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RESUMO

Os insetos possuem diferentes enzimas digestivas que catalisam as reagdes de hidrolise do alimento consumido e essas se
diferenciam entre os insetos de acordo com suas dietas e estado fisioldgico. Foram avaliadas as atividades de algumas enzimas
digestivas da praga do cafeeiro - Leucoptera coffeella (Guérin-Meneville & Perrottet, 1842) (Lepidoptera: Lyonetiidag) — popularmente
conhecida como bicho-mineiro do cafeeiro, para o entendimento de seu processo digestivo. Lagartas do bicho-mineiro do cafeeiro
foram coletadas em campo e em casa-de-vegetacdo. O extrato enzimatico utilizado foi obtido pela maceracdo das |agartas em &gua
(4°C). Determinaram-se os pH'’ s 6timos e as atividades das enzimas a e B-glicosidases, a.-amilase, aminopeptidase, fosfatase alcalina,
sacarase, trealase e tripsina, incubando o extrato enzimético do bicho-mineiro do cafeeiro com substratos especificos. A andlise dos
resultados sugere que o processo digestivo e 0 ambiente intestinal do bicho-mineiro do cafeeiro sejam similares com o dos demais
|epi ddpteros encontrados na literatura.

Termos para indexacdo: Bicho-mineiro do cafeeiro; enzimas digestivas.

ABSTRACT

Insects are fitted with different digestive enzymes that catalyses the food hydrolysis. Those enzymes differ from one insect
to another according to their diets and physiological status. In this work, one intended to verify the activities of some digestive
enzymes of the coffee leaf miner - Leucoptera coffeella (Guérin-Meéneville & Perrottet, 1842) (Lepidoptera: Lyonetiidae) - as a pre-
requisite to understand its digest process, since this insect is a major plague in coffee production systems. Coffee leaf miner
caterpillars were collected in fields and in greenhouse. The enzyme extract utilized in determining the enzyme activities was obtained
through grinding the caterpillars in cold water. The optimum pH and the activities of the enzymes o and 3-glucosidases, o.-amylase,
aminopeptidase, akaline phosphatase, saccharase, trehalase and trypsin were measured by incubating the enzyme extract with
specific substrates. The analysis of the optimum pH’sindicated that the digestive process and intestinal environment of this insect
are similar to another lepidopterans consulted in the literature.

Index terms: Coffee leaf miner; digestive enzymes.

(Recebido em 29 de maio de 2007 e aprovado em 23 de setembr o de 2008)

O processo digestivo dosinsetos, bem como dos
demais seres vivos heterotréficos, tem a funcéo de
hidrolisar o alimento consumido na forma de
macromol éculas complexas e transformé-lo em moléculas
mais simples, capazes de serem absorvidas pelo
organismo (Lehane e Billingsley, 1996; Nation, 2002).
Nos insetos, esse processo de hidrélise ocorre
principalmente no intestino médio, local onde as enzimas
digestivas sdo secretadas (Acevedo Jaramillo, 1997) e é

divido em trés etapas: primaria, intermediariaefinal. Na
digestdo primaria, o alimento sofre a acdo de
despolimerases que reduzem o tamanho do alimento
ingerido até tamanhos menores capazes de atravessar
0s poros da membrana peritréfica. A partir desse
momento, os fragmentos reduzidos de alimento séo
digeridos no espacgo ectoperitrofico pela agdo das
enzimas responsaveis pela digestdo intermediéria e final
(Santos, 1985).
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Na maior parte dos lepiddpteros, o contelido do
lGmen intestinal (espago endoperitrofico) apresenta pH
acalino, ao passo que 0 espaco ectoperitréfico apresenta
pH mais préximo da neutralidade (Nation, 2002; Santos,
1985).

Trabalhos como os de Santos, Ferreirae Terra (1983)
e Santos et al. (1984), mostram gque ha uma recuperacéo
das despolimerases o-amilase e tripsina do lumen e
propdem um fluxo de fluido que carrega essas
despolimerases da regido posterior para a anterior, local
em que entram novamente no |imen na parte anterior do
intestino médio, elucidando a circulacdo endo/
ectoperitréfica dessas enzimas. Uma das funcbes da
circulagdo em contracorrente no espaco ectoperitrofico é
recuperar as enzimas do espaco endoperitrofico que seriam
excretadas juntamente com as fezes.

Como o bicho-mineiro do cafeeiro - Leucoptera
coffeella (Guérin-Meéneville & Perrottet, 1842) (Lepidoptera:
Lyonetiidae) - é uma praga de grande importancia na
cafeicultura, objetivou-se realizar um estudo comparativo
da sua digestdo com a digestdo de outros lepiddpteros
descritos mais detal hadamente na literatura, analisando o
pH 6timo, as atividades das enzimas digestivas o-
glicosidase, a-amilase, aminopeptidase, B-glicosidase,
fosfatase, sacarase, trealase e tripsina e a atividade de a.-
amilase e tripsina nas metades anterior e posterior do inseto.
Informagdes a respeito do processo digestivo do bicho-
mineiro do cafeeiro podem servir como subsidios para
exploragdo de seu processo digestivo como alvo de téticas
de controle da praga.

As lagartas do bicho-mineiro do cafeeiro foram
coletadas a partir de folhas infestadas de um cafezal e de
uma casa-de-vegetacdo no Campus da Universidade
Federal de Lavras-MG. As folhas foram acondicionadas
em sacos de papel e transportadas até o laboratério, onde
foram retiradas das minas com o auxilio de um estilete e
uma pinca. Depois de retiradas das minas, 12 lagartas foram
colocadas em Eppendorfs, pesadas e armazenadas a -20°C,
até sua utilizagdo nos ensai 0s enziméticos de determinagdo
de pH 6timo e atividade enzimatica.

Em razéo do tamanho diminuto das lagartas do
bicho-mineiro do cafeeiro, aretirada do intestino médio
ndo foi realizada, homogeneizando alagartainteira. Cada
conjunto de 12 lagartas (ou 24 metades) foi pesado e
previamente macerado em um Eppendorf com o auxilio de
um bastéo de vidro, devidamente torneado para esmagar
eficientemente as lagartas, juntamente com 0,1 mL de dgua
destilada a 4°C para facilitar a maceracéo. Apos essa pré-
maceracao, transferiu-se a solu¢do para um homogenei zador
do tipo Potter-Elvehjem, onde se realizou a

homogeneizacdo em um volume igual a 1 mL de &gua
dedtiladaa 4°C.

Apos ahomogeneizagao final, filtrou-se a solucéo
obtida em uma tela de nylon com poros de 100 um de
di@dmetro e completou-se o volume final paral mL de
agua destilada a 4°C. Esse homogeneizado foi utilizado
na determinacédo das atividades enzimaticas. Cada
conjunto de 12 lagartas (ou 24 metades) constituiu uma
repeticao.

Para a andlise da atividade da o-amilase e tripsina
nas metades anteriores e posteriores dos insetos, lagartas
de bicho-mineiro do cafeeiro foram coletadas da mesma
maneira mencionada acima e cortadas a0 meio com o auxilio
de umalupa e um estilete separando as metades anterior e
posterior de cada inseto. Cada conjunto de 24 metades
(anteriores e posteriores) foi pesado e homogeneizado da
mesma forma acima mencionada.

Os ensaios enzimaticos foram redlizados a30°C ea
determinacdo dos pH’s étimos das enzimas foi realizada de
acordo com o monitoramento da hidrélise de substratos
especificos incubados com o extrato enzimético em
diferentes pH'’s, conforme Tabela 1. Ensaios-controle sem
enzima e sem substrato foram realizados, afim de se evitar
a quantificacdo de atividade por hidrdlise do substrato na
presenca do tampé&o e por formag&o de cor a partir do extrato
enzimético.

Os tampdes utilizados (0,1 M) foram: citrato-fosfato
(3,0;4,0; 4,5, 5,0; 5,5; 6,0 6,5; 7,0), citrato (3,0; 3,5; 4,0; 4,5;
5,0; 5,5), fosfato (7,0; 7,5; 8,3), TRIS-HCI (7,0; 7,5; 8,0; 8,5;
9,0), TRIS-maleato (5,5; 6,0; 6,5; 7,0; 7,5; 8,0; 8,3) eglicina
NaOH (8,3; 9,0; 9,5; 10,0; 10,5; 11,0). * — Segundo Nodlting
e Bernfeld (1948) 2 — Segundo Santos (1985) * — Segundo
Erlanger, Cohen e Kokowsky (1961).

As atividades das enzimas digestivas foram
guantificadas da mesmaforma que a Tabela 1, porém, em
seus respectivos pH's 6timos. Incubou-se o extrato
enzimatico obtido a partir de conjuntos de 12 lagartas
inteiras ou 24 metades (anteriores e posteriores) por mL de
agua juntamente com o substrato especifico de cada enzima
durante pelo menos 4 diferentes periodos de tempo com 3
repeticdes para cada enzima analisada. Branco de substrato
(sem enzima) e branco de enzima (sem substrato) foram
determinados da mesma maneira que 0s tubos
experimentados. As atividades foram expressas em
unidades por grama de inseto (U/g). Uma unidade de
atividade corresponde a 1 micromol de produto formado
ou substrato hidrolisado por minuto de reacéo nas
condicdes do ensaio.

A andlise dos pH'’s 6timos das enzimas avaliadas
demonstrou que as despolimerases a.-amilase e tripsina
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apresentaram pH’s 6timos alcalinos (Tabela 2) e, esperando-
se que o pH 6timo de uma enzima combine com o pH de
seu local de agdo, sugere-se que estas enzimas atuem no
|imen do intestino médio do bicho-mineiro do cafeeiro e
gue esse sgja adcalino. Esta sugestéo pode ser feita a partir
de comparages com os estudos do lepidoptero Erinnyis
ello (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Sphingidae) realizados
por Santos, Ferreirae Terra (1983) que mostraram através
de medi¢des de pH que o conteido do intestino médio
desse lepidoptero € acaino, damesmaformaque ospH’s
otimos das despolimerases a-amilase e tripsina,
majoritariamente localizadas nesse local .

Osvalores de pH's 6timos, levemente écidos, das
enzimas responsaveis pelo processo de digestéo
intermediaria e fina de carboidratos analisadas no bicho-
mineiro do cafeeiro (o e B-glicosidases, sacarase e treaase,
conforme Tabela 2) sugerem que essas enzimas ndo devam
estar presentes no espaco endoperitréfico. Santos (1985)
afirmaem seu estudo baseado no lepiddptero E. elloque o
pH da regido mais proxima ao tecido epitelial (espaco
ectoperitrofico) € menos alcalino que o pH do contetido
endoperitréfico e que enzimas como (o e B-glicosidases,
sacarase e trealase estdo presas ao glicocdlice ou ligadas
as membranas das microvil osidades.

Tabela 1 — CondicBes padrbes e métodos de determinagéo de atividade das enzimas avaliadas.

Enzima EC Substrato Concentracdo pH Determinacdo
a-glicosidase 3.2.1.20 p-nitrofenil-o-D- 10 mM 3,0-7,0 p-nitrofenol?
glicopiranosideo
. . AcUcares
- 0 -
o-amilase 3211 Amido 0,5% 7,0-11,0 redutorest
Aminopeptidase 34111 LpNA 1mM 7,0-10,5 p-nitroanilina®
B-glicosidase 32121 p-nitrofenl-B-D- 10 mM 3,0-7,0 p-nitrofenol?
glicopiranosideo
Fosfatase 3132 p-nitrofenilfosfato 10 mM 3,0-11,0 p-nitrofenol?
Sacarase 3.2.1.48 Sacarose 10 mM 50-7,5 Aguicares
redutores’
Trealase 3.2.1.28 Tredose 10 mM 4,075 Agucares
redutores’
Tripsina 34.214 BapNA 0,87 mM 7,0-10,5 p-nitroanilina®

Tabela 2 — pH’s 6timos das enzimas digestivas do bicho-mineiro do cafeeiro analisadas e de outros lepidépteros

encontrados na literatura.

Enzima pH otimo Bicho- L epidéptero pH otimo Autor
mineiro Lepiddptero
Lo Thaumetopoea . .
o-glicosidase 6,0 pityocampa 6,0 Pratviel-Sosa et al. (1986)
o-amilase 10,5 Antheraea mylitta 9,5 Nagaraju e Abraham (1995)
. . Spodoptera
Aminopeptidase 8,3 littoralis 75a85 Lee e Anstee (1995)
B-glicosidase 6,0 Erinnyisello 6,0 Santos e Terra (1986)
Fosfatases 55€9,5 Helicoverpa 105 Srinivas et . (2006)
armigera
Sacarase 6,5 Sesamia inferens 6,2 Agarwal (1987)
Tredlase 6,0 Bombix mori 6,0 Sumida (1977)
Tripsina 9.7 Choristoneura 95 Milne e K aplan (1993)*

fumiferana

* citados por Terraet al., 1996
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Outro estudo que reforca as conclusdes tomadas
para o bicho-mineiro do cafeeiro € o de Nakonieczny,
Michalczyk e Kedziorski (2006), que relatam valores
superiores das atividades das enzimas envolvidas na
digestéo intermediariae final (maltase, celobiase, trealase,
sacarase e a-glicosidase) no tecido epitelial do intestino
médio (local com pH levemente &cido) de Parnassius
apollo (Linnaeus, 1758) (L epidoptera: Papilionidag) em
relacdo a atividade dessas enzimas no conteudo do
intestino médio (local mais alcalino). Ja no contetido do
intestino médio, esses autores encontraram maior atividade
dea-amilase (envolvida na digesté@o priméria) em relagdo a
atividade dessa enzima determinada no tecido epitelia do
intestino médio.

As atividades das enzimas a-amilase e tripsina
atuantes na metade anterior do bicho-mineiro do cafeeiro
foi maior que na metade posterior para as duas
despolimerases e correspondem respectivamente a 58% +
3 e65% + 2 dadtividade total (Tabela 3).

Tabela 3 — Atividades daa-amilase e tripsina em lagartas
de Leucoptera coffeella.

Enzimas Regigo Regido Lagarta
anterior posterior inteira
o-amilase 171+ 122+ 292+
0,074 0,066 0,13
Tripsina 0,401 + 0,209 + 0,61+
0,051 0,058 0,11

Resultados obtidos a partir da média de trés
preparacdes diferentes + desvio padréo, expressos em U/
g de inseto.

Esse comportamento de distribuicdo dessas
despolimerases no bicho-mineiro do cafeeiro € semelhante
a0 encontrado em lagartas de E. ello (Santos, Ferreira e
Terra, 1983; Santos et a., 1984), no qua ao-amilase ea
tripsina apresentaram na regido anterior do contetido da
membrana peritréfica, respectivamente, 60% + 1 e 61% + 3
daatividade total.

Os resultados de pH”s étimos obtidos separam as
enzimas em dois grupos (um alcalino e outro levemente
acido) e sugerem a compartimentalizacdo do processo
digestivo. Os valores das atividades das enzimas a.-amilase
e tripsina nas metades anterior e posterior do bicho-mineiro
do cafeeiro sugerem areciclagem das enzimas a-amilase e
tripsina através de uma circulagdo em contracorrente no
espaco ectoperitrofico, da mesma forma que os resultados
obtidos por Santos, Ferreirae Terra (1983) e Santos et al.
(1984).

Apesar das atividades de o.-amilase e tripsina nas
lagartas do bicho-mineiro do cafeeiro terem sido realizadas
nas metades anterior e posterior de lagartas inteiras, que
inclui o epitélio do ventriculo, local onde, possivelmente,
exista atividade de a-amilase e tripsina, os resultados da
presente andlise se assemelham muito com os resultados
obtidos por Santos, Ferreirae Terra (1983) e Santos et al.
(1984), trabalhos que detal hadamente caracterizaram o fluxo
em contracorrente no espaco ectoperitréfico em
lepidopteros (Lehane e Billingsley, 1996).

A comparagdo das atividades das enzimas do bicho-
mineiro do cafeeiro em seus respectivos pH'’s 6timos com
os resultados obtidos por Santos, Ferreirae Terra (1983)
(Tabela4), mostra que as atividades de todas as enzimas
do bicho-mineiro do cafeeiro comparadas apresentaram
valores superiores, com exce¢do daa.-amilase, cujo valor
de atividade é maior em E. elo. As a-glicosidades ndo
puderam ser comparadas, pois no trabalho de Santos,
Ferreirae Terra (1983) utilizou-se a maltose como substrato.
As enzimas comparadas foram determinadas com os
mesmos substratos especificos nas mesmas
concentragdes.

As diferengas nas atividades podem estar relacionadas
com o teor de nutrientes da fonte de alimento, em razéo das
necessidades fisiol égicas das lagartas ou, ainda, por ocorrer
atividade das enzimas estudadas em outras partes do bicho-
mineiro do cafeeiro que ndo o tubo digestivo.

Mesmo utilizando-se insetos inteiros na obtencéo
do extrato enzimético, os resultados obtidos nesse estudo
do bicho-mineiro do cafeeiro se assemelharam muito com
outros estudos nos quais o intestino médio foi separado.
Os vaores de pH's 6timos das enzimas e a andlise das
atividades de a-amilase e tripsina nas regides anterior e
posterior da lagarta se assemelharam muito com os
resultados demonstrados na Tabela 2 e obtidos por Santos,
Ferreirae Terra (1983) e sugerem a presenca da membrana
peritréfica e a compartimentalizacdo da digestao nos
espacos endo e ectoperitréficos, com um fluxo de fluidos
em contracorrente no espago ectoperitrofico, reciclando
as enzimas tripsina e a-amilase, evitando, dessaforma a
excrecdo dessas enzimas junto com as fezes.

Sugere-se que o sistema digestivo do bicho-mineiro
do cafeeiro sgja organizado de maneira muito semelhante
a0 de outros lepidopteros como E. ello (Santos, Ferreirae
Terra, 1983), P. apollo (Nakonieczny et al., 2006) e Sesamia
nonagrioides (Lefébvre, 1827) (Lepidoptera: Noctuidae)
(Ortego, Novilo e Castafiera, 1996), dividindo o processo
digestivo em digestao priméria (ocorrida pela agdo de
despolimerases de pH 6timo alcalino no espaco
endoperitréfico) e digestdo intermediria e fina (ocorridas
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Tabela4 — Atividades das enzimas analisadas do bicho-mineiro do cafeeiro e atividades das enzimas de Erinnyis ello

(Santos, Ferreirae Terra, 1983).

Atividade (U/g de E. €llo)

Enzima EC Ativ dadrii%g?o()je bicho- Santos, Ferreirae Terra
(1983)*
a-glicosidase 3.2.1.20 13,67 *3,43 0,95
a-amilase 3211 2,21%0,12 5,76
Aminopeptidase 34111 6,81 0,86 1,79
B-glicosidase 32121 0,38%0,16 0,25
Fosfatase &cida 3.1.3.2 0,79*0,19 -
Sacarase 3.2.148 6,76 * 0,78 -
Tredase 3.2.1.28 2,21+0,44 0,33
Tripsina 34.21.4 0,70* 0,099 0,0606

* aconversdo da atividade de U/animal disponivel em Santos, Ferreirae Terra (1983) para U/g de inseto pode ser feita considerando
0 peso médio de uma lagarta deE. elloigual a5g (Terra, Ferreirae Santos, 1982).

pelaacdo de enzimas com pH's étimos levemente &cidos
situadas no espago ectoperitrofico).
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