatica aumenta a cada 10° C) e¢ da energia de ativagdo (E,) das a-amilases de ambas as
origens estdo apresentados na tabela 5. Valores de “Q;(” indicam sobre a E, das enzimas em geral, que
por sua vez esta diretamente relacionada a taxa de reagdes quimicas durante a catalise. Portanto, E, muito
proéximas sugerem que as enzimas possuem grupos quimicos idénticos em seus sitios de atividade
enzimatica. Os resultados obtidos na avaliagdo destes parametros sdo indicadores que as a-amilases de

ambas as origens sdo idénticas e maltases sdo distintas.

Tabela 5. Valores de Qo ¢ E, da maltase e a-amilase secretadas pelo fungo L. gongylophorus e também

detectadas no fluido fecal de operarias de 4. sexdens.

Maltase o-Amilase
Qio E, Qio E,
(n° vezes) (cal/mol) (n°® vezes) (cal/mol)
L. gongylophorus 2,2 13,0 34 21,2
A. sexdens 1,4 16,9 3,3 21,4

A avaliagdo da a-amilase de ambas as origens quanto a inativagdo térmica ¢ apresentada na
figura 18. A enzima foi mantida, a 40°C, por 5, 10, 15, 20 e 30 minutos, tendo em seguida suas atividades
residuais determinadas, a 30°C. Os plotes dos valores obtidos mostraram duas curvas lineares muito
proximas, com uma diferenca de inclinagao de 12,5 %. Este resultado ¢ mais um indicio de que a a-
amilase presente no intestino posterior das operarias de 4. sexdens é a mesma enzima secretada pelo seu

simbionte, o fungo L. gongylophorus.

2,2 - o A. sexdens

5 o L. gongylophorus
‘»

¢

[}

=]

5]

o

>

<

& 1,2-

-

1 T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30

Tempo de Inativagdo a40°C (min)

Figura 18. Inativagdo térmica das a-amilases originarias do fungo simbionte, L. gongylophorus, ou do
fluido fecal das operarias de A.sexdens. Os plotes mostram duas curvas proximas, com diferengas de

inclinagdo de 12,5 %.
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3.2. Influéncia do pH

Para avaliar a atividade das enzimas nos diferentes valores de pH, as mesmas foram
ensaiadas em pH 4, 5, 6, 7 ¢ 8. Na figura 18 observam-se os resultados obtidos:

- Os melhores valores de pH para atividade de maltase fingica ou do fluido fecal foram 5,0 e
6,0, respectivamente. Em ambos os casos houve declinio da atividade em pH menores ou maiores que os
valores de pH o6timo determinados (figura 18 /a), sendo que as enzimas foram inativas em pH 7,0 (para
maltase isolada do fluido fecal) e pH 8,0 (para maltase do fungo simbionte);

- Na avaliagdo da estabilidade das maltases das diferentes origens quando mantidas nos
diferentes valores pH por 1 hora antes da realizagdo dos ensaios foi obtido o seguinte resultado (figura 18
1b): em todos os valores foi observado declinio na atividade de maltase, sendo que maltase de L.
gongylophorus foi mais sensivel, declinando em até 70 % sua capacidade de degradacdo da maltose. Em
pH 6,0 observou-se atividade residual méxima da maltase fungica (55 %). A maltase presente no fluido
fecal apresentou melhor estabilidade, principalmente em pH 6,0, no qual manteve 95 % de sua atividade
maxima. Teve declinio nos demais valores de pH, chegando a perder 80 % de sua atividade inicial no pH
8,0.

- Alfa-amilases de ambas as origens apresentaram melhor atividade em pH 5,0, declinando
nos demais valores testados (figura 18 2a). Esta enzima, quando originaria do fungo, manteve até quase
70 % de sua atividade 6tima nos demais valores. A enzima obtida do fluido fecal das formigas foi menos
resistente, perdendo até 50 % de sua atividade inicial.

- A atividade residual da o-amilase de ambas as origens quando mantidas por 1 hora nos
diferentes valores de pH (figura 18 2b) foi de quase 100 % nos valores de 4,0 a 6,0. Em pH 7,0 houve
declinio de, aproximadamente, 25 % da atividade e, em pH 8,0 a perda da atividade foi, em média, de 55
%, para o-amilases de ambas as origens.

Numa avalia¢do geral da influéncia do pH, seja na atividade ou na estabilidade da enzima,
observou-se que em valores de pH mais acidos a enzima foi mais ativa e mais estavel também. Dados
ainda revelam que o pH no interior do ninho de 4. sexdens esta na faixa de 5,0 a 6,0 (Mudd e Bateman,
1979; Powell e Stradling, 1986). Isto leva a conclusdo de que maltase ou o-amilase de ambas as origens

podem atuar eficientemente no ninho.
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Figura 19. Influéncia do pH sobre as enzimas maltase (1) e a-amilase (2) secretadas pelo fungo L.
gongylophorus ou presentes no fluido fecal das operarias de 4. sexdens. Influéncia na atividade das

enzimas (a) e na estabilidade das mesmas (b).

3.3. Influéncia do cloreto
A influéncia do cloreto [determinada utilizando-se o cloreto de calcio (CaCl,)] foi testada
apenas para o-amilase, uma vez que a maltase ndo sofre incremento em sua atividade com adigdo do
cloreto. Na figura 19 observa-se o resultado obtido. O grafico mostra a concentragio de
saturagdo/dissociacdo do cloreto ligado a enzima (c-amilase fungica ou presente no fluido fecal das
operarias), que foi 6,25 mM, em ambos 0s casos.
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Figura 20. Influéncia do CaCl, sobre atividade de a-amilase secretada pelo fungo L. gongylophorus ou
presente no fluido fecal das operarias de 4. sexdens. O grafico dos reciprocos representa a concentragiao
molar de CaCl, (eixo x) versus a atividade de a-amilase (eixo y). A constante de dissociagdo do cloreto

foi de 6,25 mM.
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3.4. Determinacgdo das constantes cinéticas Km e Vm
As constantes cinéticas de Michaelis-Menten Km e Vm foram determinadas a partir do plote
linear de Lineweaver-Burk (figuras 20 e 21). Os valores encontrados para maltase e a-amilase estdo

relacionados na tabela 6:
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Figura 21. Plote linear de Lineweaver-Burk para a determinag@o das constantes cinéticas Km e Vm das

maltases purificadas do fungo L. gongylophorus e a partir de operarias de A. sexdens.

4 » L gongylophorus

o A sexdens

1

Km= 0,92 mgimL

Km= 0,84 mgimL

Vm= 5,11
T

-02 017 0 01 02 03 04 05 0B O7 08 08 1

145

Figura 22. Plote linear de Lineweaver-Burk para a determinag@o das constantes cinéticas Km e Vm das

a-amilases purificadas do fungo L. gongylophorus e da formiga A. sexdens.
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Tabela 6. Valores de Km ¢ Vm das enzimas maltase e a-amilase secretadas pelo fungo L. gongylophorus

e também detectadas no fluido fecal de operarias de A. sexdens.

MALTASE o~-AMILASE
Km Vm Km Vm
(mM) (umol.min ™) (mg/mL) (ug.min™)
L. gongylophorus 0,94 0,79 0,92 3,80
A. sexdens 2,42 4,75 0,84 5,11

3.5. Determinacgdo do peso molecular por SDS-PAGE
Os valores de peso molecular, estimados em SDS-PAGE, das amilases de L. gongylophorus e
detectadas em A. sexdens foram, respectivamente: 74 ¢ 63 kDa para maltase, e 29 e 27 kDa para a-

amilase (figuras 4, 8, 13 e 16).

Na avaliagdo dos parametros de caracterizagdo de maltases e o-amilases de ambos os
organismos verificaram-se coincidéncias e diferencas com resultados observados para as mesmas enzimas
em outros microrganismos ou insetos, ndo havendo um padrao em valores de temperaturas 6timas, Km ou
peso molecular. A Unica caracteristica que parece se manter constante entre a-amilases e maltases de
diferentes origens ¢ a faixa de pH na qual estas enzimas sdo mais ativas, que ¢ em valores de pH de
acidos a neutros, o que foi verificado para as amilases investigadas neste trabalho. Alfa-amilases de
qualquer origem também sdo altamente influenciadas pela presenca de cloreto (Yamamoto, 1995), como
foi verificado na figura 20.

Uma das caracteristicas que vale ressaltar sdo alguns dos valores de Km obtidos das enzimas
estudadas neste trabalho. Quanto as a-amilases, os valores de Km obtidos de 0,92 e 0,84 podem ser
considerados baixos, indicando alta eficiéncia da enzima para degradar o substrato. A maioria dos valores
de Km de a-amilases de diversas origens se agrupam entre 1 a 4 mg/mL quando utilizado amido soluvel
como substrato (Terra e Ferreira, 1994; Yamamoto, 1995). Para maltases de diferentes origens, os valores
de Km observados variam de 2 a 20 mM de maltose. O Km da enzima isolada do intestino das operarias
de A. sexdens foi de 2,4 mM, estando dentro da faixa de valores observados para a maioria das maltases,
mas 0 Km de 0,94 mM da maltase fingica mostra alta eficiéncia desta enzima na degradagdo do
substrato.

Os estudos de purificagdo e caracterizagdo de amilases apresentados forneceram informagdes
sobre condi¢des otimas de degradacdo do amido, possibilitando ndo s6 inferéncias a respeito do
funcionamento destas enzimas nos dois organismos, mas também comparacdes e discussdo da possivel
origem das amilases presentes no intestino de 4. sexdens. Os parametros importantes para a comparagao

entre as enzimas fungicas e as detectadas no fluido fecal das operarias estdo dispostos na tabela 7.
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Tabela 7. Comparagdo entre os parametros fisico-quimicos avaliados da maltase ¢ o-amilase secretadas

pelo fungo L. gongylophorus ou isoladas do fluido fecal das operarias de A. sexdens.

