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RESUMO

MATTOSO, T. C.; D.Sc. Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro. Abril de 2016. Levantamento de Ascomicetos e estudo da dinédmica de
infeccdo de Escovopsis em diferentes regides dos jardins de formigas

cortadeiras. Professor Orientador: Richard lan Samuels.

As formigas cortadeiras sao bastante conhecidas pelas relagbes de simbiose
com alguns microrganismos, servindo de modelo para o estudo de dinamica
de comunidades microbianas e também de processos de coevolugao
simbidtica. O microrganismo primordial a sobrevivéncia dessas espécies de
formigas é o fungo simbionte do género Leucoagaricus, cultivado para servir
como alimento ao formigueiro. No entanto, assim como na agricultura humana,
os jardins de fungo simbionte sdo atacados por patégenos como o fungo
Escovopsis sp. que podem suprimir suas colénias em casos extremos.
Contudo, as formigas cortadeiras também apresentam diversas ferramentas
que contornam as infecgdes em seus jardins, dentre elas, a associagao com
microrganismos simbiontes, como a bactéria do género Pseudonocardia sp.
presente em seu tegumento, que secreta antibioticos contra o fungo parasita.
Estudos apontam que estes organismos coevoluiram ao longo de milhdes de
anos, tornando-se interdependentes. Em contrapartida, outros microrganismos
séo relatados colonizando os jardins de formigas cortadeiras, dentre eles os
fungos do filo Ascomycota. O primeiro capitulo deste trabalho investiga a
comunidade de ascomicetos presentes em duas regides distintas dos jardins
de espécies de formigas cortadeiras com diferentes comportamentos de corte
de plantas (monocotiledéneas e dicotiledéneas). Para tanto, efetuou-se estudo
metagendémico de regides distintas dos jardins das formigas Acromyrmex
Subterraneus subterraneus, Acromyrmex coronatus e Acromyrmex balzani. A

espécie cortadeira de monocotiledéneas apresentou uma populagédo de
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leveduras estatisticamente maior comparado com a populacdo de leveduras
de jardins de espécies que cortam dicotiledoneas. Uma espécie de levedura
do género Metschnikowia sp. foi comum a todas as col6nias estudadas. Esta
levedura apresentou atividade antagonistica a Escovopsis e pode apresentar
alguma fungao nos jardins de formigas cortadeiras. O segundo capitulo estuda
a dindmica de infeccédo do parasita Escovopsis em trés regides dos jardins de
Atta sexdens rubropilosa através do desenvolvimento de marcadores
moleculares especificos e de técnicas de isolamento em meio de cultivo. O
fungo Escovopsis iniciou sua infecgdo na regido intermediaria dos jardins,
desenvolvendo-se em diregao as regides superior e inferior, sugerindo-se que
a regido mais antiga dos jardins (inferior) n&o seja apropriada ao crescimento
inicial deste parasita. O primer Esco_1R desenvolvido neste trabalho é
especifico ao género Escovopsis e util na detecgdo deste parasita em
amostras de jardins de formigas cortadeiras. Portanto, esta tese trata do
estudo de ascomicetos e suas relagbes com as regides dos jardins de

formigas cortadeiras utilizando-se metodologia molecular e convencional.

viii



ABSTRACT

MATTOSO, Thalles Cardoso, Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro, April 2016. Screening of Ascomycetes and study of Escovopsis infection
dynamics in different regions of leaf cutting ant gardens.Supervisor: Richard lan

Samuels.

The leaf cutting ants are well known to have symbiotic relationships with certain
microorganisms serving as a dynamic model for the study of microbial
communities and also coevolution processes with microorganisms. The primary
microorganism vital for the survival of these species of ants is the symbiont fungus
Leucoagaricus that are cultivated on foliar substrate collected by workers in their
colonies and used as a primary source of nutrients. However, as in human
agriculture, the symbiont fungus gardens cultivated by leaf-cutting ants are
affected by pathogens such as the parasitic fungus Escovopsis sp. that can
suppress their colonies in extreme cases. However, leaf-cutting ants also have
several tools that circumvent infections in their gardens, among them the
association with symbiotic microorganisms, such as bacteria of the genus
Pseudonocardia present on the integument of some workers, which produce
toxins that combat parasitic fungus. Studies indicate that these organisms co-
evolved over millions of years, becoming interdependent. In contrast, other
microorganisms are reported colonizing the gardens of leaf-cutting ants, among
them fungi of the phylum Ascomycota. The first chapter of this study investigated
the community of Ascomycetes present in two distinct regions of the gardens of 3
species ants with different leaf cutting habits (monocots and dicots).A,
metagenomic study was carried out for different regions of the gardens of
Acromyrmex subterraneus subterraneus, Acromyrmex coronatus and Acromyrmex

balzani. The ants which cut only monocots (A. balzani) had a yeast population of
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statistically higher compared to the population of yeast species in gardens of ant
species that cut dicots (A. subterraneus subterraneus, A. coronatus. A yeast
species of the genus Metschnikowia was common to all the colonies studied. This
yeast showed antagonistic activity against Escovopsis and may have a role in
protecting the gardens of leaf-cutting ants. The second chapter studied the
dynamics of Escovopsis infection in three regions of Atta sexdens gardens through
the development of specific molecular markers and isolation techniques in culture
medium. The Escovopsis fungus initiated infection in the intermediate region of the
gardens, developing towards the upper and lower regions, suggesting that the
oldest area of the gardens (lower) is not suitable for the initial growth of this
parasite. The primer Esco_1R developed in this work is specific to Escovopsis and
is useful in the detection of the parasite in samples of gardens of leaf-cutting ants.
Therefore, this thesis deals with the study of ascomycetes and their interactions
with the different regions of the gardens and different leaf-cutting habits of ants

using molecular and conventional methodology.



1.  INTRODUGAO

As formigas cortadeiras sao consideradas pragas de grande importancia
na América Latina devido aos prejuizos causados em sistemas de produgao
agricola, pecuaria e florestal. Apesar da preferéncia por determinadas espécies de
plantas, a maioria das culturas é atacada e danificada pelas formigas, que cortam
folhnas e ramos tenros, podendo levar a destruigdo completa das plantas (Della
Lucia, 2003).

As formigas cortadeiras sao classificadas em dois géneros: Atta (sauvas) e
Acromyrmex (quenquéns) (Myrmicinae, Attini), com 15 e 24 espécies descritas,
respectivamente. As “quenquéns” se caracterizam por cortar folhas de hortalicas,
algumas frutiferas como videiras, laranjeiras, pessegueiros (Della Lucia et al.,
1993), além de Eucalyptus spp., Pinus spp. e diversas espécies de plantas
ornamentais. As folhas sdo processadas e utilizadas como substrato ao fungo
simbionte Leucoagaricus gongylophorus (Basidiomycota), que serve de alimento
as formigas cortadeiras.

O controle quimico de formigas cortadeiras pelo uso de iscas granuladas a
base de sulfluramida (Mirex-S®) e diflubenzuron (Formilin®) é um método eficiente,
econdmico e pratico, porém seu uso apresenta restricoes como: danos a espécies
nao-alvo, amuamento e rejei¢ao (Della Lucia et al. 2013).

O controle biolégico de insetos apresenta algumas vantagens como a
especificidade, o baixo custo e a inocuidade aos ecossistemas. O controle
microbiano, utilizando fungos entomopatogénicos parece ser promissor no controle

de formigas cortadeiras, devido a capacidade dos fungos de infectar em diferentes



estagios de desenvolvimento do hospedeiro (Alves et al., 1998). Os fungos sao
capazes de infectar o hospedeiro através do tegumento, apresentam mais de um
mecanismo de infeccdo, além de ndo haver relatos de resisténcia contra esses
microrganismos (Tabashnik, 1994; Diehl-Fleig, 1995; Charnley, 1997). Contudo, no
caso das formigas cortadeiras, estes fungos patogénicos devem ser capazes de
superar ou romper a organizagao social e as defesas existentes nas colénias (Della
Lucia, 2003).

As formigas cortadeiras apresentam defesas comportamentais, como a
limpeza do tegumento (“grooming”), higienizagao do ninho, mudangas na atividade,
dispersao, além do abandono da propria colonia. Além disso, estes insetos
possuem defesas morfolégicas, estruturais e fisioldgicas, como a presenca de
pelos que dificultam o processo de infecgdo de alguns organismos (Diehl-Fleig,
1995), a secrecdo de antibidticos, e a associagdo com bactérias simbiontes
presentes nos tegumentos das formigas (Currie et al., 1999). Contudo, os
mecanismos de defesa junto as associagdes com diferentes microrganismos
dificultam os métodos de controle biolégico desses insetos, que mostram-se
eficientes em laboratério, mas sédo falhos no campo (Della Lucia et al., 2013).
Apesar dos mecanismos de supressdo de microrganismos invasores nas colonias
de formigas cortadeiras, muitos microrganismos ainda sao encontrados nos jardins,
tais como: bactérias, fungos filamentosos e leveduras (Currie et al., 1999;
Rodrigues et al., 2011). Portanto, para contornar as defesas naturais em colénias
de formigas cortadeiras, deve-se focar no estudo das comunidades de
microrganismos dos jardins, € ndo apenas em “ organismos-chave”, ja conhecidos
por suas associacdes com estes insetos.

Outras espécies de microfungos presentes dentro das col6nias foram
estudados na intengcdo de avaliar suas possiveis fungdes dentro das colbnias.
Contudo, a maioria ndo apresenta relevancia as col6nias de formigas, por se tratar
de espécies oportunistas e ndo serem especificas as Attini (Rodrigues et al., 2011).
Entretanto, a maioria destes trabalhos utiliza-se de técnicas dependentes de cultivo
para o isolamento dos microrganismos, o que pode comprometer os resultados
destes trabalhos, selecionando-se todo o contingente possivel de microrganismos
associados as col6nias de formigas cortadeiras, podendo comprometer a avaliagao

da comunidade de microrganismos presentes na amostra de jardim.



Além do fungo do género Leucoagaricus, cultivado pelas formigas da tribo
Attini, outro fungo bastante estudado é o seu parasita especializado Escovopsis sp.
(Hypocreaceae, Hypocreales). Este fungo pode afetar o desenvolvimento do jardim
de fungo simbionte, limitando o seu crescimento ou até mesmo tomando conta de
todo o jardim provocando a sua morte (Currie e Stuart, 2001). Acredita-se que a
relacdo de Escovopsis sp. com estes formigueiros seja muito antiga, indicando uma
relagdo de coevolugdo com o fungo simbionte. A associagdo de Escovopsis sp.
com as colénias de formigas Attini € tao intima que nao existem espécies que
tenham sido encontradas fora de colénias de formigas (Currie et al., 2003a). Apesar
dos estudos direcionados a este parasita em particular, poucos aspectos referentes
a sua biologia sdo conhecidos, bem como da forma de infec¢gao dos formigueiros
(Pagnocca et al., 2012).

Este trabalho propde pela primeira vez o uso de ferramentas moleculares
para o estudo das populagdes de microfungos do filo Ascomycota (dentre eles o
parasita Escovopsis sp.) em colénias de formigas cortadeiras. Através deste estudo
pode-se determinar a populagao dos Ascomicetos presentes nos jardins, atém de
permitir a realizacdo de analises da diversidade de suas populacoes.

Outra vertente deste trabalho é a busca pelo entendimento da dindmica de
infeccdo do parasita Escovopsis sp. nos jardins de formigas cortadeiras, visando

uma possivel estratégia de controle bioldgico através deste patdgeno.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. As formigas cortadeiras

As formigas sao insetos eussociais que constituem colénias que
estabelecem divisdo de trabalho entre diferentes castas, sejam reprodutivas ou
estéreis. Além disto, se caracterizam pelo cuidado cooperativo com a prole e
sobreposigao de geragdées em um mesmo ninho. Estes insetos sdo pertencentes a
ordem Hymenoptera e se agrupam em apenas uma familia, Formicidae (Wilson e
Holldobler, 1990). As formigas séo abundantes na maior parte dos ecossistemas
terrestres (Wilson, 1971). No entanto, a tribo Attini, que compreende os géneros
Atta e Acromyrmex, conhecidas como formigas cortadeiras, é exclusiva da regido
neotrdpica. Estas formigas cortam e utilizam vegetais frescos como substrato de
seus fungos simbiontes, sendo capazes de explorar a maioria das espécies
cultivadas, ocupando lugar de destaque entre pragas de diversas culturas agricolas
no Neotrépico (Della Lucia, 2003). Suas associagdes simbioticas com fungos
Leucocoprineae e Pterulaceae, que |lhes servem de alimento, tiveram inicio ha
cerca de 45 a 50 milhdes de anos (Schultz; Brady, 2008).

Dentro da tribo Attini existem géneros basais que também cultivam fungo,
mas que nao adquiriram a habilidade de cortar e processar material vegetal fresco,
utilizando folhas e frutos secos, além de carcacas de diversos artropodes como
substrato para o fungo. Os géneros sao: Apterostigma, Cyphomyrmex,

Mycetophylax, = Mycocepurus, Myrmicocrypta, Mycetosoritis, Mycetarotes,



Sericomyrmex, Trachymyrmex, e Mycetagroicus (Della Lucia, 2003; Schultz e
Brady, 2008).

No Brasil, ocorrem 20 espécies e nove subespécies taxondémicas aceitas
de Acromyrmex (Brandao et al., 2011). Este género é encontrado em praticamente
todo o tipo de nicho ou bioma como: florestas subtropicais, tropicais e equatoriais
umidas ou secas, cerrados, pampas, desertos, caatingas e restingas,
compreendido entre as latitudes 34°N e 41°S da regidao Neotropical. Portanto, sua
ocorréncia abrange desde a Califérnia até a Patagonia, incluindo Cuba e Trinidad.
Porém, na América do Sul, sé ndo ocorrem no Chile (Delabie et al., 2011).

A espécie Acromyrmex subterraneus subterraneus é frequentemente
encontrada nos estados de Sido Paulo, Amazonas, Ceara, Rio Grande do Norte,
Minas Gerais, Espirito Santo, Mato Grosso, Parana, Santa Catarina, Rio Grande do
Sul e Rio de Janeiro (Mayhé-Nunes, 1991). Seus ninhos sdo subterraneos ou
parcialmente subterrdneos, na maioria das vezes proximos aos sistemas
radiculares de plantas, o que muitas vezes dificulta a sua coleta. O monte de terra
solta pode atingir até dois metros de diametro, independente da idade da colbnia,
onde sob este se encontram duas ou trés camaras de formato irregular com
didmetros iguais ou superiores a 80 cm, quase sempre largas e achatadas. Os
ninhos podem alcancar de 3,96 m? até 20 m?, chegando a uma profundidade de até
90 cm em relagéo ao nivel do solo. Além disso, as coldnias de Acromyrmex podem
ser compostas por uma ou mais rainhas (Moreira e Della Lucia, 1993; Pereira e
Della Lucia, 1998; Andrade, 2002).

Ha uma grande variagdo na arquitetura dos ninhos, provavelmente, em
funcado do clima e da época do ano. Em ninhos jovens, o fungo fica a mais ou menos
10 cm da superficie do solo, e aderido a raizes. Geralmente, os ninhos jovens
apresentam somente uma camara contendo o fungo, rainha(s) e prole (Forti et al.,
2011).

Em diferentes ecossistemas neotropicais as formigas cortadeiras
participam ativamente na ciclagem de nutrientes do solo, seja por meio das
camaras subterraneas de suas coldnias ou pelas pilhas externas com matérias
depositadas pelas formigas. Estes processos sao responsaveis pela melhoria das
propriedades fisico-quimicas do solo como a modificagdo das estruturas, da
permeabilidade e a disponibilidade de nutrientes em suas camaras de lixo e do

fungo simbionte. Além disso, as formigas cortadeiras podem desempenhar um



papel importante na dispersdo de sementes, dependendo, portanto de seus
comportamentos frente aos diasporos, o local de deposi¢cao das sementes, a taxa
de herbivoria de plantulas de sementes germinadas perto do ninho e o tipo de
ecossistema onde elas ocorrem (Souto e Sternberg, 2011).

Apesar de suas fung¢des benéficas nos ecossistemas neotropicais, estudos
revelam que as formigas cortadeiras sdo favorecidas em areas modificadas pela
acao antropica. A modificacdo do ambiente pode reduzir a populacido de
predadores e parasitas dessas formigas, além de promover a proliferagcdo de
vegetais primarios que sao palataveis e mais faceis de serem alcangados,
reduzindo custo energético na aquisicao de folhas. Um exemplo deste beneficio é
o aumento da populagao de formigas cortadeiras em florestas convertidas a pastos
e plantacdes (Forti et al., 2011).

Os registros dos danos causados pelas formigas cortadeiras datam desde
o descobrimento do Brasil, sendo pragas de diversas culturas do setor agricola,
pecuario e florestal. No ultimo caso, destaca-se principalmente através dos
prejuizos a cultura do eucalipto. Em florestas tropicais, estimou-se que somente o
género Atta seja responsavel pela desfolha de 12 a 17% da produgédo neste
ecossistema (Cherrett, 1976). Costa et al. (2008) estimaram que cerca de 17% da
vegetacado do cerrado brasileiro é cortado pelas sauvas. Este indice representa
duas a trés vezes os danos causados por todos os outros herbivoros do cerrado
somados. Portanto, as formigas cortadeiras s&o consideradas pragas importantes
e a manutencao de suas populacdes abaixo dos niveis de danos econémicos €&

desejavel nas areas de suas ocorréncias.

2.2. Fungos Ascomicetos associados as formigas cortadeiras

O filo Ascomycota apresenta aproximadamente 64000 espécies
conhecidas, sendo o maior e mais diversificado dos filos dos eucariotos. Suas
espéecies dominam diversos nichos nos ecossistemas aquaticos e terrestres,
atuando como saprofitos de material organico, mutualistas, parasitas e patégenos
de animais, de plantas e de outros fungos (Schoch et al., 2009). Supbe-se que este
ambiente criado para o cultivo subterrdneo do fungo simbionte seja igualmente

proprio ao desenvolvimento de ascomicetos hipdgenos.



O estudo dos fungos associados as formigas cortadeiras comegou com o
descobrimento do fungo simbionte do filo basidiomicota que elas cultivam. Mas,
frequentemente, contaminagdes por outras espécies de fungos sdo observadas e
relatadas (Moller, 1893; Pagnocca et al., 2012). Ao longo dos anos, com 0 avango
da Microscopia Optica no meio cientifico, diversas espécies de ascomicetos foram
identificadas associadas, desde aos jardins de fungo simbionte, até com as proprias
formigas cortadeiras (Rodrigues et al., 2008a, 2011).

Dentre os ascomicetos estudados em jardins de formigas cortadeiras
destaca-se o parasita Escovopsis. Este género ganhou importancia por ser relatado
como um parasita especifico dos jardins de formigas da tribo Attini, e também por
evidéncias que sugerem uma relagdo de coevolugdo com o fungo simbionte
cultivado pelas formigas dessa tribo (Currie et al., 1999; Currie et al., 2003a).
Todavia, além de Escovopsis sp., outros ascomicetos sdo comumente isolados de
colonias de Attini. Trabalhos envolvendo colbnias intoxicas com iscas a base de
sulfluramida, conduzem a infec¢des pelo fungo Escovopsis sp. (Carlos et al. 2011).
Contudo, outras espécies de fungos também foram observadas colonizando os
jardins (Figura 1).

Exemplos de ascomicetos dos géneros Cunninghamella, Fusarium, e
Trichoderma sao frequentemente encontrados em ninhos de Atta e Acromyrmex
(Rodrigues et al., 2005, 2008a). Recentemente, trés novas espécies como
Trichoderma attinorum, T. texanum e T. longifialidicum foram descritas em col6nias
de Attinis, sugerindo-se que a ocorréncia de novas espécies associadas a essas
formigas pode estar relacionada a dindmica de comportamento de forrageamento
(Montoya et al., 2016).



Figura 1. Fungo oportunista (Aspergillus sp.) crescendo sobre o jardim de Atta
sexdens rubropilosa tratada com inseticida. Observagdes realizadas em ensaios

preliminares.

Alguns trabalhos sugerem que a maioria dos fungos filamentosos
provenientes dos jardins das Attini tem origem endofitica, podendo ser encontrados
também no material vegetal coletado pelas operarias (Guedes et al., 2012,
Rodrigues et al., 2008a, 2011). Guedes et al. (2012) ao estudar fungos associados
ao tegumento de Atta laevigata, isolaram alguns fungos associados a plantas como:
Alternaria arborescens, Bipolaris sorokiniana, Bipolaris eleusines, Bipolaris zeae,
Curvularia trifolii e Paraphaeosphaeria michotii.

Espécies de ascomicetos na forma de leveduras também sdao comumente
encontradas nos jardins de formigas cortadeiras. Um dos primeiros relatos de
leveduras em jardins de formigas cortadeiras foi realizado em amostras de jardim
de Atta cephalotes e Acromyrmex octospinosus. Através de microscopia eletronica
de varredura pdde-se observar a presenga de leveduras associadas aos jardins
(Craven et al., 1970).

Espécies novas de leveduras foram relatadas em jardins de formigas da
tribo Attini, como Blastobotrys attinorum (Carreiro et al., 2004) e Starmerella aceti

(Melo et al., 2014). Little e Currie (2008) identificaram a presenca de leveduras do



género Phialophora na parte ventral do abdémen de formigas do género
Apterostigma sp. Este trabalho demonstra que a levedura Phialophora apresenta
efeito antibidtico sobre as bactérias simbiontes associadas ao tegumento de
formigas Attini, Pseudonocardia, tornando as col6nias mais susceptiveis ao fungo
parasita Escovopsis.

Rodrigues et al., (2009) encontraram associadas aos jardins de formigas
cortadeiras Atta texana, espécies de leveduras capazes de inibir o crescimento
micelial dos fungos Escovopsis, Syncephalastrum racemosum e Beauveria
bassiana, indicando que as leveduras desempenham fungbes antagbnicas aos
inimigos naturais das formigas cortadeiras juntamente com as actinobactérias
Pseudonocardia.

No caso de fungos associados as formigas, houve relatos de infecgdes
incomuns em rainhas de Acromyrmex octospinosus e Atta colombica provocadas
pelo fungo entomopatogénico Ophiocordyceps, teliomorfo de Hirsutella (Hughes et
al., 2009). Os autores mostraram também a habilidade de Ophiocordyceps alternar
entre hospedeiros de diferentes subfamilias e géneros de Attini Atta, Acromyrmex,
Sericomyrmex e Apterostigma (Myrmicinae, Attini) e o género Camponotus
(Formicinae). Isto pode indicar uma recente relagéo entre parasita e hospedeiro na
evolugao.

Em regides temperadas, os entomopatdégenos Metarhizium anisopliae e
Beauveria bassiana sao comumente encontrados no solo, podendo estar
associados principalmente aos hospedeiros terrestres, de forma que os insetos que
vivem no solo estdo mais susceptiveis a contaminacdo (Bidochka et al., 1998).
Existem poucos relatos dos géneros Beauveria e Metarhizium infectando insetos
sociais. Para insetos sociais hipdégenos, os dados ainda sdo escassos (Schmid-
Hempel, 1998), havendo relatos mostrando sua ocorréncia natural em formigas
cortadeiras. Diehl-Fleig et al. (1992), por exemplo, isolaram B. bassiana de
operarias da espécie Atta sexdens piriventris. Alves (1998) obteve isolados de M.
anisopliae var. anisopliae a partir de rainhas de A. sexdens rubropilosa, enquanto
Rodrigues et al., (2005) conseguiram isolar o mesmo entomopatdégeno a partir do
fungo simbionte de ninhos de A. sexdens rubropilosa. Ribeiro et al. (2012)
verificaram a presenga dos fungos Aspergillus ochraceus, e Beauveria bassiana
associados a operarias de Afta bisphaerica, relatando-os como possiveis agentes

de controle bioldgico.
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O fato de haver poucos relatos de patdégenos atacando colénias de
formigas cortadeiras indica a presencga de sistemas defensivos bem desenvolvidos
e complexos por parte das formigas cortadeiras, muitos dos quais s&o objetos de

estudos.

2.3. Defesas de formigas cortadeiras contra patégenos

A organizagdo social das formigas cortadeiras é considerada uma
estratégia eficiente de defesa contra invasores de suas coldnias, pois estes insetos
constituem um superorganismo. Cada componente tem comportamento destinado
ao bem de todos os demais, quer seja através de cuidados e cooperacgao, divisao
de tarefas entre castas e sobreposi¢ao de geracdes (Wilson, 1971).

Hughes et al. (2002), em trabalho com a espécie Acromyrmex echinator,
verificaram que, quando as formigas sdo expostas aos esporos de M. anisopliae, a
taxa de transmissao da doencga é inversamente proporcional a densidade das
populagdes destes insetos. Ou seja, quando juntas, estas formigas apresentaram
uma melhora substancial na taxa de sobrevivéncia frente ao entomopatégeno.
Currie e Stuart (2001) observaram o comportamento de limpeza das operarias de
Atta colombica frente a contaminagao de seus ninhos pelos patégenos Trichoderma
viride e Escovopisis sp., onde dois tipos de atividades foram observados:
(grooming) limpeza dos esporos de patdgenos e (weeding) remogao de substratos
infectados. Além disso, verificaram-se os processos de higiene como: autolimpeza
do tegumento (“self-grooming”), limpeza do fungo simbionte (“fungus-grooming”) e
remogao de partes contaminadas do jardim. Estes procedimentos ocorreram logo
apos a introdugéo dos patdégenos, indicando que esses s&o os artificios primarios
dentro de uma coldnia infectada. A limpeza envolve basicamente a lambedura das
superficies a serem limpas e o armazenando das particulas indesejadas na
cavidade infrabucal, tipica das formigas (Wilson e Holldobler, 1990). Os residuos
da cavidade infrabucal sao transportados até as camaras de lixo, onde sao
regurgitados como “pellets” (Pagnocca et al. 2011).

A divisdo do ninho em compartimentos com areas dedicadas a deposi¢ao
dos materiais indesejados é considerada uma estratégia profilatica adotada pelas
formigas, pois o lixo fica isolado do fungo que lhes serve de alimento (Currie e
Stuart, 2001; Hart e Ratnieks, 2002). Ballari et al. (2007) notaram a existéncia de
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diferengas comportamentais entre operarias que realizavam diferentes tarefas,
como a remogao e a deposigdo do lixo, 0 manejo e a manutengdo do fungo
simbionte e o corte e a conducédo de folhas frescas em colénias de Acromyrmex
lobicornis. As formigas destinadas a uma atividade ndo desempenhavam fungdes
diferentes. Além disso, operarias responsaveis pelo manejo do lixo ndo tinham
acesso a camara do fungo, sendo as mesmas impedidas de transitar pela mesma
trilha das formigas que cortavam e transportavam folhas (Hart e Ratnieks, 2002;
Ballari et al., 2007). Os comportamentos de higiene, limpeza e manejo do lixo,
portanto, aperfeicoam as condigdes de crescimento e protegao dos jardins de fungo
contra parasitas e competidores (Currie e Stuart, 2001; Bot et al., 2001).

As formigas cortadeiras também apresentam mecanismos fisiolégicos
como meio de defesa de suas colbnias, através de secrecdes de substancias pelas
glandulas mandibulares, que podem minimizar a agdo de compostos téxicos como
o tanino e terpenoides, além de reduzir a germinagao de conidios de fitopatégenos,
como exemplo: Botrytis cinerea (Marsaro et al., 2001) e eventuais fungos
parasiticos, saproéfitos ou enddfitos, presentes na forragem. Contudo, suas
secrec¢oes nao foram capazes de interferir na germinacéo de Escovopsis weberi e
Metarhizium anisopliae (Rodrigues et al., 2008b). Outra glandula comumente
encontrada em formigas cortadeiras foi reportada como sendo capaz de atuar
contra o entomopatégeno M. anisopliae. Trata-se da glandula metapleural que, de
acordo com o trabalho de Poulsen et al. (2002), € capaz de produzir compostos
antifungicos em operarias de Acromyrmex octospinosus. Neste trabalho, operarias
que tiveram suas glandulas metapleurais tampadas com uma pelicula de esmalte
foram mais susceptiveis a infeccao por M. anisopliae do que operarias com suas
glandulas tampadas. Os compostos secretados pelas glandulas metapleurais
podem ser lambidos e espalhados no tegumento no momento da autolimpeza. Esta
atividade foi observada em formigas dos géneros Afta e Acromyrmex, com
significativo aumento deste comportamento na presenga de agentes infecciosos,
dentre eles E. weberi e M. anisopliae (Fernandez-Marin et al., 2006).

Em formigas do género Atta, a glandula metapleural parece desempenhar
um papel mais importante contra patdogenos, tendo em vista o seu maior volume e
a auséncia de bactérias simbiontes visiveis nos seus tegumentos se comparada
com formigas do género Acromyrmex (Currie et al., 2006; Sen et al., 2009;
Fernandez-Marin et al., 2009; Lacerda et al., 2010).
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RESUMO

As formigas cortadeiras sdo comumente conhecidas por suas organizagoes
sociais, que lhes conferem uma forte defesa contra organismos invasores em suas
colénias. Além desse atributo, estes insetos apresentam caracteristicas
morfoldgicas, estruturais e fisioldgicas que reforgam ainda mais a guarda em seus
ninhos contra microrganismos invasores. Todavia, além do fungo simbionte
cultivado em suas coldnias e do seu fungo parasita Escovopsis, pouco se conhece
a respeito da microbiota fungica associada aos seus jardins. Os trabalhos ja
conduzidos no sentido de estudar a comunidade de fungos associados aos jardins
foram conduzidos utilizando-se metodologia padrdo de isolamento e
desenvolvimento desses microrganismos em meio de cultivo. Com o advento dos
avangos em metodologias moleculares no estudo de populagbes de
microrganismos, houve melhorias significativas nos estudos de comunidades. O
presente estudo investiga, através de marcadores moleculares e clonagem, fungos
do filo Ascomycota presentes em amostras de duas regides dos jardins de trés
espécies de formigas cortadeiras do género Acromyrmex: Acromyrmex
subterraneus subterraneus e Acromyrmex coronatus, ambas cortadeiras de plantas
dicotiledbneas, e Acromyrmex balzani, cortadeira de gramineas. Os fungos

identificados a partir de amostras de jardim corresponderam ao total de 21 géneros
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e 40 espécies. A presenga de ascomicetos leveduriformes foi maior em jardins de
formigas cortadeiras de gramineas (A. balzani) (57,5%) comparado a jardins de
cortadeiras de dicotiledéneas (A. subterraneus subterraneus e A. coronatus) 12,5%
e 15%. Leveduras do género Metschnikowia isoladas a partir dos jardins foram
capazes de inibir o crescimento micelial do fungo Escovopsis sp. e do oportunista
Penicillium sp., colocando em questéo suas fungdes dentro das colbnias. Este € o
primeiro relato da presenca de leveduras do género Metchnikowia em jardins de
formigas cortadeiras.
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ABSTRACT

Leaf-cutting ants are commonly known for their social organizations, which
provide them with a strong defense against invading organisms in their colonies. In
addition to this attribute, these insects present morphological, physiological and
structural features that further reinforce the defense of their nests against invading
microorganisms. However, apart from the symbiotic fungus cultivated in its colonies
and its parasitic fungus Escovopsis, little is known about the fungal microbiota
associated with leaf-cutting ant gardens. The work conducted to study the fungal
community associated with the gardens were conducted using standard methods of
isolation and development of these microorganisms in culture media. With the
advent of advances in molecular methodologies for the study of populations of
microorganisms, there has been significant improvements in studies of microbial
communities. The present study investigates, through molecular markers and
cloning, Ascomycota present in samples from two regions of the gardens of three
species of leaf-cutting ants of the genus Acromyrmex: Acromyrmex subterraneus
subterraneus and Acromyrmex coronatus, both of which cut dicotyledonous plants,
and Acromyrmex balzani, which is a grass cutting species. The fungi identified from
garden samples corresponded to a total of 21 genera and 40 species. The presence

of ascomycete yeast was higher in gardens of the leaf-cutting ant A. balzani (57.5%)
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compared to A. subterraneus subterraneus and A. coronatus (12.5% and 15%
respectively). Metschnikowia yeasts isolated from the gardens were able to inhibit
the mycelial growth of the fungus Escovopsis sp. and opportunistic Penicillium
calling into question their functions within the colonies. This is the first report of the

presence of Metchnikowia yeasts in gardens of leaf-cutting ants.
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1. INTRODUGAO

O estudo dos microrganismos associados as coldnias de formigas da tribo
Attini e sua coevolugao teve seu inicio junto ao estudo do fungo simbionte
Leucoagaricus gongylophorus, que as formigas cultivam para alimentar-se em suas
colénias (Chapela et al. 1994). Desde entdo, novos microrganismos associados as
formigas Attini foram descritos como a bactéria simbionte Pseudonocardia sp.,
presentes em estruturas especializadas no tegumento de operarias, que apresenta
atividade antagonista ao fungo parasita especifico dos jardins, Escovopsis sp.
(Currie et al., 1999, 2003b). Outros microrganismos considerados como
secundarios, por nao estarem intimamente relacionados as formigas Attinis, foram
encontrados dentro de suas colbnias, como exemplo a bactéria Burkholderia sp.,
responsavel pela produgao de compostos que inibem a germinagao de esporos de
Escovopsis sp., os fungos entomopatogénicos Metarhizium anisopliae e Beauveria
bassiana e o hiperparasita Lecanicillium lecanii (Santos et al. 2004). Também a
bactéria Streptomyces sp. € comumente isolada a partir de formigas cortadeiras e
produz metabolitos inibitérios contra Escovopsis sp. (Sen et al. 2009), além de
bactérias e leveduras decompositoras de celulose (Bacci et al., 1995; Carreiro et
al., 1997). Assim, deduz-se que o ambiente criado pelas formigas € propicio ao
desenvolvimento do fungo simbionte e de fungos invasores (Pagnocca et al. 2012).
Portanto, a comunidade de microrganismos dentro dos ninhos das Attini é
complexa, tendo em vista a ocorréncia de organismos provenientes do solo e de
endofiticos que acompanham o material vegetal introduzido pelas formigas aos
jardins.

A procura pelo estudo de possiveis agentes antagénicos existentes na
cultura do fungo simbionte, Rodrigues et al. (2008a) isolaram diversos fungos
provenientes dos jardins de dez espécies distintas de formigas cortadeiras do
género Acromyrmex, revelando um total de 85 estirpes de fungos presentes em
seus jardins, sendo os fungos Fusarium oxysporum e Escovopsis 0S mais
predominantes. Estudando a comunidade de fungos nos jardins de formigas de trés
espécies da tribo Attini: Cyphomyrmex wheeleri, Trachymyrmex septentrionalis e

Atta texana, Rodrigues et al. (2011), ao longo de um ano, isolaram um total de 1435



18

amostras de fungos, e sugeriram através de analise de correspondéncia e
UNIFRAC do gene 5.8S-rRNA uma estruturacdo da comunidade de fungos de
acordo com a espécie de formiga hospedeira. Questiona-se, portanto, o papel de
fungos secundarios existentes nos jardins das Attinis, tendo em vista que estes
microrganismos podem ser transitorios, ndo desempenhando nenhuma fungéo em
seus ninhos (Currie et al. 2006; Rodrigues et al. 2011). Outros, por sua vez, podem
desempenhar fun¢des importantes para a integridade dos processos metabolicos
dentro das col6nias (Rodrigues et al. 2008a, 2009; Mendes et al. 2012; Pagnocca
et al. 2012). Um exemplo disso sao os fungos endofiticos que sdo controlados
constantemente pelas operarias, principalmente as espécies de crescimento rapido
(Van Bael et al., 2009). Algumas estirpes de crescimento lento podem permanecer
no material vegetal e competir com o fungo simbionte pelo préprio substrato
futuramente. Rodrigues et al. (2005) reportaram uma maior ocorréncia dos fungos
Fusarium oxysporum e Trichoderma harzianum comparados ao parasita
Escovopsis sp.. Outros exemplos sao os fungos entomopatogénicos Metarhizium
anisopliae, Purpureocillium lilacinum e Beauveria bassiana, encontrados
normalmente infectando formigas cortadeiras e que também sao endofiticos em
folhas, ramos e raizes de plantas (Van Bael et al., 2012; Sasan; Bidochka, 2012;
Lopez; Sword, 2015).

Além dos fungos filamentosos, diversas espécies de leveduras ja foram
isoladas a partir dos jardins das Attini. Dentre as espécies isoladas, trés espécies
novas foram descritas como: Sympodiomyces attinorum, Cryptococcus haglerorum
e Trichosporon chiarellii (Carreiro et al. 2004; Middelhoven et al. 2010; Pagnocca
et al. 2010). Carreiro et al. (2002) verificaram a producdo de micotoxinas (ou
toxinas “killer’) em 99 estirpes de leveduras isoladas a partir dos jardins e das
camaras de lixo de coldnias de Afta sexdens, a maioria das estirpes (78%) foi capaz
de matar ou de inibir o crescimento de outras estirpes comuns nos mesmos ninhos.
Além disso, Rodrigues et al. (2009) propuseram que leveduras podem ter um papel
protetor contra fungos filamentosos, encontrados na cultura do fungo mutualista.
Estudando o perfil enzimatico de degradagao de polissacarideos, