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RESUMO

Santos, TT. Identificacdo e perfil biotecnologico d e leveduras de jardins de
fungos dos ninhos de formigas  Atta robusta.

As formigas da tribo Attini desenvolveram uma complexa relacdo com diferentes
microrganismos, entre eles as leveduras. Entretanto, pouco se sabe sobre a
diversidade e a funcédo das leveduras presentes nos ninhos destas formigas.
Assim, este trabalho teve como objetivo isolar e identificar leveduras dos jardins
de fungos dos ninhos de formiga Atta robusta Borgmeier (1939) localizadas em
areas de restinga do Municipio de Aracruz, Espirito Santo, e analisar o seu
potencial biotecnologico com relacdo a producdo de enzimas de interesse
industrial. Os jardins de fungos foram assepticamente coletados e transportados
para o laboratério de Bioquimica e Laboratorio de Biologia Molecular da
Universidade Federal do Recdncavo da Bahia onde foi realizado o isolamento e a
purificacdo das leveduras em meio especifico. Procedeu-se a extracdo do DNA e
amplificacbes por PCR utilizando primers da regido D1 a D7 do gene do rRNA
26S, resultando em oito géneros (Candida, Cryptococcus, Kurtzmaniella,
Wickerhamomyces, Pseudozyma, Occultifur, Rhodotorula e Hyphopichia). Estas
estirpes de leveduras foram estudadas quanto a producédo das enzimas celulase,
amilase, inulinase, protease e ligninases, avaliadas quanto a capacidade de
crescimento em meios contendo alta concentracédo de cloreto de sédio/ glicose e,
observada a assimilacdo de diferentes fontes de carbono. Como resultado, 57%
dos isolados mostram-se capazes de produzir a enzima inulinase, 40%
produziram a enzima amilase, 37% a enzima celulase e 4% a enzima protease.
Para os testes de tolerancia osmdtica, foi observado que mais de 60% dos
isolados foram capazes de crescer nos meios seletivos e todos foram capazes de
assimilar as fontes de carbono testadas. Quanto ao aporte biotecnoldgico, as
leveduras estudadas e identificadas neste trabalho apresentaram caracteristicas
diversas que podem ser aplicadas a varios setores industriais.

Palavras-chaves : Salva, restinga, rRNA 26S.



ABSTRACT

Santos, TT. Identification and biotechnological pro file fungus gardens yeast
nests ants Atta robusta.

Leaf-cutting ant developed a complex relationship with different organisms,
including yeasts. Little is known about the diversity and function of yeast present in
the nests of ants in the Tribe Attini. This work aimed to isolate and identify yeasts
from Atta robusta (Borgmeier 1939) nests, located in salt marsh areas in the
municipality of Aracruz, Espirito Santo, and evaluate its potential for
biotechnological regarding enzymes of industrial interest. The nests of ants were
aseptically collected and transported to the Laboratory of Biochemistry and
Laboratory of Molecular Biology of the Federal University of Reconcavo da Bahia
where was performed the isolation and purification of yeast in specific medium. It
will be held extraction of DNA and amplification by PCR using primers D1 to D7
region of the 26S rRNA gene, resulting in eight genera (Candida, Cryptococcus,
Kurtzmaniella, Wickerhamomyces, Pseudozyma, Occultifur, Rhodotorula and
Hyphopichia). These yeast strains were evaluated for production of enzymes
cellulase, amylase, protease and ligninases, evaluated the ability to grow in media
containing a high concentration of sodium chloride/ glucose, and observed the
assimilation of different carbon sources. Results showed that 57% of the isolates
were capable of producing the enzyme inulinase, 40% amylase, 37% cellulase
and 4% protease. For osmotic tolerance test, it was observed that more than 60%
of the isolates were able to grow on selective media and all were able to assimilate
the carbon sources tested. As for the biotechnological supply the yeasts studied
and identified in this study had several features that can be applied to several
industrial sectors.

Keywords: Leaf-cutting ant, sandbanks, 26S rRNA.



INTRODUCAO

Os ambientes naturais sdo caracterizados por abrigar uma diversidade de
organismos que, em sua maioria, continuam desconhecidos e pouco estudados,
sobretudo, quanto a sua importancia ecologica e aplicagbes biotecnoldgicas
(RUEGGER e TAUK-TORNISIELO, 2004). As restingas, por exemplo, sao
formadas por um conjunto de ecossistemas costeiros, situados em depdsitos
arenosos, abrangendo comunidades vegetais e animais (SCHERER et al., 2005)
e, entretanto, apesar de localizar-se em uma area com elevada densidade
populacional, constitui um dos ambientes menos conhecidos (ROCHA et al.,
2005), especialmente do ponto de vista bioldgico.

A formiga Atta robusta Borgmeier (1939) caracteriza-se como uma espécie
endémica de areas de restinga dos estados do Rio de Janeiro e Espirito Santo
(TEIXEIRA et al., 2004), e assim como outras espécies de formigas que nao
invadem sistemas agricolas, poucos estudos sdo desenvolvidos com enfoque na
ecologia desses organismos e, principalmente, sobre a microbiota associada.
Sabe-se que além do fungo mutualista, muitos outros microrganismos estéo
presentes nos ninhos de formigas da tribo Attini. Alguns estudos sobre o papel
das leveduras presentes nos ninhos de formigas Attini tem demonstrado que
esses microrganismos podem estar relacionados a producdo de diferentes
compostos, inclusive enzimas hidroliticas (ARCURI et al., 2014; MELO, 2014).

A producdo de enzimas por leveduras associadas as formigas e aos
jardins de fungos infere que esses microrganismos podem auxiliar na degradacao
do material vegetal depositado por esses insetos no interior dos ninhos (ARCURI
et al., 2014) participando da liberacdo de agucares simples, podendo auxiliar na
manutencdo desses micro-ecossistemas, além de poder apresentar potencial de
interesse industrial.

As leveduras sdo fungos unicelulares caracteristicamente ovais, esféricos
ou triangulares, naturalmente encontrados em frutos ou em substratos com
grande disponibilidade de matéria organica, especialmente aglcares. Apresentam
importancia econdmica, sendo utilizadas por diversos setores comerciais, devido

a producdo de compostos microbianos de grande interesse industrial, como na



producdo de alimentos, enzimas, produtos farmacéuticos, biocombustiveis, entre
outros.

Atualmente, é grande o interesse em obter leveduras de ambientes
naturais para a utilizacdo em processos industriais. Entretanto, ainda sdo poucos
os trabalhos com esse enfoque. Os ninhos de muitas espécies de formigas da
tribo Attini, por exemplo, sdo caracterizados como ambientes ainda pouco
estudados. Esses habitats podem abrigar uma ampla variedade de
microrganismos com potencial para a producdo de biocompostos com valor
econdmico agregado. Assim, esse trabalho teve como objetivo identificar
leveduras isoladas dos jardins de fungo dos ninhos da formiga Atta robusta,
localizadas em areas de restinga do Municipio de Aracruz — ES e observar a
producdo de enzimas de interesse industrial.

Esse trabalho foi dividido em duas partes, sendo a primeira destinada a
revisdo bibliogréfica, que apresenta os aspectos basicos da relagdo existente
entre as formigas Attini, seus fungos mutualistas e a associacdo de diversas
espécies de microrganismos em seus ninhos. E abordado, também, o papel
desses microrganismos neste micro-habitat, especialmente na degradacdo da
biomassa vegetal oferecida aos fungos cultivados.

A segunda parte compbe o Capitulo 1 e apresenta os resultados do
isolamento de leveduras dos jardins de fungo das formigas Atta robusta coletadas
em cinco ninhos localizados no municipio de Aracruz — ES, Brasil, as quais foram
identificadas por meio de técnicas de biologia molecular e analisadas quanto a
degradacéao de diferentes fontes de carbono/nitrogénio e assimilacédo de agucares
simples para tentar compreender o papel desses microrganismos neste micro-

ecossistema.



1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1. Formigas da Tribo Attini

Insetos como 0s cupins (térmitas), besouros (ambrosias) e formigas da
tribo Attini, durante a histéria evolutiva da Terra, desenvolveram como habito
comum o cultivo de fungos como alimento (WEBER, 1966; CURRIE e STUART,
2001; MUELLER e GERARDO, 2002). As formigas Attini pertencem a familia
Formicidae e subfamilia Myrmicinae (MUELLER et al., 2001). Sdo encontradas
exclusivamente no continente Americano, entre as latitudes 40° N e 44° S, n&o
ocorrendo em algumas ilhas da América Central e no Chile (WEBER, 1966).

A tribo Attini compreende mais de 200 espécies, distribuidas em 12
géneros (MUELLER et al., 2001). Durante a sua evolugéo, a tribo Attini divergiu
em duas clades: Palleoattini e Neoattini. O grupo primitivo Palleoatini,
compreende 0s géneros Apterostigma, Mycocepurus e Myrmicocrypta, que
apresentam diversas caracteristicas em comum, entretanto, a mais
impressionante € uma mancha clara nas suas asas, que ainda ndo possui uma
funcéo definida. Por outro lado, a clade Neoattini, apresentou trés sucessivas
divergéncias. O primeiro grupo, basal, € composto pelos géneros Mycetarotes,
Mycetophylax, Mycetasoritis e Cyphomyrmex. Ao grupo de transi¢ao, pertencem
as Attinis superiores nao cortadoras de folhas, Trachymyrmex, Mycetagroicus e
Sericomyrmex, que possivelmente deram origem as Attinis cortadoras de folhas,
constituido pelos géneros Acromyrmex e Atta (SCHULTZ e BRADY, 2008).

A associacdo mutualistica entre as formigas e o fungo cultivado existe ha
mais de 50 milhdes de anos, caracterizando-se como uma relacdo extremamente
forte, sem que um possa sobreviver sem o outro (MUELLER et al., 2001;
MUELLER e GERARDO, 2002; SCHULTZ e BRADY, 2008). Essa complexa
relacdo permitiu a utilizacdo dos fungos como parte da dieta alimentar das larvas
e adultos (WEBER, 1966; MUELLER et al., 2001; MUELLER, 2002). J& as
formigas fornecem aos fungos substrato, protecdo contra patdégenos e o0s
distribuem em novas localidades (MUELLER, 2002; CURRIE et al., 2003;
SCHULTZ e BRADY, 2008).

Algumas hipéteses séo descritas para tentar entender como se originou a

relacdo mutualista entre as formigas Attini e seus fungos. Acredita-se que,



inicialmente, a fungicultura era facultativa e evoluiu para uma relagdo obrigatoria.
Entretanto ainda ndo se sabe se essa relagdo se manteve para suprir 0s
interesses individuais das formigas ou dos fungos cultivados. A origem dessa
associacado é obscura, principalmente pelo fato de que todas as formigas attines
existentes serem obrigatoriamente dependentes do fungo, n&do existindo nenhum
sobrevivente que tenha uma relagéo facultativa com esses microrganismos para
poder exemplificar os estagios primitivos dessa relacdo (MUELLER et al., 2001,
MUELLER, 2002).

Os ninhos das formigas da tribo Attini sdo formados por uma ou mais
camaras, dependendo do género, contendo formigas e jardins de fungos
(HOLLDOBLER e WILSON, 1990). Esses jardins sdo compostos por hifas e
normalmente dominados por um unico clone do fungo simbionte (MUELLER,
2002), basidiomiceto, pertencente a familia Lepiotaceae, especialmente o género
Leucoagaricus (tribo Leucocoprineae). O género Cyphomyrmex, € o Unico género
de formiga Attini capaz de cultivar fungos pertencentes a familia Lepiotaceae em
forma de leveduras. Ja as formigas do género Apterostigma cultivam fungos da
familia Pterulaceae (SCHULTZ e BRADY, 2008).

Sabe-se que as formigas fémeas, ao sairem do ninho durante o periodo de
acasalamento, carregam na cavidade bucal uma parte do fungo cultivado para a
fundacdo de um novo ninho, caracterizando a propagacao clonal vertical do fungo
cultivado (MUELLER, 2002; CURRIE et al., 2003; SCHULTZ e BRADY, 2008).

As diferentes linhagens de formigas cultivam os fungos mutualistas em
variados substratos (SCHULTZ e BRADY, 2008). As Neoattines basais cultivam
seus fungos em fragmentos de flores e madeiras, carcacas de artropodes e
sementes. Ja as formigas superiores cortadeiras fornecem aos seus fungos
fragmentos vegetais como flores e folhas frescas (MUELLER et al.,, 2001)
podendo causar danos as plantas silvestres e cultivadas (WETTERER et al.,
1998; MUELLER et al., 2001)

O fungo mutualista caracteriza-se pela extremidade das suas hifas se
apresentarem em forma de bolsa, conhecidos como gongilideos, o qual contém
0s nutrientes que sao oferecidos como alimento as formigas (MUELLER et al.,
2001). Os gongilideos sdo caracterizados como estruturas especializadas néo
encontradas em fungos Leococoprineos de vida livre. Acredita-se que o0s

gongilideos sdo estruturas especializadas dos fungos cultivados que evoluiram



especificamente para facilitar a colheita e o consumo das formigas (MUELLER,
2002).

As larvas utilizam o fungo como Unica fonte de alimento para o seu
crescimento e desenvolvimento. O micélio representa uma rica fonte de proteinas
e lipidios, visto que o tecido dos fungos cultivados apresenta aproximadamente
24% de proteina bruta, 2% de carboidratos e 27% de lipidios (MUELLER et al.,
2001). Entretanto o consumo do fungo mutualista pelas formigas adultas
representa aproximadamente 9% das suas necessidades, sendo que a maior

parte € obtida através da ingestao de seivas dos vegetais (MUELLER, 2002).

1.2. Formigas Cortadeiras

As formigas compreendem um grupo de organismos altamente
especializado, representando o apice da evolugdo dos insetos, tendo a sua
complexa organizacdo social e a comunicacdo quimica como as caracteristicas
mais impressionantes (HOLLDOBLER e WILSON, 1990). S&do considerados
insetos eusociais por apresentarem cuidados cooperativos com a prole, divisdo
entre organismos reprodutivos e nao reprodutivos e sobreposicéo de, pelo menos,
duas geracdes na mesma sociedade (WIRTH et al., 2003).

Formigas dos géneros Atta e Acromyrmex, representam o grupo das
formigas cortadeiras, especializadas em utilizar diversas espécies de vegetais
para suprir o fungo cultivado, causando sérios prejuizos a agricultura (WEBER,
1966). Entretanto, apesar de causar danos aos sistemas agricolas, as formigas
cortadeiras desempenham papeis importantes na manutencdo dos ecossistemas
tropicais da Ameérica, participando especialmente da ciclagem de compostos
vegetais (WIRTH et al., 2003).

Os ninhos das formigas Atta sdo subterraneos, grandes, contendo
inUmeras camaras, abrigando milhares de formigas no seu interior. Essas
formigas apresentam uma complexa organizacdo social onde o seu tamanho
determina qual atividade ira realizar dentro e fora das colonias, sendo divididos
em diversas funcodes: jardineiros, cuidados com a prole, corte e transporte de
material vegetal para os ninhos, protecéo e limpeza das col6nias (WIRTH et al.,
2003).

Apesar das formigas do género Atta serem consideradas pragas da

agricultura, algumas espécies, como a Atta robusta Borgmeier (1939), néo



invadem os sistemas agricolas e por isso ndo tem recebido atencdo dos
pesquisadores (FOWLER, 1995).

Endémica dos ecossistemas de restinga dos estados do Rio de Janeiro e
Espirito Santo (TEIXEIRA et al.,, 2003), Atta robusta encontra-se ameacada de
extincdo devido as perturbacdes ambientais promovidas pelo homem (FOWLER,
1995). A derrubada da vegetacdo que encobre as areas de restinga afeta a
populacdo das formigas que ali se desenvolvem. Esses organismos necessitam
da cobertura vegetal para manterem a temperatura e umidade necessaria para o
crescimento do fungo simbiético (TEIXEIRA e SCHOEREDER, 2003) ja que,
diferente de outras espécies do género Atta, os seus ninhos sdo superficiais,
podendo ser localizados logo abaixo da serapilheira (TEIXEIRA et al., 2008).

As colbnias de Atta robusta estdo estritas a fitofisionomia das restingas
denominadas de Mata de Myrtaceae (TEIXEIRA e SCHOEREDER, 2003),
interagindo com diversas espécies de vegetais utilizando seus frutos e sementes,
desempenhando um importante papel na dispersédo e desenvolvimento de plantas
nesse ecossistema (TEIXEIRA, 2007).

1.3. Associagao entre microrganismos e ninhos de fo rmigas Attini

As formigas da tribo Attini necessitam que seus ninhos estejam livres de
microrganismos competidores para garantir a predominéancia do fungo mutualista,
utilizado na sua alimentacdo (WEBER, 1966). Diversos mecanismos foram
desenvolvidos pelas formigas para tentar proteger os jardins de fungos do ataque
de parasitas microbianos, como a manutencdo da temperatura e umidade dos
ninhos (WEBER, 1972), transferéncia de todo o lixo do formigueiro para lugares
denominados de panelas de lixo (CURRIE e STUART, 2001) e producdo de
substancias antimicrobianas por suas glandulas (POULSEN et al., 2002).

Entretanto, apesar de toda essa dinamica desenvolvida pelas formigas,
diversos microrganismos estdao constantemente associados aos ninhos (WEBER,
1966; BACCI JR. et al., 1995; RODRIGUES et al., 2005; RODRIGUES et al.,
2008; RODRIGUES et al., 2009; PAGNOCCA et al., 2010; ARCURI et al., 2014).
Fungos do género Escovopsis e varios géneros de actinomicetos, por exemplo,
sao frequentemente encontrados em ninhos de formigas da tribo Attini (CURRIE
et al., 1999). Muitos estudos realizados com microrganismos presentes em ninhos

de formigas Attini buscam apenas compreender as relagfes ecoldgicas



estabelecidas dentro dos ninhos e poucos tentam identificar o potencial
biotecnolégico dos isolados associados.

Segundo Currie et al. (2003) fungos do género Escovopsis sdo parasitas
especializados da ordem Ascomycota, isolados dos jardins e lixeiras de formigas
da tribo Attini. Esses microrganismos apresentam um grande impacto sobre o
desenvolvimento dos jardins de fungo cultivado e, consequentemente, sobre as
formigas, podendo matar o ninho. Ainda de acordo com o autor, ao infectarem os
ninhos os fungos Escovopsis conseguem se manter no ninho, sendo
constantemente isolados, resultando em dramatica diminuicdo na taxa de
crescimento da colonia.

Acreditava-se que a relacdo mutualistica existente entre as formigas Attini
e o fungo cultivado envolvia apenas esses dois organismos. Entretanto
recentemente foi descoberto um terceiro mutualista que é uma bactéria
filamentosa do género Streptomyces. Esse microrganismo parece estar associado
a todas as formigas Attini, sendo carregada no tegumento de algumas espécies, e
tem como principal funcdo a producdo de substancias antimicrobianas com
elevado potencial para inibicdo do fungo Escovopsis (CURRIE et al., 2003).

Favarin (2005) estudou o potencial de diferentes linhagens de
Streptomyces isoladas dos ninhos de formiga Attini na inibicdo de fungos do
género Escovopsis, das espécies de leveduras (Candida albicans, Cryptococcus
laurentii, Saccharomyces cerevisiae e Trichosporon cutaneum) e das bactérias
(Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus subtilis e Pseudomonas
aeruginosa). Foi observado que todas as linhagens de Streptomyces foram
capazes de inibir os fungos parasitas Escovopsis, entretanto nem todas as
linhagens foram capazes de inibir as leveduras e as bactérias testadas.

Ja nos estudos realizados por Rodrigues et al. (2008), além dos fungos
parasitas foram isolados 85 fungos filamentosos nos jardins de formigas do
género Acromyrmex. Inclusive parece ocorrer uma relagcdo entre a presenca de
formigas da espécie Atta sexdens rubropilosa inibindo e/ou controlando a
populacdo de fungos filamentosos tanto em ninhos naturais como artificiais e
tratados com algum tipo de inseticida. Estes autores observaram que a presenca
de acucares simples nos jardins de fungos contribuiu para o desenvolvimento
indesejavel de microrganismos. Sobretudo, quando as formigas néo

desempenhavam o papel de remocédo dos fungos dos ninhos para os lixos.



Situagao similar foi observada nos estudos com leveduras negras isoladas da
cuticula de formigas do género Apterostigma, cuja presenca nos ninhos afeta
direta ou indiretamente a populacédo microbiana dos jardins de fungos. A presenca
dessas leveduras negras parece inibir a capacidade dessas formigas de
protegerem seus ninhos contra o fungo parasita ao interagirem negativamente
com as bactérias Pseudonocardia, a qual € caracterizada por protegerem o ninho
do fungo Escovopsis (LITTLE e CURRIE, 2007).

1.4. Leveduras

As leveduras sao fungos unicelulares, arredondadas, alongadas ou ovais,
caracterizadas por se reproduzirem assexuadamente por brotamento ou fissdo
binaria (TORTORA et al., 2005). Podem ser isoladas de ambientes terrestres,
aguaticos ou aéreos e estdo constantemente associadas a vegetais. Sao
microrganismos que possuem notavel diversidade metabodlica e bioquimica,
capazes de assimilar variados compostos organicos, garantindo grande
capacidade de dispersdo e adaptacdo a diferentes ecossistemas (PHAFF e
STARMER, 1987).

As leveduras se desenvolvem em habitats bastante especializados
(MORAIS e ROSA, 2000). A alta especificidade percebida entre as leveduras e
seus micro-habitats pode ser influenciada por vetores, responsaveis por
promoverem a dispersdo de algumas espécies, e por caracteristicas proprias do
habitat (ARAUJO et al., 1998), como a composi¢cdo de nutrientes presentes no
substrato, a presenca ou auséncia de compostos inibitérios (MORAIS e
ROSA, 2000), além da variacdo do pH, temperatura, atividade de agua e oxigénio
(FERNANDES, 2008). As leveduras podem ser isoladas da agua de mares, rios e
lagos, da pele e do intestino de animais, em ambientes com altas concentragdes
de sal e acucar (WALKER, 1998).

As leveduras estdo constantemente associadas a diversos grupos de
insetos (BARRETO et al., 1998; MORAIS e ROSA, 2000; SUH et al., 2007). Essa
relacdo pode ser apenas mecanica, quando o inseto tem a fungcao de disseminar
as leveduras no ambiente ou benéfica (nutricional) quando as leveduras ou os
metabdlicos produzidos séo utilizados na alimentacdo dos insetos (PHAFF e
STARMER, 1987).



Pouco se sabe sobre a diversidade e a funcdo das leveduras presentes nos
ninhos de formigas da tribo Attini. Acredita-se que as leveduras podem estar
atuando de forma positiva nesses ambientes, visto que algumas espécies de
leveduras tém se destacado na producdo de diferentes enzimas hidroliticas
capazes de degradar substratos presentes no material vegetal, além de serem
capazes de utilizar o acido galacturénico presente nos ninhos (téxico para as
formigas e os fungos simbidticos) (ARCURI et al., 2014).

S&o raros os trabalhos voltados a compreensdo da biologia das formigas
Atta robusta e ndo existe nenhum estudo sobre leveduras associadas aos seus
ninhos. A literatura destina-se especialmente a estabelecer a distribuicdo
geografica dessa espécie (FOWLER, 1995; TEIXEIRA et al., 2003; TEIXEIRA et
al., 2004), a importancia na dispersédo de sementes (TEIXEIRA, 2007), a producéo
de polissacarideos e o metabolismo de substrato pelo seu fungo cultivado
(BARBOSA, 2010).

Entretanto, existem alguns estudos dedicados a identificar e compreender
a importancia das leveduras dos ninhos de outras espécies de formigas da Tribo
Attini (FISHER et al., 1996; PAGNOCCA et al., 1996; CARREIRO et al., 1997;
RODRIGUES et al., 2009; ARCURI et al., 2014). No trabalho realizado por
Carvalho (2010), por exemplo, foram isoladas 152 estirpes de leveduras em 44
ninhos de sete géneros de formigas Attini e foi observado que existem diferencas
na distribuicdo das espécies nos ninhos das diferentes espécies de formigas. As
leveduras Pichia caribbica e Candida railenensis foram predominantes no ninho
de Myrmicocrypta sp, Pichia guilliermondii foram abundantes em ninhos de
formigas Mycocepurus goeldii, Trachymyrmex sp e Acromyrmex sp, e
Cryptococcus flavescens nos ninhos de Atta sexdens rubropilosa.

Em um estudo realizado por Rodrigues (2009), foi observada a diversidade
de leveduras associadas aos jardins de fungos de ninhos de formigas Atta texana,
isoladas em duas areas do Texas, EUA, em diferentes estacdes do ano. Foram
obtidos 59 isolados, distribuidos em 32 espécies e 18 géneros. Os géneros
Cryptococcus, Rodothorula e Kodamaea foram mais abundantes, apesar de
ocorrer variagdo na composicao da populacdo de leveduras dos jardins de fungos
durante as estacoes.

As leveduras encontradas nos jardins de fungos podem ser provenientes

do material vegetal fornecido pelas formigas aos fungos cultivados, visto que as



populacdes de leveduras isoladas se assemelham aquelas associadas ao
filoplano (RODRIGUES, 2009; CARVALHO, 2010). Além disso, 0s vegetais
representam um excelente substrato para o desenvolvimento de inumeras
espécies de leveduras (ROSA et al., 1995; LANDELL, 2006; MAUTONE, 2008;
SLAVIKOVA et al., 2009; THONGEKKAEW et al., 2012), visto que diversas
plantas, ao florescerem, produzem, na base das suas flores, o néctar, substancia
rica em carboidratos, constituindo um local ideal para o desenvolvimento de
leveduras, especialmente as que estdo associadas a insetos polinizadores, que
sao 0s principais responsaveis pela dispersdo desses microrganismos de flor em
flor (RUIVO, 2005).

1.5. Atividade enzimatica nos jardins de fungo

Sabe-se que a maior parte dos substratos fornecidos pelas formigas aos
fungos é de origem vegetal. Formigas superiores cortadoras de folhas, como as
do género Atta, transportam pequenos pedacos da vegetacdo até os ninhos,
colocando-os em diferentes regides na camara do jardim de fungos. Em seguida
os fragmentos sdo cortados em pedacos menores e misturados com secrecdes
salivares das formigas e incorporados ao jardim de fungos (WEBER, 1966). Além
da saliva, as formigas podem depositar sobre o substrato oferecido aos fungos,
liquido fecal, o qual é composto por diversas substancias quimicas diferentes,
podendo ajudar na degradacdo do material vegetal. A literatura tem demonstrado
que as enzimas presentes no fluido fecal das formigas tem origem do préprio
fungo simbionte, especialmente dos gongilideos que fornecem estas enzimas as
formigas, para que estas sejam concentradas em seu intestino e novamente
depositadas no substrato recém-trazido para o ninho (MARTIN, 1992; SCHIOTT
et al., 2010).

Schiott et al. (2010) observaram que algumas proteinas atravessam o trato
intestinal das formigas sem serem degradadas e muitas enzimas pectinoliticas
encontradas nas gotas fecais das formigas eram codificadas por genes dos
gongilideos dos fungos cultivados. Segundo os autores essa caracteristica é uma
importante funcdo adaptativa dos gongilideos os quais, além de participarem da
nutricdo das formigas, sdo responsaveis por produzirem enzimas em alta

concentracdo, auxiliando na degradacéo da biomassa vegetal.
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O material vegetal é composto especialmente de cadeias de celulose
(moléculas de glicose ligadas por ligacdes B-1,4-glicosidicas) unidas entre si por
ligacdes de hidrogénio, recobertas por hemiceluloses (D-xilose, L-arabinose, D-
glicose, D-manose, D-galactose, acido galactucurdénico e acido manurdnico) e
ligninas (WYMAN, et al., 2005). O peso seco da biomassa contém cerca de 40-
50% e 20-30% de porcdes celulésicas e hemicelulésicas, respectivamente,
podendo ser hidrolisados a acucares simples (OGEDA e PETRI, 2010).

Os fungos, de modo geral, sdo capazes de produzir uma ampla variedade
de enzimas capazes de hidrolisar nutrientes e moléculas insollveis, como o
amido, a celulose e as proteinas, e transforma-los em substancias responsaveis
por promoverem o crescimento celular (TRABULSI, 2004). Entretanto, o processo
de degradacédo do material vegetal fornecido aos jardins de fungos ainda nao foi
totalmente esclarecido. Estudos tém demonstrado que os fungos mutualistas nao
sdo eficientes na degradagédo da celulose, componente predominante na
biomassa vegetal (GOMES DE SIQUEIRA et al., 1998: ABRIL e BUCHER, 2004,
ERTHAL JR et al. 2009).

Gomes de Siqueira et al. (1998), para tentar entender o processo de
degradacédo do material vegetal oferecido pelas formigas aos fungos cultivados,
testaram a capacidade de assimilacdo de diversas fontes de carbono pelo fungo
Leucoagaricus gongylophorus cultivado pela formiga Atta sexdens L., e
observaram que o fungo teve um crescimento mais rapido em xilana e amido do
que em pectina e celulose. Entretanto foi observada uma maior producédo das
enzimas pectinases e baixa producéo de amilases e xilanases.

Abril e Bucher (2004), ao realizarem um trabalho semelhante, também
observaram uma alta producédo da enzima pectinase pelos fungos cultivados. De
acordo com os autores, a incapacidade dos fungos em degradarem alguns
polimeros organicos afastam esses organismos do grupo de microrganismos
saprofiticos e os incluem no grupo dos biotroficos. Essa conclusdo contraria a
hipétese mais aceita sobre a origem do fungo mutualista, a qual indica que as
formigas comecgaram a cultivar fungos saprofitas de vida livre (MUELLER et al.,
2001).

Apesar de se acreditar que a maior parte do complexo enzimatico utilizado
na conversao da biomassa vegetal em compostos mais facilmente assimilaveis

tenha origem principal nos jardins de fungos, acredita-se que as leveduras e
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bactérias encontradas nos ninhos também podem contribuir na degradacao
(ERTHAL JR et al., 2009; MOLLER et al., 2011).

Bacci Jr et al. (1995) isolaram bactérias dos ninhos de Atta sexdens
rubropilosa e testaram a capacidade dos isolados em hidrolisar diferentes
biopolimeros. De acordo com os resultados as bactérias isoladas apresentaram
otimo potencial para a degradacédo de amido, caseina e gelatina. Poucos isolados
foram capazes de utilizar a celulose como fonte de carbono, pois, em um grupo
de 161 bactérias Gram-negativas, apenas 7% conseguiram hidrolisar a celulose.

Arcuri et al. (2014) isolaram leveduras associadas ao tegumento de
machos da espécie de formiga Atta sexdens rubropilosa e observaram que os
isolados foram capazes de produzir enzimas pectinases, poligalacturonase,
celulase, xilanases, ligninases e lipases. Melo (2014), ao estudar a comunidade
de leveduras presentes nos jardins de fungos dos ninhos de formigas
Acromyrmex balzani, observou que os isolados também foram capazes de
produzir diversas enzimas hidroliticas, destacando-se as enzimas xilanases,
representadas por 64,4% dos isolados.

A utilizagdo de leveduras como produtoras de enzimas de interesse
industrial tem ocorrido com frequéncia devido a sua versatilidade metabdlica,
facilidade de cultivo, além do menor propensao a contaminacéo (LOCK, 2007). No
entanto, algumas industrias tém preferido leveduras isoladas diretamente de
ambientes naturais, por serem mais facilmente aceitas para a comercializagcéo
(FUENTEFRIA, 2004). Diversas enzimas produzidas por leveduras apresentam
importancia em varios setores industriais tais como as celulases, proteases,
amilases e inulinases. Alguns trabalhos sdo realizados com enfoque na producéo
de enzimas celuloliticas por leveduras (FUENTEFRIA, 2004; FERREIRA, 2007;
VINTILA et al.,, 2009; CRUZ et al., 2015). Estas apresentam uma elevada
importancia e muitas aplicagcbes em varios processos nas industrias alimenticias,
téxtil, racbes animais, bebidas, (SILVA, 2008) bem como nos setores energeéticos
(OGEDA e PETRI, 2010; CASTRO e PEREIRA JR., 2010).

Com relacéo as enzimas amiloliticas, apesar de serem produzidas, na sua
maioria, por fungos filamentosos, varias espécies de leveduras tém sido
identificadas como produtoras (GUNDLLAPALLI et al., 2002). As amilases
representam um grupo de enzimas que se encontram amplamente distribuidas na

natureza, responsaveis pela degradacdo da molécula de amido, com grande
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importancia biotecnologica, sendo utilizada em diversos setores industriais.
Atualmente, amilases de origem microbiana estdo disponiveis comercialmente em
grandes quantidades, com aplicacdo quase completa na hidrolise do amido em
induUstrias de processamento desse carboidrato (GUPTA et al., 2003).

Proteases representam cerca de 60% da venda mundial total de enzimas e
podem ser encontradas em todos 0s organismos vivos, tais como: as plantas,
animais e microrganismos. As enzimas proteoliticas de origem microbiana
encontra grande demanda industrial devido, principalmente, a sua ampla
diversidade bioquimica e a sua susceptibilidade para a manipulagdo genética.
Assim, as proteases microbianas sdo responsaveis por aproximadamente 40% do
total mundial vendas de enzima (RAO et al., 1998) e sao utilizadas em diversas
atividades, como na producdo de bebidas, processamento de alimentos,
fabricacdo de detergentes, processamento de couro e pele, na producéo de
farmacos, entre outros (SOARES et al., 1999). Atualmente, diversos estudos tém
comprovado a producdo dessa enzima por muitas espécies de leveduras,
algumas em quantidade significativa (LANDELL, 2006; SILVA NEVES, 2006;
MAUTONE, 2008).

A inulinase é uma enzima importante na producdo de xarope de frutose a
partir da hidrolise enzimatica da inulina (VERACHTERT e DE MOT, 1990) e é
também utilizada na producédo de frutooligossacarideos (KIM et al., 1997), os
quais apresentam grande aplicacdo na industria de alimentos. A conversdo de
inulina em frutose utilizando a inulinase ocorre em uma Unica etapa, e apresenta
um rendimento superior a 95%, obtendo um produto de boa qualidade quando
comparado a outros métodos para a producdo de xarope de frutose
(VERACHTERT e DE MOT, 1990). Inicialmente, para a degradacéo de inulina, as
enzimas utilizadas eram de origem vegetal, porém a quantidade obtida era
insuficiente para ser usada comercialmente. A produgao microbiana de inulinases
tém se tornado mais viavel, o que tem elevado o interesse por esta enzima
(PESSONI et al., 2004), sendo as leveduras 0s organismos mais promissores
para a sua producao (PAULA, 2007).

Alguns microrganismos sdo capazes de produzir enzimas capazes de
quebrar a lignina da biomassa vegetal, especialmente os fungos da podridao
branca, pertencentes a espécie Phanerochaete chrysosporium. A degradacdo da

lignina apresenta uma elevada importancia no setor industrial devido a liberacao
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de biomoléculas mais facilmente hidrolisdveis que podem ser utilizadas na
producdo de biocombustiveis e nas industrias de papel, por exemplo. As enzimas
utilizadas na degradacao da lignina também podem ser utilizadas na reducédo de
poluentes em aguas residuais de industrias por conterem moléculas téo

recalcitrantes quanto as ligninas (PEREZ et al., 2002).

1.6. Identificacdo molecular de leveduras

A identificacdo microbiana, durante muitos anos, baseava-se em métodos
convencionais, por meio de caracteristicas morfolégicas e microscopicas, testes
de coloracdo e analises bioquimicas (KURTZMAN, 2011). Apesar de serem
ferramentas importantes na identificacAo dos microrganismos, essas
metodologias demandam tempo e requerem habilidade de especialistas em
identificacdo classica (morfoldgica) que muitas vezes € insipiente e podem gerar
resultados imprecisos (KURTZMAN e ROBNETT, 1998). Neste contexto, a
caracterizagdo molecular de microrganismos tem sido muito aplicada nas
identificacbes ao nivel de espécie, sendo utilizado especialmente o DNA
ribossomal (rDNA) que apresentam regides altamente preservadas, compostas
pela subunidade menor (SSU) e maior (LSU), alem do espacador interno
transcrito (ITS) (PORTER e GOLDING, 2012). Para o estudo filogenético
molecular dos fungos a regido ITS tem sido proposta como o “cédigo de barras”
para sua identificacdo (SCHOCH et al., 2012). Entretanto, a identificacdo rapida
de espécies de leveduras tem se baseado na andlise de sequéncias de
nucleotideos dos genes presentes nos dominios D1/D2 da subunidade maior do
rRNA (LSU) principalmente pela predominancia de sequéncias depositadas nos
bancos publicos e privados (KURTZMAN e ROBNETT, 1998; PORTER e
GOLDING, 2012).

Entretanto, muitos trabalhos reportam que o estudo somente com a regiao
D1/D2 LSU néo tem sido suficiente para identificar estirpes e espécies proximas,
sobretudo as espécies cripticas como aquelas do género Candida Pichia e
Saccharomyces (PETERSON e KURTZMAN 1991; DANIEL et al.,, 2001;
KURTZMAN, 2014). Sugerindo o uso de regides da subunidade maior e menor e
outras regides igualmente preservadas, como o gene que codifica actina (ACT1),
proteina que € abundante em todas as células eucaridticas e principal

componente de microfilamentos citoplasmaticos, sendo, portanto, altamente
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conservada (HIGHTOWER e MEAGHER, 1996). Neste, aspecto, o0 uso de
ferramentas de biologia molecular sdo adequados e cruciais na identificacao
molecular de leveduras, inclusive estdo sendo aplicados na identificacdo de
leveduras associadas a jardins de fungos de ninhos de formigas da tribo Attini
(RODRIGUES et al., 2009; PAGNOCCA et al., 2010; CARVALHO, 2010; ARCURI
et al., 2014; MELO, 2014).
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PROSPECCAO E IDENTIFICACAO DE LEVEDURAS DE JARDINS DE
FUNGOS DE NINHOS DE FORMIGAS Atta robusta COM POTENCIAL
BIOTECNOLOGICO

Resumo

As formigas da tribo Attini desenvolveram uma complexa relacdo com varios
microrganismos, 0s quais desempenham um papel importante na degradacéao de
moléculas e na alimentagéo de larvas e adultos. As leveduras presentes nesses
micro-habitats, por exemplo, sdo pouco estudadas e ainda ndo se sabe a sua
diversidade e funcdo nos ninhos de muitas espécies de formigas da tribo Attini.
Assim, este trabalho teve como objetivo isolar e identificar leveduras dos jardins
de fungos dos ninhos de formiga Atta robusta Borgmeier (1939), localizadas em
areas de restinga do Municipio de Aracruz, Espirito Santo, e analisar o seu
potencial biotecnolégico com relacdo a producdo de enzimas de interesse
industrial. Os jardins de fungos de cinco ninhos de formiga Atta robusta foram
assepticamente coletados e transportados para o laboratério de Bioquimica e
Biologia Molecular da Universidade Federal do Reconcavo da Bahia, onde foi
realizado o isolamento e a purificagdo das leveduras em meio especifico.
Procedeu-se a extracdo do DNA dos isolados e amplificagdes por PCR utilizando
primers da regido D1 a D7 do gene do rRNA 26S, resultando em oito géneros
(Candida, Cryptococcus, Kurtzmaniella, Wickerhamomyces, Pseudozyma,
Occultifur, Rhodotorula e Hyphopichia). Com relacdo a producdo enzimatica 57%
mostram-se capazes de produzir a enzima inulinase, 40% a enzima amilase, 37%
a enzima celulase e 4% a enzima protease. Para os testes de tolerancia osmatica,
foi observado que o crescimento foi considerado moderado e todos foram
capazes de assimilar as fontes de carbono testadas. As leveduras estudadas e
identificadas neste trabalho apresentaram caracteristicas diversas que podem ser
aplicadas a varios setores industriais.

Palavras-chaves : Sauva, restinga, rRNA 26S.
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INTRODUCAO

Durante a historia evolutiva da Terra alguns organismos desenvolveram a
capacidade de cultivar seu proprio alimento. Nesse grupo destacam-se as
formigas da Tribo Attini, besouros, cupins e o homem (Mueller, 2002). As formigas
Attini sdo exclusivas do continente Americano, com mais de 200 espécies
descritas, e apresentam como caracteristica comum o habito de cultivar fungos
para alimentacdo em uma associacdo que pode ter mais de 50 milhdes de anos
(Schultz e Brady, 2008).

Acreditava-se que o mutualismo entre formigas e seus fungos cultivados
envolviam apenas dois simbiontes associados, isolados de outros organismos.
Entretanto, sabe-se que aos jardins de fungos e as formigas estao
constantemente associados diversos microrganismos como leveduras, fungos
filamentosos e bactérias (Bacci Jr. et al., 1995; Fisher et al., 1996; Carreiro et al.,
1997; Rodrigues et al.,, 2005; Rodrigues et al., 2008; Rodrigues et al., 2009;
Pagnocca et al., 2010; Arcuri, et al., 2014).

Ainda néo estéo totalmente esclarecidas as fun¢gbes desempenhadas por
esses organismos dentro dos ninhos e o seu potencial biotecnoldgico,
especialmente na producdo de enzimas de interesse industrial. Alguns estudos
sugerem que espécies de bactérias e leveduras (Bacci Jr. et al., 1995; Arcuri et
al., 2014; Melo, 2014) também podem auxiliar na degradacdo da matéria organica
fornecida pelas formigas por meio da producédo de diferentes enzimas.

A atividade enzimatica realizada por leveduras presentes nos jardins de
fungo de formigas Attini representa uma importante caracteristica biotecnolégica,
visto que, a utilizacdo de leveduras na producdo de enzimas de interesse
industrial tém sido bastante apreciados devido, principalmente, a sua versatilidade
metabdlica, facilidade de cultivo, além de serem menos propicias a contaminacao
(Lock, 2007). Além disso, muitas industrias tém preferido leveduras isoladas
diretamente de ambientes naturais, por serem mais facilmente aceitas para a
comercializagao (Fuentefria, 2004), indicando a necessidade de buscar novas
fontes microbianas para utilizagdo nos setores industriais.

Diversas enzimas produzidas por leveduras apresentam importancia em
varios setores industriais tais como as celulases, proteases, amilases e inulinases

qgue sao utilizadas constantemente em processos nas industrias alimenticias,
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téxtil, de papel e celulose, farmacéutica, bebidas, detergentes, racdo animal,
panificacdo, bem como nos setores energéticos (Verachtert e De Mot, 1990;
Soares et al., 1999; Silva, 2008; Ogeda e Petri, 2010; Castro e Pereira Jr., 2010).

Poucos trabalhos visam a identificacdo de espécies de leveduras
associadas aos ninhos de formigas Attini. Esses estudos se restringem apenas a
poucos géneros de formigas, especialmente aquelas que sdo conhecidas como
pragas da agricultura (Fisher et al., 1996; Carreiro et al., 1997; Rodrigues et al.,
2009; Arcuri et al., 2014). A formiga Atta robusta Borgmeier (1939), por exemplo,
endémica das areas de restinga dos estados do Rio de Janeiro e Espirito Santo,
ndo invade os sistemas agricolas e por isso ndo tem recebido muita atencédo dos
pesquisadores. Apesar de encontrar-se na lista de espécies ameacada de
extincdo, devido as perturbacdes ambientais promovidas pela acdo do homem
(Fowler, 1995), sdo poucos os estudos sobre a biologia dessas formigas e néo
existe nenhum estudo sobre a microbiota associada aos seus jardins.

Os ninhos de muitas espécies de formigas da tribo Attini podem abrigar
uma ampla variedade de microrganismos, muito desses ainda nao descritos na
literatura, podendo apresentar elevado potencial na producdo de diferentes
biocompostos de interesse industrial, especialmente as enzimas. Assim, esse
trabalho teve como objetivo isolar e identificar leveduras associadas aos ninhos
da formiga Atta robusta, bem como analisar o potencial dos isolados com relacéo
a producdo de enzimas e a capacidade de assimilacdo de diferentes fontes de
carbono, visando compreender o papel desses microrganismos na degradacao do

material vegetal fornecido aos jardins de fungo e o seu perfil biotecnologico.
MATERIAL E METODOS
Coleta dos jardins de fungos

As leveduras foram isoladas dos jardins de fungos de cinco ninhos de
formigas Atta robusta localizadas em areas de restinga do Municipio de Aracruz,
no estado do Espirito Santos (Figura 1). Para isso, 0s ninhos foram

cuidadosamente escavados dirigindo-se para as camaras em que se localizavam

os jardins de fungos, impedindo ou minimizando contaminacfes com particulas do
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solo. Os jardins e algumas formigas foram assepticamente coletados em

recipientes esterilizados e transportados para o laboratério.
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Figura 1. Municipio onde foram coletados os jardins de fungo da formiga Atta
robusta (Fonte: Imagens Google).

Isolamento e manutencao das leveduras

O material constituido pelo jardim de fungos foi separado em porcdes de
0,5 g e transferido para tubos contendo 4,5 mL de meio caldo malte levedura
(YMB) (0,3% de extrato de malte; 0,3% de extrato de levedura; 0,5% de peptona,
1,0% de D-glicose) com 0,01% de cloranfenicol e agitados em vortex por um
minuto. Posteriormente, 200 pL dessas suspensdes foram semeadas em placas
de Petri com os meios de isolamento YMA (0,3% de extrato de malte; 0,3% de
extrato de levedura; 0,5% de peptona; 1,0% de D-glicose; 2,0% de Agar) (Yarrow,
1998), contendo 0,01% de cloranfenicol e pH ajustado para 4,0. As placas foram
incubadas a 25 °C e monitoradas diariamente para isolamento das colénias. Estas
foram selecionadas com base em seus diferentes morfotipos, purificadas e
armazenadas em meio GYMP (2,0% de D-glicose; 1,0% de extrato de malte;
0,5% de extrato de levedura; 0,2% de NaH,PO4; 2,0% de Agar) a 6 °C (Rosa et
al., 1995) e em glicerol 20% a -80°C.
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Identificagdo das leveduras

Extracdo de DNA

Para obtencdo de massa celular suficiente para extracdo de DNA os
isolados foram cultivados em meio GYMP durante 48 horas. ApOs este periodo
procedeu-se a extracdo seguindo a metodologia de Sampaio et al. (2001). Em
microtubos de 1,5 mL foram suspendidas duas al¢cadas de cada isolado com 500
ML do tampdao de lise TNES pH 8,0 (50 mmol Tris; 250 mmol de NaCl; 50 mmol
EDTA; 0,3%, de SDS) e 200 pyL de micro-esferas de 212-300 um de diametro
(Sigma-Aldrich®) esterilizadas. Em seguida, os tubos foram agitados em vortex
por 4 minutos e posteriormente incubados por 1 hora a 65 °C; esse procedimento
foi repetido duas vezes e, em seguida, foi realizada a centrifugacéo a 13000 rpm
por 15 minutos, seguida da transferéncia do sobrenadante para novos tubos.

Identificagdo molecular dos isolados de leveduras

As amplificacdes por PCR foram realizadas com os primers LROR
(ACCCGCTGAACTTAAGC) e LR7 (TACTACCACCAAGATCT) da regiao LSU 25-
28S (Large subunit RNA) do RNA ribossomal (Vilgalys e Hester, 1990). As
reacoes foram preparadas com 0s seguintes reagentes e concentracdes: 60 ng de
DNA de cada amostra; 1x de tampao da enzima Tag DNA polimerase; 3,7 mM de
MgCl,; 0,6 pmol/uL de dNTPs; 0,4 pmol/uL de cada primer; 2,5 U de Taq DNA
polimerase, com volume final ajustado para 50 yL com agua ultra pura. Foi
incluido o controle negativo, substituindo o DNA por agua ultra pura. Os ciclos de
amplificagcbes foram realizados no Veriti Thermal Cycler PCR (Appplied
Biosystems) sob as seguintes condi¢cdes térmicas: 5 ciclos de 95°C por 1 minuto,
60°C por um minuto, 72°C por 2 minutos, 25 ciclos de 95°C por 1 minuto, 55°C
por 1 minuto, 72°C por 1 minuto e extensdo final de 72°C por 5 minutos
concluindo com o resfriamento a 8°C por 30 minutos. Os produtos amplificados
foram visualizados em gel de agarose a 0,8% corados com brometo de etidio e
visualizados sobre luz ultravioleta. Em seguida, os amplicons foram purificados
utilizando o kit lllustra® GFX PCR DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare
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Life Sciences) para posterior identificacdo nucleotidica utilizando o sequenciador
automatico ABI-Prism 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) da empresa
ACTGene Analises Moleculares LTDA. A edicdo e montagem das sequéncias
foram realizadas com o programa Sequencher 4.1.4 (Gene Code Corporation). A
identidade taxondmica dos isolados foi verificada através do banco de dados
GenBank, utilizando o BLASTn “basic local alignment search tool” (BLAST) do

NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) e as arvores geradas pelo programa Mega 6.

Producéo enzimatica em meio solido

Preparacao do indculo

A fim de avaliar a produgdo das diferentes enzimas pelas leveduras,
observar a assimilacdo de fontes de carbono, bem como a capacidade de
crescimento em diferentes concentracoes de cloreto de sédio e glicose, foi
utilizado o método de alta eficiéncia (high throughput screeening) (Arcuri, 2013)
modificado, que consiste na utilizagdo de um replicador estéril com 25 pocos, que
permite testar grande namero de isolados em diferentes meios de crescimento, de

forma rapida e eficaz (Figura 2).

Figura 2. Replicador estéril utilizado para o plagueamento das leveduras em
diferentes meios de crescimento.

Para isso, as leveduras isoladas foram plagueadas, com o auxilio da alca
de inoculagcédo, em meio GYMP e incubadas durante 48 horas a temperatura de
27+2°C. Posteriormente, as leveduras foram transferidas para tubos contendo
solucdo salina 0,85% até a concentracdo de 2 na escala de Mc Farland. Em



seguida, 200 pL da suspenséo foi transferida para pogos do replicador estéril e as

leveduras foram plaqueadas em diferentes meios seletivos.

Atividade amilolitica, celulolitica e proteolitica

Para determinar a producao das enzimas celulase, amilase e protease as
leveduras isoladas foram plaqueadas, com o auxilio do replicador estéril, na
superficie do meio YP (extrato de levedura 1%, peptona 2% e éagar 1,5%)
contendo 1% de carboximetilcelulose e amido como Unicas fontes de carbono,
bem como leite em pd como fonte de proteina, respectivamente, em

quadruplicata, durante 5 a 8 dias, a temperatura de 27 + 2°C.

Atividade Amilolitica

A capacidade de degradar amido foi usada como critério para
determinacao da producdo de enzimas amiloliticas. Apés o periodo de incubacéo,
acrescentou-se solugcdo de lugol (lodo metalico 1% + iodeto de potassio 2%) as
placas e observou-se a formacdo de zona de hidrélise ao redor da coldnia de
levedura considerada positiva para a producdo de amilase; o restante do meio,

onde ndo houve a degradacao de amido, a coloracdo permaneceu violeta.
Atividade Celulolitica

ApoOs o periodo de incubacao, foi adicionado as placas, aproximadamente,
5 mL de solucédo do corante vermelho congo a 1%. Apds 15 minutos a solucéo foi
descartada e as culturas foram lavadas com solu¢do salina a 0,85%. Esse
procedimento permitiu a revelagdo, no meio de cultura, do halo de degradagao do
substrato proporcionado pela atividade da celulase.

Atividade Proteolitica

A capacidade de degradar a caseina pelas leveduras foi utilizada para

avaliar a producdo de enzimas proteoliticas. Apds o periodo de incubacéo, as
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leveduras produtoras dessa enzima apresentaram, em volta da colénia, um halo

transparente indicando a hidrdlise das proteinas.

Atividade inulinolitica

Para a analise da producdo da enzima inulinase, as leveduras foram
inoculadas, com o auxilio do replicador estéril, em meio seletivo contendo 0,67%
de YNB (yeast nitrogen base), 0,5% de inulina e 2% de agar. As placas foram
incubadas durante 5 dias, em temperatura de 27+2°C. Ap6s o periodo de
incubag&o observou-se o crescimento das colonias e comparou-se aos controles
positivo (meio YNB com 0,5% glicose) e negativo (meio YNB sem fonte de

carbono).

Atividade ligninolitica

A atividade ligninolitica foi avaliada utilizando o corante Azul brilhante de
remazol (RBB-R). As leveduras foram plaqueadas utilizando o replicador estéril no
meio utilizado composto de: 0,67% de YNB; 1,0% de glicose; 0,2% de peptona;
0,1% de extrato de levedura; 1,8% de Agar; 0,03% do RBB-R. As placas foram
incubadas por até 21 dias e a formacao de halos claros ao redor das col6nias nas

placas contendo o corante RBB-R indicou a produc¢éao de ligninases (Arcuri, 2013).

Assimilacéo de fontes de carbono

Para a analise da assimilacdo de diferentes fontes de carbono foi utilizada
a metodologia de Arcuri (2013) com algumas modificacdes. As leveduras isoladas
foram plaqueadas, com o auxilio da al¢ca de inoculacdo, em meio GYMP e
incubadas durante 48 horas a temperatura de 27+2°C. Posteriormente, as
leveduras foram transferidas para tubos contendo solucdo salina 0,85% até a
concentracédo de 2 na escala de Mc Farland. Em seguida, 200 pL da suspenséo
foram transferidos para pocos do replicador estéril e as leveduras foram
plagueadas em meio contendo 0,67% de YNB, 1,5% de agar e 0,5% das
respectivas fontes de carbono a serem testadas: glicose, celobiose, maltose e

xilose. As suspensdes também foram replicadas em placas de Petri sem a adi¢éo
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de fonte de carbono (controle negativo). As placas foram incubadas a 27°C (+/- 2
°C) e as leituras foram realizadas aos 8 dias de crescimento.

Crescimento dos isolados em meios com alta concentr acao de NaCl e

glicose

Com a finalidade de avaliar a tolerancia a alta concentracdo de cloreto de
sodio e glicose, as leveduras foram plaqueadas na superficie do meio contendo
0,67% de YNB, 10% de NaCl, 5% glicose e 2% de agar e, para o teste de
tolerancia a glicose 50%, os isolados foram transferidos para o meio contendo
0,67% de YNB, 50% de glicose e 2% de agar, e incubadas durante 5 dias a
temperatura de 27+2°C. Os resultados foram considerados como negativo (-),
fraco (w) ou positivo (+), quando comparados aos controles positivo (meio YNB
com 0,5% glicose) e negativo (meio YNB sem fonte de carbono).

RESULTADO E DISCUSSAO

Identificagdo das leveduras isoladas

Foram obtidas 49 estirpes de leveduras a partir dos cinco ninhos de
formigas Atta robusta coletados. ApoOs a identificacdo molecular por meio de
primers da regido LSU 26S, foi verificado que os isolados estéao distribuidos em 8
géneros (Candida, Cryptococcus, Kurtzmaniella, Wickerhamomyces,
Pseudozyma, Occultifur, Rhodotorula e Hyphopichia), 12 espécies e 1 isolado
identificado até o nivel de género (Tabela 1).

Para a identificacdo molecular de leveduras associadas a formigas Attini
tem-se utilizado, especialmente, as sequéncias génicas dos dominios D1/D2 da
subunidade maior do rDNA e espacos internos transcritos (ITS) (Pagnocca et al.,
2010; Arcuri et al.,, 2014). Nesse trabalho buscou-se utilizar primers que
abrangessem os dominios D1 ao D7 (Porter e Golding, 2012), tentando obter o
maior numero de sequéncias preservadas e precisdo na identificacdo das
espécies isoladas. Foi observado que a maioria dos isolados apresentaram
identidade acima de 98%, indicando que a identificacao foi adequada (Hughes et
al., 2009).
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Tabela 1: Identificacdo das leveduras isoladas em jardins de fungo de ninhos de
formiga Atta robusta em Aracruz, ES, a partir do sequenciamento da regidao D1/D7
do gene 26S do rRNA.

Isolados Espécies de referéncias e numero de Similaridade Identificacdo proposta
acesso no Genbank

42, 47, 38, Candida dubliniensis AF405231.2 96% Candida dubliniensis
B5, 89, 96, .
81, 90 C. albicans X70659.1 95%
B14 Candida keroseneae FJ357699.1 97% Candida keroseneae
JFLO09, 56 Candida intermédia AY497683.1 99% Candida intermedia
JFL11 Candida intermedia DQ377635.1 99% Candida intermedia
Candida pseudointermedia JX049428.1 99%
62 Candida neerlandica AF245404.1 99% Candida neerlandica
33,78, 76 Candida cylindraceae EU011644.1 98% Candida cylindraceae
B11, 93, 51,
58, 69, C2,
B18, E1, 88,
D3,53,D1, Cryptococcus laurenti FN689393.1 98% Cryptococcus laurentii
64, 98, 37,
45, 36, 61,
41, 44
B8, B9, B6 Wickerhamomyces EF550343.1 98% Wickerhamomyces
. sydowiorum
sydowiorum
B10, B17, Kurtzmaniella cleridarum JQ689038.1 97% Kurtzmaniella cleridarum
B4, 82, 63
74 Pseudozyma hubeiensis XR 001099828.1 99% Pseudozyma hubeiensis
B2 Occultifur externos AY745723.1 96% Occultifur externos
43 Hyphopichia heimii JQ689033.1 92% Hyphopichia heimii
35 Rhodotorula glutinis FJ345357.1 98% Rhodotorula glutinis
D4 Cryptococcus sp. AF44696.1 99% Cryptococcus sp.

Todos os fragmentos amplificados foram sequenciados em ambas as direcdes (forward e reverse).
Os numeros de acesso correspondem as sequéncias descritivas dos taxa com identificagcao
proposta.

Leveduras Basidiomicota apresentaram maior numero de isolados (51%).
O género Cryptococcus foi predominante, com 20 isolados identificados como
Cryptococcus laurentii, € um isolado classificado somente até o nivel de género.
De acordo com Carvalho (2010), existe variacado na distribuicdo das espécies de
leveduras nos ninhos das diferentes espécies de formigas.
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Leveduras pertencentes ao género Cryptococcus também tém sido
isoladas e associadas a outras formigas da tribo Attini (Carreiro et al., 1997,
Pagnocca et al., 2008; Rodrigues et al., 2009; Arcuri et al. 2014). Nos ninhos de
Atta sexdens rubropilosa, espécies do género Cryptococcus (especialmente C.
flavescens) também foram predominantes (Carvalho, 2010). Estudando as
leveduras associadas ao tegumento dos machos da formiga Atta sexdens
rubropilosa, Arcuri et al. (2014) observou que 21% dos isolados eram do género
Cryptococcus, entre eles 7 isolados classificados como C. laurentii.

Em um estudo realizado por Rodrigues (2009), foi observada a diversidade
de leveduras associadas aos jardins de fungos de ninhos de formigas Atta texana,
isoladas em duas areas do Texas, EUA, em diferentes estacbes do ano. Apesar
de ocorrer variacdo na composicdo da populacdo de leveduras dos jardins de
fungos durante as estacdes, o0 género Cryptococcus foi um dos mais abundantes.

Leveduras do género Cryptococcus apresentam ampla distribuicéo espacial
podendo ser encontradas nos mais diferentes ecossistemas como agua, solo, ar,
superficie de animais e vegetais, entre outros (Pedroso, 2010). Cryptococcus
laurentii, por exemplo, sdo normalmente encontrados associados a tecidos
vegetais, como em ocos e cascas de arvores (Baltazar e Ribeiro, 2008) e filoplano
de diversas espécies vegetais (Mautone, 2004; Landell, 2006). Assim, a
predominéncia dessa espécie nos jardins de fungo pode estar relacionada aos
vegetais coletados e transportados para dentro dos ninhos pelas formigas Atta
robusta.

O género Candida foi o segundo mais abundante coletado nos jardins de
fungos, com 16 isolados distribuidos em cinco espécies: Candida dubliniensis, C.
intermedia, C. keroseneae, C. neerlandica e C. cylindraceae. A espécie C.
dubliniensis foi representada por 8 isolados e também foi descrita sua associacao
a formigas attines do género Myrmicocrypta sp., isolada a partir do depdésito de
residuos dos ninhos, no trabalho desenvolvido por Pagnocca et al. (2010).
Embora as espécies do género Candida sejam encontradas em abundéancia em
associacado com ninhos de formigas, as espécies C. intermedia, C. keroseneae, C.
neerlandica e C. cylindraceae tem seu primeiro relato de associacdo com jardins
de fungos de formigas descrito neste trabalho.

C. intermedia € uma espécie encontrada em diversos tipos de frutos (Prada

e Pagnocca, 1997) e em outros ambientes, como descrito no trabalho de Loureiro
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et al. (2005), que isolaram esta espécie do solo e da 4gua do mar de duas praias
de Olinda-PE. Sua ampla distribui¢c&o, inclusive em material vegetal, pode explicar
sua presencga em associagdo com o jardim de fungos de Atta robusta.

C. cylindraceae também ja foi isolada da superficie de frutos (Prada e
Pagnocca, 1997) e apresenta elevado potencial biotecnoldgico, especialmente na
producdo de enzimas lipases (Krastanov et al., 2008). C. Keroseneae foi descrita
por Buddie et al. (2010) como uma nova espécie contaminante de combustivel de
aeronaves. C. neerlandica foi descrita pela primeira vez por Kurtzman et al. (2001)
apos ser isolada de massas fermentadas na Holanda. Essa espécie também foi
isolada do trato digestivo de besouros e varias espécies de insetos por Suh et al.
(2008), nos EUA e no Panama. O isolamento dessas espécies de leveduras nos
jardins de fungo da formiga Atta robusta amplia a area de ocorréncia desses
microrganismaos.

A espécie Wickerhamomyces sydowiorum foi representada por 3 isolados.
Anteriormente classificada como Pichia sydowiorum, essa espécie foi
reclassificada por Kurtzman et al. (2008) apds analises de genes das regifes
LSU, SSU e fatores de elongacdo, incluindo a espécie no género
Wickerhamomyces. Essa espécie pode ser isolada de diferentes ecossistemas e
fontes como no trabalho de Fell et al. (2011), que isolou W. sydowiorum de
regides de mangue, na Florida. Santos et al. (2015) isolaram um exemplar dessa
espécie a partir do filoplano de Mangifera indica, coletado no campus da
Universidade Federal de Minas Gerais.

Cinco isolados foram identificados como Kurtzmaniella cleridarum. Essa
espécie também foi isolada de besouros encontrados em flores do cacto no
deserto de Sonoran no sul do Arizona e no deserto de Mojave na Califérnia
(Lachance et al., 2013). K. cleridarum caracteriza-se como a espécie teleomorfica
de Candida cleridarum pela formacdo de um ascosporo em forma de chapéu
(Lachance e Starmer, 2008).

Os géneros Pseudozyma, Hyphopichia, Occultifur e Rhodotorula foram
representados, cada um, por apenas um isolado. A espécie Pseudozyma
hubeiensis ja foi isolada de material vegetal, como de madeira em decomposi¢cao
(Bastawde et al., 1994) e testada para a producéo de dois tipos de xilanases, as
quais apresentam potencial para a utilizacdo em diversos processos industriais

como na producdo de alimentos funcionais e probioticos (Adsul et al., 2009).
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Hyphopichia heimii foi descrita pela primeira vez por Kurtzman (2005) isolada de
madeiras invadidas por insetos na Africa Equatorial.

Occultifur externus foi inicialmente descrita como sendo Rhodotorula
minuta e apds estudos morfolégicos e moleculares foi reclassificada como
pertencente ao género Occultifur (Sampaio et al., 1999). Ha relatos desta espécie
associada a folhas de amoreira das quais foram isoladas e testadas para o
biocontrole de Botrytis cinerea, conhecida como uma praga agricola (Cotes et al.,
2011).

Assim como as espécies do género Candida, Wickerhamomyces
sydowiorum, Kurtzmaniella cleridarum, Occultifur externus e Hyphopichia heimii
também sado descritas pela primeira vez em associacdo com ninhos de formiga
neste trabalho. A maioria dessas espécies tém em comum o fato de ja terem sido
isoladas de material vegetal ou de insetos, o que justificaria sua presenga nos
jardins de fungos de Atta robusta, uma espécie de formiga cortadeira e que
carrega material vegetal para dentro dos ninhos. Um estudo com as leveduras
que compde a mata de restinga do litoral de Aracruz seria necessario para
confirmar esta hipétese.

Rhodotorula glutinis foi representada por apenas um isolado e também tem
sido associada aos ninhos de formigas da tribo Attini (Carreiro et al., 1997;
Pagnocca et al.,, 2008). Leveduras pertencentes ao género Rhodotorula
apresentam ampla distribuicdo geografica e podem ser encontradas nos mais
diferentes habitats. Caracterizam-se como espécies importantes para a inddstria,
visto que, segundo Bonadio et al. (2011), leveduras pertencentes ao género
Rhodotorula possuem habilidade em sintetizar véarios tipos de pigmentos
carotendides. Squina e Mercadante (2003), ao estudarem a concentracdo de
diferentes carotendides em quatro espécies de leveduras pertencentes a esse
género, observaram que a R. glutinis foi a que apresentou a maior concentracao
desse pigmento. Essa caracteristica representa uma importante ferramenta para
diversos setores industriais pois, recentemente, tem aumentado o interesse em

substituir os corantes artificiais pelos biossintetizados (Bonadio et al. 2011).
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Producéo enzimatica

Os isolados dos ninhos de Atta robusta foram submetidos a testes
bioquimicos para verificar seu potencial na producdo de enzimas de interesse
industrial. Para a producédo das enzimas amilase, protease, celulase e ligninase
foi observado a capacidade de formacgéo do halo de hidrélise em meio soélido.
Dentre os isolados, 40% produziram a enzima amilase, 38% produziram enzima
celulase e 4% produziram a enzima protease. Com relacéo a inulinase, 57% dos
isolados mostram-se capazes de crescer em meio cuja Unica fonte de carbono foi
a inulina. Nenhum isolado foi capaz de degradar o corante RBB-R, indicado para
a producéo de enzimas ligninoliticas.

C. laurentii se destacou por ser a espécie que apresentou producdo de
todas as enzimas, exceto as ligninoliticas. A predominancia desta espécie nos
ninhos de Atta robusta, e sua capacidade de degradacdo de uma ampla faixa de
substratos, sugere que esta espécie apresenta um importante papel nos jardins
de fungos, especialmente no fornecimento de nutrientes para os ninhos. Essa
espécie tem sido destacada na literatura pelo seu potencial na producdo de
enzimas (Silva Neves et al., 2006; Faria et al., 2014), além de apresentar
potencial no controle de microrganismos que causam podriddo em frutos com
importancia comercial (Blum et al., 2004).

A producéo de inulinases foi bastante significativa, pois 28 isolados, cerca
de 60% do total, foram capazes de utilizar a inulina como fonte de carbono.
Dentre esses, 17 isolados da espécie C. laurentii foram capazes de produzir essa
enzima, seguido pelas espécies do género Candida (C. dubliniensis, C.
neerlandica e Candida sp.) com 6 isolados. Isolados pertencentes ao género
Kurtzmaniella, Wickerhamomyces e Pseudozyma também foram capazes de
produzir a enzima inulinase (Tabela 2).

A literatura destaca a producéo de inulinases por espécies de leveduras
dos géneros Candida, Sporotrichum, Pichia e Kluyveromyces (Paula, 2007).
Dentre esses, varios estudos sao realizados especialmente com leveduras do
género Kluyveromyces, como no trabalho realizado por Treichel et al. (2011), que
buscou otimizar a producdo desta enzima em diferentes meios agroindustriais
pré-tratados. Gaspari et al. (1999), observou a producéo por meio da imobilizacao

da inulinase produzida por K. marxianus para a degradacdo de extratos de
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Helianthus tuberosus L. Os resultados deste trabalho indicam o potencial de

producédo de inulinase por outras espécies de leveduras.

Tabela 2: Perfil enzimatico e assimilacdo de fontes de carbono de leveduras
isoladas dos jardins de fungo da formiga Atta robusta.

- LIG Gli Gli . NaCl 10% e
Espécies IN AM CEL PRO (RBB-R) 05%  50% Xl Mal Ce Gli 5%
Candida 3 4 0 0 0 8 7 8 8 8 6

dubliniensis
Candida 0 o0 0 0 0 1 1 11 1 0
keroseneae
_Candida 1 1 0 0 0 3 2 3 3 32 2
intermedia
Candida 1 0o o0 0 0 1 101 1 1 1
neerlandica
Candida o 1 o 0 0 3 2 3 3 31 1
cylindraceae
Cryptococcus 17 9 16 1 0 20 8 20 20 20 12
laurentii
Cryptococcus sp. 0 1 1 0 0 1 0 1 1 1 0
Wickerhamomyces
sydowiorum 1 1 0 0 0 3 3 3 3 3 3
Kurtzmaniella 3 2 1 0 0 5 5 5 5 5 5
cleridarum
Pseudozyma 11 1 0 0 1 101 1 1 1
hubeiensis
Rhodotorula o 0 0 0 0 1 o 1 1 1 0
glutinis
Occultifur externus 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1
Hyphopichia heimii 0 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1
Total 28 20 19 2 0 49 32 49 49 49 33

IN: Inulinase, AM: Amilase, CEL: Celulase, PRO: Protease, LIG:Ligninase, RBB-R: remazol brilliant blue R, Gli 0,5%:
glicose a 0,5%, Gli 50%: glicose a 50%, Xil: xilose, Mal: maltose, Ce: celobiose,

Sabe-se que a inulina é encontrada amplamente na natureza por estar
presente em mais de 30.000 espécies vegetais, como carboidrato de reserva,
especialmente nas raizes de chicdria (Cichorium intybus L.) e de alcachofra de
Jerusalém (Helianthus tuberosus L.), sendo encontrada também em alho,
aspargo, cebola, dalia e yacon (Oliveira et al., 2004; Apolinario et al., 2014). As
inulinases representam um grupo de enzimas importantes na producao de xarope
de frutose a partir da hidrolise enzimatica da inulina (Verachtert e De Mot, 1990) e
€ também utilizada na producéo de frutooligossacarideos (Kim et al., 1997), que
apresentam grande aplicacdo na industria de alimentos.

Todos os isolados foram capazes de crescer no meio contendo amido

como fonte de carbono, entretanto, apenas 40% foi capaz de apresentar halos de
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hidrélise ao redor das colbnias, indicando a producdo da enzima amilase. Dentre
estes, a espécie com maior nimero de representantes produtores desta enzima
foi C. laurentii, seguido de Candida dublinensis. S&o raros na literatura estudos
sobre a producdo enzimatica por leveduras associadas as formigas da Tribo
Attini. No trabalho desenvolvido por Arcuri et al. (2014), foi observada a producgao
da enzima amilase por leveduras isoladas do tegumento das formigas machos da
espécie Atta sexdens rubropilosa e do solo dos seus ninhos, com apenas 3,7% de
isolados capazes de produzir essa enzima.

Leveduras produtoras de amilases tém sido isoladas de diversos tecidos
vegetais (Landell, 2006; Mautone, 2008). No trabalho realizado por Paludo e
Carreiro (2014), ao analisarem a capacidade hidrolitica de leveduras isoladas de
folnas em decomposicdo, observaram que 20% dos isolados apresentaram
elevado potencial para producdo de amilase. Segundo 0s autores, a baixa
producdo enzimatica observada para os demais isolados foi atribuida ao fato das
enzimas ficarem restritas em compartimentos celulares, sendo necessaria a
utilizacdo de métodos fisicos, quimicos e enzimaticos para que possam ser
liberadas.

Com relacdo a producdo de celulase, mais uma vez, se destacaram as
espécies de Cryptococcus, com 20 isolados produtores desta enzima.
Kurtzmaniella cleridarum e Pseudozima hubeiensis também apresentaram
resultado positivo para celulase (Tabela 2).

A produgcdo de celulases por leveduras associadas a formigas Attini
também foi observada por Arcuri et al. (2014), obtendo 37,6% dos isolados de
leveduras da superficie de formigas Atta sexdens rubropilosa capazes de produzir
a enzima celulase. Provavelmente, os jardins de fungos sdo um micro-habitat que
induz a sintese de celulases por leveduras, uma vez que as formigas
pertencentes ao género Atta, classificadas como cortadeiras, oferecem aos micro-
organismos grande quantidade de material vegetal, havendo a necessidade de
hidrolisar este substrato.

Esse resultado é bastante interessante, pois a producdo de celulase é
atribuida, geralmente, a fungos filamentosos (Queiroz et al., 2002; Ruegger e
Tauk-Tornisielo, 2004) e bactérias (Silvia et al., 2015). Poucos séo os trabalhos
realizados com enfoque na producdo de enzimas celuloliticas por leveduras
(Fuentefria, 2004; Vintila et al., 2009; Cruz et al., 2015).



A produgéo de celulases tem sido descrita por leveduras isoladas de outros
substratos, como no estudo realizado por Fuentefria (2004), onde 38% dos
isolados de leveduras isoladas do filoplano de Hibiscus rosa-sinensis foram
capazes de produzir a enzima, bem como no trabalho de Cruz et al. (2015)
realizado em Pernambuco, em que 18 dos 46 isolados de leveduras de frutos de
meloeiro produziram celulase. A producdo de enzimas celuloliticas apresenta uma
elevada importancia em varios processos nas industrias alimenticias, téxtil, de
papel, farmacéutica e bebidas, bem como nos setores energéticos (Ogeda e Petri,
2010; Castro e Pereira Jr. 2010), uma vez que tem sido estudada sua aplicacéo
na producgédo de etanol de segunda geracao, a partir de material lignocelulésico.

Foi observado que apenas dois isolados foram capazes de produzir a
enzima protease, identificados como C. laurentii e Hyphopichia heimii. As
proteases representam 60% das enzimas industriais e sao utilizadas em diversas
atividades, como no processamento de alimentos e na producdo de farmacos
(Kumar et al., 2005).

A producdo de enzimas proteoliticas por leveduras tem sido descrita na
literatura, como no trabalho desenvolvido por Silva Neves et al. (2006), que ao
estudarem a producdo de proteases por 50 isolados de leveduras da regido
Amazobnica, observaram que a maioria foi capaz de produzir essas enzimas,
sendo a espécie Candida intermedia a que apresentou a maior producéo,
diferindo desse trabalho, no qual foi observado que nenhuma espécie do género
Candida apresentou atividade proteolitica.

Nenhum isolado foi capaz de produzir enzimas ligninoliticas, uma vez que
nao foi observada a formacédo de halos de degradacédo ao redor das colonias no
meio composto pelo corante RBB-R. Arcuri et al. (2014) e Melo (2014),
observaram que apenas 0,4% e 8%, respectivamente, dos isolados de leveduras
associadas a ninhos de formigas Attini foram capazes de produzir enzimas
ligninoliticas. A producdo de enzimas que degradam lignina por leveduras
isoladas dos ninhos de formigas Attini representa uma caracteristica muito
iImportante desses microrganismos nesse micro-habitat. A degradacdo da lignina
presente na biomassa vegetal fornecida aos jardins de fungos libera compostos
mais facilmente assimilaveis como a celulose e hemicelulose (Ruiz-Dueias e
Martinez, 2009).
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Assimilagéo de diferentes fontes de carbono

De acordo com os resultados obtidos, foi observado que todos os isolados
foram capazes de utilizar as diversas fontes de carbono para crescimento (Tabela
2). Esses resultados sdo importantes, pois indicam que as leveduras presentes
nos jardins de fungos dos ninhos de formigas Atta robusta também competem
pelas fontes de carbono, provenientes da degradacdo do material vegetal, com
outros microrganismos presentes nesses ecossistemas (Arcuri, 2013). Além
disso, as leveduras dentro dos ninhos das formigas podem estar desempenhando
um papel importante na liberagcdo de biomoléculas simples utilizadas para seu
proprio desenvolvimento e de outros microrganismos presentes no ninho,
favorecendo a manutencéo do equilibrio nos jardins de fungos.

Arcuri (2013), ao testar a capacidade de assimilacdo de diferentes fontes
de carbono pelas leveduras isoladas do tegumento de bitus (machos) da espécie
Atta sexdens rubropilosa observaram que todas as leveduras foram capazes de
assimilar a glicose e a maioria dos isolados assimilaram celobiose (80,5%),
maltose (95,8%) e xilose (93,8%). Além das diferentes fontes de carbono
testadas, o autor também observou a capacidade das leveduras em assimilar
acido galacturdnico (70,6%), evidenciando a importancia desses microrganismos
na degradacéo de acidos toxicos produzidos no interior do ninho.

Melo (2014), ao isolar leveduras dos ninhos de Acromyrmex balzani,
obteve um resultado semelhante ao obtido por Arcuri (2013), das leveduras
isoladas 100 % das estirpes assimilaram glicose, 88,3% xilose, 87,6% celobiose,

82,5% maltose e 75,6% acido galacturbnico, respectivamente.

Leveduras osmotolerantes

De acordo com as analises feitas para a tolerancia osmoética, 69% das
leveduras isoladas foram capazes de se desenvolver em meio contendo 10% de
NaCl + 5% de glicose e 65% cresceram em meio composto por 50% de glicose.
C. laurentii foi a espécie que apresentou maior numero de isolados
osmotolerantes, seguido de Candida dubliniensis, Kurtzmaniella cleridarum e
Wickerhamonyces sydowiorum. Sabe-se que diversas espécies de leveduras

conseguem tolerar e se manter ativas em altas concentracdes de NaCl como, por
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exemplo, Candida sorbitophila, e em altas concentracdes de aglucar como espécie
Zygosaccharomyces rouxii (Fernandes, 2008).

Normalmente, as linhagens de leveduras utilizadas em processos
industriais apresentam uma osmotolerancia limitada. O estresse promovido pelo
aumento da osmolaridade externa resulta na reducdo do crescimento e na perda
de viabilidade das células, especialmente pelas interferéncias no gradiente
osmotico da membrana plasmatica (Mager e Varela, 1993). Algumas leveduras
pertencentes ao género Candida, Zygosaccharomyces e Saccharomyces séo
descritas na literatura como leveduras osmotolerantes (Tofalo et al., 2009).

Na industria de alimentos, a presenca de leveduras osmotolerantes é
indesejavel, de um modo geral, pois estas estdo relacionadas a deterioracéo e
contaminacdo de alimentos acucarados (Cava e Herandez, 1994). Rocha et al.
(2004), por exemplo, percebeu que leveduras dos géneros Zygosacharomyces,
Rhodotorula e Pichia, se multiplicavam mais rapido quando presentes em
refrigerantes com alto teor de acucares e sais. No trabalho desenvolvido por Cava
e Hernandez (1994), ao isolarem leveduras de sucos concentrados de laranjas,
observaram que todos os isolados foram capazes de crescer em meio com 50%
de glicose, caracterizando-os como microrganismos osmotolerantes.

Por outro lado, leveduras osmotolerantes produtoras de enzimas, e outras
substancias de interesse industrial, sdo convenientes, pois podem ser cultivadas
em meio de cultura com concentracbes mais elevadas de sais e acgucares,
diminuindo a contaminagdo por bactérias ou outras leveduras contaminantes,
permitindo que as fermentacdes ocorram em condi¢cdes “ndo estéreis” (Arruda et
al., 2007).

CONSIDERACOES GERAIS

Os jardins de fungos da formiga Atta robusta apresentaram espécies de
leveduras ainda nao descritas em ninhos de formiga da tribo Attini.

Dentre as espécies identificadas, varias apresentaram bom potencial
biotecnolégico para produgdo de enzimas de interesse industrial.

Além disso, a atividade enzimatica sugere que estas leveduras possam
atuar nos ninhos participando da degradacdo do material vegetal fornecido aos

jardins de fungos pelas formigas.
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ANEXO |

Tabela 3: Identificacdo dos isolados de leveduras nos jardins de fungo de ninhos
de formiga Atta robusta em Aracruz, ES. Resultados obtidos a partir do
seqguenciamento da regidao D1/D7 do gene 26S do rRNA.

) . N° de
Isolado | Tamanho | Cobertura Identidade Taxonomia aCeSSo
Candida
[0) (0]

78 559 100% 98% oylindracea EU011644.1
42 1324 100% 96% dlﬁ)"ﬁﬂ?ﬁ'}ﬂzis AF405231.2
FN689394.1

B11 1367 77% 97% Cryptococcus
laurentii FN689393.1
26 559 100% 98% Candida EU011644.1

cylindracea

FN689394.1

93 1349 77% 97% Cryptococcus
laurentii FN689393.1
BS 1322 100% ogy, | Wickerhamomyces | poppgg,q 9

sydowiorum
Candida
[0) (0]

33 1310 100% 98% eylindracea EU011644.1
FN689394.1

51 1338 77% 98% Cryptococcus
laurentii FN689393.1
B10 1320 100% 97% Kglrgirg:r”ﬂ'a JQ689038.1
B17 1315 100% 97% Kglréflrg:r”u";i'a JQ689038.1
B4 1319 100% 97% Kglrgirg:r”ﬂ'a JQ689038.1
FN689394.1

58 1340 77% 97% Cryptococcus
laurentii FN689393.1
FN689394.1

69 1340 78% 97% Cryptococcus
laurentii FN689393.1

Pseudozyma XR

4 1340 100% 99% hubeiensis 0010998281
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sydowiorum

47 1300 100% 96% Candida AF405231.2
dubliniensis
62 249 91% 99% Candida AF245404.1
neerlandica
D4 329 94% 99% Cryptoccocus sp. | AF444696.1
Candida
[0) (0]
38 1072 100% 96% il AF405231.2
B5 1072 100% 96% Candida AF405231.2
dubliniensis
Wickerhamomyces
[0) (0]
B6 1291 100% 98% aydowiorum EF550343.1
82 1284 100% 97% Kurtzmaniella | ;~sa9038 1
cleridarum '
c2 1309 77% 97% Cryptococcus | FN689394.1
laurentii FN689393.1
B14 1270 77% 97% ) Candida FJ357699.1
eroseneae
Candida
[0) [0)
JFLO9 | 1231 50% 99% el AY497683.1
89 1273 100% 96% Candida AF405231.2
dubliniensis
Candida
[0) 0
96 1281 100% 96% Hyiriit AF405231.2
B2 1328 100% 96% Occultifur externus | AY745723.1
81 1283 100% 96% Candida AF405231.2
dubliniensis
56 1242 50% 99% _Candida AY497683.1
intermedia
JFL11 720 74% 99% _Candida DQ377635.1
intermedia
63 1301 100% 97% Kurtzmaniella | ;~za9038 1
cleridarum )
BI8 | 1319 78% 96% Cryptococeus | FN689394.1
laurentii FN689393.1
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0] 0]

=X 1321 77% 97% aurenti EN689393.1
Candida

[0) (0]
90 1283 100% 96% dubliniensis AF405231.2

[0) 0]
88 1295 80% 97% aurenti EN689393.1
35 1266 99% 98% Rhgli‘t’itr?ig”'a FJ345357.1
43 1250 99% 92% Hyphopichia heimii | JQ689033.1
Cryptococcus FN6893941

(0] (0]
D3 1321 78% 98% aurenti 6893931
53 1321 78% 98% Cryptococcus | FN089394.1
laurentii FN689393.1
Cryptococcus FN6893941

(0] (0]
D1 1321 78% 98% aurenti EN689393.1
64 1321 78% 98% Cryptococcus | FN089394.1
laurentii FN689393.1
Cryptococcus FN6893941

(0] (0]
98 1321 78% 98% aurenti 6893931
37 1321 78% 98% Cryptococcus | FN689394.1
laurentii FN689393.1
Cryptococcus FN6893941

(0] (0]
45 1321 78% 98% aurenti EN689393.1
36 1321 78% 98% Cryptococcus | FN689394.1
laurentii FN689393.1
Cryptococcus FN6893941

(0] (0]
61 1321 78% 98% aurenti EN689393.1
41 1321 78% 98% Cryptococcus | FN089394.1
laurentii FN689393.1
Cryptococcus FN6893941

(0] (0]
44 1321 78% 98% aurenti EN689393.1
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