MALTASE a-AMILASE
Caracteristicas Avaliadas
L. gongylophorus A. sexdens L. gongylophorus A. sexdens
Temperatura 6tima 55°C 40°C 35°C 35°C
(atividade)
Temperatura de inativa¢do > 60°C 45°C 50°C 55°C

Temperatura de
desnaturacdo 55°C 45°C 35°C 35°C
(plote de Arhenius)

Inativacao Térmica nd nd 87,5% de similaridade entre as
curvas
PpH otimo (atividade) 5,0 6,0 5,0 5,0
pH étimo (estabilidade) 4,0a6,0 6,0 4,0a6,0 4,0a6,0
Km 0,94 mM 2,42 mM 0,92 mg/mL 0,84 mg/mL
PM (SDS-PAGE) 74 kDa 63 kDa 29 kDa 27 kDa
O 2,2 1,4 34 33
E, 13,0 cal/mol 16,9 cal/mol 21,2 cal/mol 21,4 cal/mol

Influéncia do cloreto na
atividade da enzima nd 6,25 mM

(constante de dissocia¢do)

(Km) Constante de Michaellis-Menten

(PM) Peso Molecular

(Q1o) Qiioeficiente de aumento da temperatura a cada 10°C
(E,) Energia de ativagéo

(nd) ndo determinado

Os dados mostraram que, no que diz respeito as maltases de ambas as origens, sdo estas
enzimas distintas, enquanto que a-amilases tiveram caracteristicas fisico-quimicas semelhantes. Estes
resultados sugerem que, dentre as enzimas avaliadas neste trabalho, apenas a o-amilase presente no fluido
fecal tem origem fungica, enquanto que a maltase pode ser produzida pelos proprios insetos, ou ser
originaria de outros microrganismos. Mas o que define a identidade fisico-quimica de uma enzima e o que
garante que duas enzimas isoladas de diferentes organismos tenham a mesma origem? Segundo Copeland
(1996), enzimas sao proteinas funcionais, composta de centenas de aminoacidos, que estdo organizados
em uma complexa estrutura. Destes, apenas alguns participam de seu “sitio ativo”, regido onde ocorrem
as reag0es quimicas que resultam na atividade enzimatica. E este agrupamento de aminoacidos de cada
proteina no seu sitio ativo é o que garante sua identidate fisico-quimica. Portanto, proteinas produzidas
por diferentes organismos tém variagdes quanto a composi¢do de aminodcidos e respondem

diferentemente as condig¢des as quais sdo submetidas. Logo, proteinas que apresentam a mesma resposta a
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varios e diferentes estimulos recebidos (por exemplo: temperatura, pH), provavelmente sdo idénticas, pois

devem ter os mesmos aminoacidos “atuando no sitio ativo”.

As enzimas em Attini e outros insetos

As enzimas amiloliticas sdo amplamente distribuidas em insetos, podendo ser inclusive
produzidas por estes (Khan e Ford, 1967; Terra e Ferreira, 1994; Scrivener et al., 1998). Dentre as Attini,
ja foram detectadas amilases em espécies de Atta, Acromyrmex, Cyphomyrmex, Apterostigma,
Myrmicocrypta e Sericomyrmex (Martin et al., 1973; Febvay e Kermarrec, 1983; Silva, 2000; Erthal Jr. Et
al., 2204). Quanto a produgdo destas enzimas pelos proprios insetos, sabe-se que sdo prioritariamente
produzidas em glandulas da parte mais anterior de seu trato digestivo, como glandulas salivares,
mandibulares e infra-bucais (Ayre, 1967; Febvay e Kermarrec, 1983). Ha também relatos de produgao de
amilases no intestino médio de insetos (Ayre, 1967). A digestdo de substratos amiloliticos também parece
ocorrer prioritariamente em partes iniciais do intestino de insetos (Khan e Ford, 1967; Terra e Ferreira,
1994).

Em formigas cortadeiras ha evidéncias da digestdo de amido por enzimas produzidas pelas
proprias operarias (Febvay e Kermarrec, 1983; Silva, 2000; Silva ef al., 2003). Mas porque estes insetos
também expelem estas enzimas para o ambiente externo? Este parece ser um habito ndo somente das
formigas cortadeiras, mas também de varios insetos que cultivam microrganismos. Mishra (1991) discute
que a excre¢do de enzimas digestivas no material fecal pode ser uma adaptagdo que permitiu a evolugéo
de espécies de insetos cultivadores de fungos. Estes insetos colocariam estas enzimas digestivas sobre o
substrato, estimulando o crescimento fungico, sendo este depois utilizado como alimento.

E qual o significado deste habito na simbiose entre cortadeiras e seu fungo simbionte?
Martin (1975) ja discutia esta questdo sugerindo que as enzimas expelidas pelas formigas seriam
produzidas pelo fungo, ingeridas pelas operarias, ¢ novamente depositadas no formigueiro, sobre o
substrato recém introduzido no ninho. Com isto, o fungo ja encontraria o substrato pré-degradado antes de
ser inoculado, podendo crescer mais rapidamente e predominando sobre outros microrganismos
competidores que estdo presentes no ninho. Esta afirmagao também ¢ discutida por Ronhede et al.(2004),
que demonstra experimentalmente a capacidade de operarias servirem como reservatorios de enzimas
fingicas, concentrando-as em seu intestino ¢ depositando-as em regides onde héd necessidade do rapido
crescimento microbiano. Esta observacao remete a uma reconsideracdo da visdo “entomocéntrica” da
simbiose entre formigas forrageadoras e fungos, priorizada por varios autores, que estabelece teorias onde
as formigas domesticaram um microrganismo para lhe servir como um “estdmago externo” para digerir
polissacarides do substrato carregado até o ninho. Numa outra visdo, sugerida também por Mueller
(2002), os fungos simbiontes das Attini seriam também muito atuantes no estabelecimento desta simbiose
ha milhares de anos atras. Estes seriam muito beneficiados tendo as formigas como “reservatorios” de

suas proprias enzimas.
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Fornecimento de enzimas microbianas a insetos

A interagdo enzimatica de insetos com microrganismos que vivem no ambiente externo,
resultando em beneficios nutricionais € verificada em varias espécies. Relatos de Abrahamson e Norris
(1969) e de Kukor ¢ Martin (1986) suportam a conclusdo de que microbios cultivados por besouros que se
alimentam de madeira sdo responsaveis por suprir enzimas indispensaveis a sua sobrevivéncia. Martin et
al. (1981) demonstraram evidéncias de que a origem de enzimas em onze espécies de besouros ¢ de
microrganismos utilizados como alimento por estes. Dentre as interagdes relacionadas pelos autores entre
insetos e fungos estdo as espécies Phenolia grossa e Laetiporus sulphureus, Tritoma pulchra e Tyromyces
albellus, Triplax thoracica e Pleurotus ostreatus, Mycetophagus flexuosus e Clavicorona pyxidata,
Bolitotherus cornutus e Ganoderma applanatum.

Em vespas de madeira da espécie Sirex cyaneus, que também vivem em simbiose com um
fungo basidiomiceto (Ordem Aphyllophorales), Kukor e Martin (1983) sugerem que as polissacaridases
celulase e xilanase presentes no organismo dos insetos eram originarias de seu fungo simbionte. Os
autores purificaram e caracterizaram estas enzimas a partir dos dois organismos, identificando a sua
origem. Mishra (1991) verificou que Crematogaster dohrni constréi seus ninhos com material foliar seco
e cultiva sobre este um fungo do qual se alimenta e ingere enzimas.

Martin (1983) declara que muitos insetos compensam sua incapacidade de degradar
substratos ingerindo enzimas fingicas e de outros microrganismos. Dentre as Attini a ingestdo de enzimas
foi demonstrada em duas situagdes: ingestao de proteinases por Atta texana (Boyd e Martin, 1975) e de
pectinases por Acromyrmex echinator e Atta colombica (Ronhede et al., 2004).

No fornecimento de enzimas fiingicas a insetos ha o classico caso da interag@o entre cupins ¢
fungos basidiomicetos. No mundo Neotropical, o principal inseto cultivador de fungos sdo as formigas da
Tribo Attini. Porém, em outros continentes, hd a ocorréncia de outros insetos com este habito. Abo-
Khatwa (1978) relata sobre a simbiose entre cupins da subfamilia Macrotermitinae e o fungo
basidiomiceto Termitomyces sp., que vivem confinados na regido tropical dos continentes africano e
asiatico. Ele discute sobre a origem de enzimas que degradam celulose, carboximetilcelulose e celobiose
e que estdo presentes no intestino do cupim Macrotermes subhyalinus. Ele verificou que quando os
cupins eram isolados de seu fungo simbionte as atividades enzimaticas sobre os polimeros celulose e
carboximetilcelulose eram reduzidas, enquanto a atividade sobre celobiose permanecia inalterada. Apos
purificacdo das enzimas presentes no fungo simbionte e nos insetos, o autor verificou que celulase e
carboximetilcelulase dos dois espécimens eram idénticas, enquanto a celobiase presente no cupim foi
distinta da encontrada no fungo, levando-o a conclusdo de que esta ultima enzima era produzida pelo
proprio inseto. Resultados semelhantes foram obtidos por Martin e Martin (1978, 1979) em Macrotermes
natalensis: celulases detectadas no intestino destes insetos tinham origem flingica, enquanto
carboximetilcelulases e celobiases eram produzidas pelo proprio inseto.

Celulases de origem fungica em cupins também foram determinadas por Zoberi (1979). Este
autor discute a relevancia do fungo simbionte destes insetos para a degradacao da celulose, ja que este

, .

polimero € o principal precursor de fonte energética para eles. Rouland et al. (1986) purificaram
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celulases, carboximetilcelulases ¢ B-glicosidases de Macrotermes miilleri ¢ de seu simbionte, o fungo
Termitomyces sp., ¢ determinaram que as duas primeiras enzimas eram produzidas apenas pelo fungo.
Eles encontraram diferentes [-glicosidases no intestino dos cupins: uma de origem fungica e outra
produzida pelo cupim. Rouland et al. (1988) determinaram, “in vitro”, o sinergismo entre enzimas
celuloliticas derivadas do cupim M. miilleri e de seu fungo simbionte Termitomyces sp. Estes autores
realizaram bioensaios em que celulases e -glicosidases derivadas de ambas as origens foram reunidas
para depois serem adicionadas ao substrato. Diferentes misturas, com diferentes proporg¢des destas
enzimas, aumentaram a degradagao da celulose em até 300%.

A participacdo do fungo simbionte no metabolismo digestivo de diferentes espécies de cupins
(Macrotermes  bellicosus, Odontotermes pauperans, Ancistrotermes cavithorax, Microtermes
toumodiensis ¢ Pseudocanthotermes militaris) também foi estudada por Rouland et al. (1991). Todas as
espécies de cupins demonstraram intensa atividade enzimatica sobre a celobiose. O fungo simbionte
destas espécies ndo teve grande atuacdo na degradagdo dos oligossacarideos, exceto o fungo simbionte de
P. militaris, que demonstrou elevada atividade enzimatica sobre a maltose. No que diz respeito a
degradacao de polissacarideos, o fungo teve uma maior participagdo, sendo a xilana o polissacarideo mais
degradado.

Veivers et al. (1991) determinaram que ocorre a producdo de carboximetilcelulases e B-
glicosidases tanto no fungo simbionte como nas espécies de cupins Macrotermes subhyalinus e M.
michaelseni. Eles sugerem que apenas 9% da degradagio de carboximetilcelulose ou celobiose podem ser
realizados por enzimas de origem fungica, que estdo localizadas no intestino destas espécies de cupins.
Mas, apesar do pequeno percentual de degradacdo, o sinergismo que ocorre entre as enzimas dos dois
organismos pode melhorar a eficiéncia na degradagdo do substrato (Rouland et al., 1988).

Slaytor (1992) discute resultados dos autores citados anteriormente e questiona quanto a real
necessidade que cupins cultivadores de fungos tém com respeito a aquisicdo de celulases do seu
simbionte. Este autor relata os resultados obtidos por Veivers et al. (1991) e especula que seja improvavel
que os cupins da espécie M. subhyalinus tenham a capacidade de acumular celulases em seu organismo,
ja que o seu fungo simbionte supre somente 9% das enzimas responsaveis pela degradagao da celulose.
Slaytor (1992) ignora qualquer possivel sinergismo entre as celulases de ambas as origens e determina a
hipdtese de que, possivelmente, estes insetos sejam capazes de suprir a sua propria produgdo de celulases.
Mais recentemente, Watanabe et al. (1998) determinaram, a partir do seqlienciamento de aminoacidos,
que celulases relevantes na degradagdo da celulose e que sdo detectadas no cupim Reticulitermes speratus
sdo secretadas por glandulas salivares dos proprios insetos.

Degradagdo de xilanase também foi estudada em cupins. Matoub e¢ Rouland (1995)
determinaram, apos purificagdo e caracterizagdo de xilanases encontradas na espécie Macrotermes
bellicosus ¢ em seu fungo simbionte Termitomyces sp., que endoxilanases detectadas no intestino dos

insetos eram de origem fungica, enquanto que exoxilanases eram produzidas por ambos os simbiontes.
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A origem das amilases no intestino das operdrias de A. sexdens

Sendo uma das principais enzimas atuantes na degradagdo do material foliar carregado para o
ninho, enzimas amilasicas em 4. sexdens e em L. gongylophorus foram estudadas por Silva (2000), que
apresentou indicios iniciais de que o fungo produzia a0 menos uma das amilases presentes no organismo
das formigas. Porém, verificou-se ainda que existiam amilases nas operarias cuja origem ndo era possivel
identificar.

Neste trabalho agora apresentado, os resultados demonstram evidéncias de que a o-amilase
presente no fluido fecal de operarias de 4. sexdens ¢ de origem fingica, € que a maltase ndo ¢ originaria
de L. gongylophorus. Porém, esta constatacdo remete a questdo de como enzimas fungicas permanecem
intactas ou estaveis no intestino dos insetos apos ingeridas e ainda com atividade biologica depois de
expelidas no fluido fecal? Atualmente, as seguintes explicagdes podem ser fornecidas: Erthal Jr. et al.
(2004) apresentaram em seu trabalho dados que mostram a diminui¢do do pH na regido retal de operarias
de Acromyrmex subterraneus. Estes autores discutem que esta diminui¢do do pH no reto seria uma
estratégia para inativar proteases, que tem maior eficiéncia em pHs mais alcalinos. Com isto, as enzimas
se manteriam estaveis enquanto armazenadas, e ativas apds serem depositadas sobre o material foliar. Um
outro dado relevante e que deve ser considerado para explicar sobre a estabilidade destas enzimas no reto
das operarias ¢ a deteccdo de glicerol, em elevada concentragdo, no fluido fecal de operarias de Atta
sexdens (Petacci, 2001); e glicerol € um excelente conservante de proteinas, utilizado inclusive em
laboratorios, para manter proteinas estaveis.

Quanto a a-amilase, vale ressaltar que ha a possibilidade da produgdo desta enzima pelos
proprios insetos, mas que devem ser depositadas em outras regides de seu intestino. Como o objetivo do
trabalho foi avaliar amilases do fluido fecal que sdo expelidas para o ambiente externo para atuar na
degradacdo do amido componente do substrato foliar carregado para o ninho, os dados mostraram que a
a-amilase atuante na degradacdo do amido seja prioritariamente de origem fungica, que ¢ ingerida pelas
operarias e concentradas no seu intestino para ser novamente depositada no ninho antes da implantagao de
um novo indculo do fungo no material foliar. Isto evidencia mais uma vez a teoria de que ha ciclagem das
enzimas microbianas no ninho e que isto ¢ um dos fatores que envolve a integragdo metabolica entre estes

dois organismos.
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Discussio Final

O significado do estudo de amilases na simbiose entre formigas cortadeiras e fungos

As formigas cortadeiras carregam folhas, flores ¢ demais partes tenras dos vegetais que
cortam. Nos ninhos, ocorre a degradagdo dos componentes estruturais deste material vegetal, que ¢
formado principalmente por polissacarideos. A celulose € o polissacarideo mais abundante (cerca de
70%), que forma filamentos entrelacados entre si. Estes filamentos celuldsicos sdo permeados e unidos
por moléculas de hemicelulose (xilana) e pectina. Esta rede de polissacarideos forma a parece celular
vegetal. Mais internamente, a célula vegetal ainda possui um outro polissacarideo, o amido, que ¢ o
principal material de reserva de vegetais superiores e compde cerca de 10% de todos os polissacarideos
(Raven et al., 1996).

Organismos que utilizam vegetais em sua dieta necessitam, de uma degradag@o prévia dos
polissacarideos presentes nestes vegetais. Esta degradacdo ¢ realizada por algumas enzimas e possibilita a
obten¢do de nutrientes assimilaveis. Atualmente ja se sabe que nao ha habilidade de enzimas fungicas ou
das operarias em degradar a celulose do material vegetal carregado até o ninho (Siqueira et al., 1998;
Silva, 2000; Abril e Bucher, 2002). Por sua vez, foi verificado que glicose é o principal aglcar para a
manutengdo de operarias ¢ formacdo de biomassa pelo fungo simbionte (Siqueira et al., 1998; Silva et al.,
2003), sendo portanto uma fonte de carbono importante para a manutencdo dos ninhos. Apds a celulose, o
amido entdo seria a principal fonte na obtencdo da glicose dentro do sistema simbionte, € por isto a
importancia em estudar enzimas responsaveis pela sua degradagdo. Ademais do conhecimento bioldgico
que este estudo proporciona, também fornece informagdes importantes para futuros estudos aplicados ao

controle de formigas cortadeiras através da interferéncia em seu metabolismo.

O amido e as amilases

O amido, resultado do processo de fotossintese, ¢ o polimero utilizado como material de
reserva em vegetais superiores (Raven et al., 1996). Segundo Doelle et al. (1992) é composto de dois
polimeros, amilose e amilopectina, com proporg¢des varidveis entre as espécies vegetais.

Amilose € um polimero linear formado por unidades de glicose, unidas por ligagdes a-1,4; e
amilopectina é um grande e ramificado polimero composto de unidades de glicose, também unidas por
ligagdes a-1,4, e ainda ligagdes a-1,6. O polimero consiste de uma cadeia principal, formada por
aproximadamente quarenta e cinco unidades de glicose. Desta cadeia, partem diversas cadeias contendo
15 unidades de glicose, em média (Doelle ef al., 1992).

Séo trés as principais enzimas citadas como degradadoras de amido:

1) a a-amilase ou 1,4-a-D-glucano glucanohidrolase (EC 3.2.1.1), que quebra ligacdes a-1.4,

aleatoriamente, convertendo rapidamente o amido a maltose, glicose, maltotrioses e a-dextrinas. Esta
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enzima nao hidrolisa liga¢des a-1,6, ndo degradando totalmente a amilopectina. Neste caso pode atuar
uma outra enzima, a dextrina, que quebra as ligagdes a-1,6. Ocorre comumente em todos 0s organismos,
principalmente em fungos e bactérias (Doelle ef al., 1992);

2) maltase ou a-D-glucosideo glucohidrolase (EC 3.2.1.20), exo-hidrolase que quebra
ligagdes glicosidicas tipo a-1,4 ou a-1,6 de sacarideos curtos. E amplamente distribuida entre
microrganismos;

3) B-amilase ou 1,4-a-D-glucano maltohidrolase (EC 3.2.1.2)), exohidrolase que hidrolisa a
penultima ligacao a-1,4 da extremidade ndo-redutora da cadeia do substrato. Esta enzima nao ¢ capaz de

hidrolisar liga¢des a-1,6 dos substratos ramificados. Ocorre em vérios tipos de plantas.

Utilizacdo de inibidores de amilase no controle de insetos fitofagos e fungos fitopatogénicos

Desde a primeira metade do século passado sdo realizados estudos objetivando a descoberta
de inibidores de amilases (IA) (Sorensen et al., 2004), que vém sendo isolados principalmente de plantas
leguminosas (Payan, 2004).

Ha duas categorias de 1A, os de origem protéica e os ndo protéicos (Franco et al., 2002). Os
inibidores ndo protéicos sdo: acarbose ou acido ascoérbico, iso-acarbose, acarviosine-glicose, acidos
isolados de Hibiscus sabdariffa (hibisco) e ciclodextrinas. Acarviosine-glicose, iso-acarbose ¢
ciclodextrinas sdo mais eficientes para inibir amilase humana.

Os inibidores de origem protéica sdo isolados de microrganismos, plantas e animais e sdo
divididos em seis diferentes classes, segundo Franco et al. (2002), Payan (2004) e Pereira et al. (2004), de
acordo com sua estrutura € modo de inibi¢&o:

1) Lectinas: isoladas de diferentes espécies de feijao, é efetivo contra insetos;

2) “knottin-like”: isolado de sementes de Amaranthus hypocondriacus também conhecido
como AAI (sigla em inglés), é especifico para inibir amilases de insetos;

3) “Cereal-type”: presentes em diferentes cereais, ¢ efetivo contra amilases de diferentes
origens, mas tem forte afinidade para amilases de insetos;

4) “Kunitz-like”: presentes em cevada, trigo e arroz, ¢ também conhecido como BASI (sigla
em ingles);

5) “y-purothionin-like”: isolado de Sorghum bicolor (sorgo), é especifico somente para
insetos;

6) "Thaumatin-like: isolado principalmente de Zea mays (milho), é eficiente como [A de
fungos.

Para fungos ndo ha muitos estudos sobre IA (Figueira et al., 2002), enquanto que para insetos
muitos sdo os dados efetivos ja obtidos na inibigdo destas enzimas (Franco et al., 2002). Porém, apesar
dos resultados promissores, pouca aplicagdo biotecnologica ¢ investigada e nenhuma produgao industrial

destes inibidores efetivos contra insetos ou fungos foi feita (Sorensen et al., 2004).
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Comercialmente, o unico inibidor de amilase produzido at¢ o momento é o de nome
comercial “Fabenol®” (marca registrada do Laboratorio norte americano SAMI), isolado de sementes do
feijdo Phaseolus vulgaris e utilizado para inibir amilase humana em tratamentos contra diabete e

obesidade.

Como € o atual controle das formigas cortadeiras?

Atualmente, o efetivo controle de formigas cortadeiras ¢ realizado através da aplicagdo de
produtos quimicos, na forma de iscas formicidas, pos secos e termonebulizagdo. Sdo inseticidas a base de
grupos fosforados, sulfonas e piretroides, dentre outros (Zanetti et al., 2002).

Boaretto e Forti (1997), em “Perspectivas no Controle de Formigas Cortadeiras™, discutem,
além do controle quimico, as linhas de controle bioldgico ja realizadas. Segundo estes autores, o controle
biologico pode ser promissor, mas experimentos de campo ndo respondem eficientemente no controle
destes insetos. O manejo integrado (MIP) também ¢ discutido, porém ha a necessidade de estudos de
biologia basica em ninhos de campo para que seja possivel estabelecer estratégias de MIP com formigas
cortadeiras.

Controle microbiologico de formigas cortadeiras realizado por diversos autores € relatado por
Kermarrec et al. (1986). Neste trabalho os autores discutem sobre resultados da utilizagdo de fungos
entomopatogénicos, nematoides micofagos e parasitas de insetos no controle das formigas e de seu fungo
simbionte. Apesar de bons resultados iniciais em alguns trabalhos, um efetivo controle utilizando
microrganismos nao foi observado. Os autores discutem que estratégias mecanicas e bioquimicas das
Attini para controlar patologias no ninho levam ao insucesso no controle destes insetos.

Alguns resultados no controle de formigas cortadeiras utilizando fungos entomopatogénicos
foram obtidos por Diehl-Fleigh ef al. (1993), mas a ndo aplicabilidade destas pesquisas até o momento
evidencia a dificuldade deste tipo de controle.

Talvez a utilizagdo do principal microrganismo parasita dos ninhos de Attini, o fungo
filamentoso Escovopsis sp. possa fornecer bons resultados no controle microbiologico destes insetos-
praga, porém ainda ndo ha estudos com sua utilizagao.

A utilizagdo de espécies vegetais toxicas e suas substancias ativas também é uma linha de
pesquisa direcionada ao controle destes insetos. A utilizagdo do gergelim (Sesamum indicum) é o caso
mais classico observado (Hebling-Beraldo et al., 1991), mas outras plantas es seus compostos vém sendo
testados em laboratorio, porém ainda ndo ha efetivamente qualquer substancia vegetal toxica eleita para o
controle destes organismos simbiontes em formigueiros de campo.

Em resumo, as Unicas substancias com aplicabilidade no campo para o controle destas
formigas sdo os produtos quimicos ja descritos anteriormente. Levando-se em consideragdo provaveis
efeitos nocivos ao homem e ao meio ambiente que estes produtos podem causar, associado também ao
elevado indice de resisténcias que insetos podem desenvolver a estes produtos (Lorini e Beckel, 2002), a

necessidade da pesquisa de novos produtos para o controle das formigas cortadeiras em areas agricolas é
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urgente. E é neste campo que o investimento em estudos de inibidores enzimaticos pode ter relevante

importancia.

Conclusées:
As principais conclusdes obtidas neste trabalho foram:
1.Quanto a influéncia das fontes de carbono no crescimento fiingico ou na indugdo de suas
proteinas totais e das enzimas estudadas:
1.1. Amido, maltose ou glicose, fornecidos separadamente ou mesclados entre si,
induziram semelhantemente a formagdo de biomassa por L. gongylophorus apos 30 dias
de cultivo;
1.2. Nao houve diferenca quanto a variedade de proteinas produzidas por L.
gongylophorus (detectadas em SDS-PAGE) quando este foi mantido em amido, maltose
ou glicose;
1.3. Alfa-amilase foi mais produzida em amido e maltose, separados ou mesclados entre
si e menos produzida em meios contendo glicose como fonte de carbono;
1.4. Maltase foi produzida somente em meios contendo amido ou maltose, separados ou
mesclados entre si e totalmente inibida por glicose.
2.Quanto a caracteriza¢do fisico-quimica da maltase e a-amilase secretadas por L.
gongylophorus ou originaria do intestino posterior de A. sexdens e purificadas em resinas de
cromatografia liquida (troca ionica, interagdo hidrofobica e exclusdo molecular):

2.1. Resultados resumidos na tabela abaixo:

MALTASE a-AMILASE
Caracteristicas Avaliadas
L. gongylophorus A. sexdens L. gongylophorus A. sexdens
Temperatura 6tima (atividade) 55°C 40°C 35°C 35°C
Temperatura de inativagdo > 60°C 45°C 50°C 55°C
Temperatura de desnaturagdo
(plote de Arhenius) 55°C 45°C 35°C 35°C
Inativag¢do Térmica nd nd 87,5% de similaridade entre as curvas
pH otimo (atividade) 5,0 6,0 5,0 5,0
PpH étimo (estabilidade) 4,0a26,0 6,0 4,0a26,0 4,0a26,0
Km 0,94 mM 2,42 mM 0,92 mg/mL 0,84 mg/mL
PM (SDS-PAGE) 74 kDa 63 kDa 29 kDa 27 kDa
[)7) 2,2 1,4 34 3,3
E, 13,0 cal/mol 16,9 cal/mol 21,2 cal/mol 21,4 cal/mol

Influéncia do cloreto na atividade

da enzima nd 6,25 mM
(constante de dissocia¢do)

(Km) Constante de Michaellis-Menten

(PM) Peso Molecular

(Q10) Qiioeficiente de aumento da temperatura a cada 10°C
(E,) Energia de ativagao

(nd) ndo determinado
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3.Quanto a comparagdo (a partir das caracteristicas fisico-quimicas) e possivel origem da
maltase e a-amilase presentes no intestino posterior de A. sexdens:
3.1. Maltase de ambas as origens sdo enzimas distintas e a o-amilase presente no

intestino posterior das operarias de A. sexdens é de provavel origem flingica;

4. Conclusées finais

4.1. A o-amilase fungica provavelmente ¢ uma enzima estavel e que permance ativa
mesmo apds atravessar o intestino das operarias adultas. E esta deve ser a enzima prioritaria na
degradacdo do amido. Porém, para a completa degradagdo do amido foliar com enzimas do fluido fecal, a
maltase fingica ndo deve participar, uma vez que, se esta for ingerida pelas operarias, ndo resiste ao trato
intestinal destas. Entdo, para a completa degradagdo do amido, a partir de enzimas presentes no fluido
fecal, a principal maltase atuante seria a maltase originaria do intestino dos insetos, que pode ser
produzida por estes ou originaria de outros microrganismos;

4.2. A participagdo fingica na degradagdo do amido presente no substrato foliar cortado e
carregado para o ninho pelas operdrias consiste no fornecimento de sua a-amilase as formigas, para que
estas a concentrem em seu intestino posterior e a recoloque no ninho através do fluido fecal, durante o
tratamento do substrato foliar. Assim, além da ciclagem destas enzimas, h4 a garantia da degradagdo do
amido do substrato rapidamente, produzindo glicose (metabolito formado apds a sua degradacdo),

nutriente importante para a sobrevivéncia de ambos os simbiontes.

Com os resultados apresentados neste trabalho, que envolveu a determinagdo das principais
fontes de carbono indutoras de amilases e o estudo de caracterizacdo destas enzimas purificadas a partir
das operarias de Atta sexdens e de seu simbionte, o fungo Leucoagaricus gongylophorus, proporcionou-
se ndo s6 a comparagdo entre amilases secretadas por estes organismos, mas as informagées bdsicas
essenciais para futuras pesquisas na utiliza¢do destas enzimas como alvo no controle das formigas

cortadeiras em dareas agricolas.
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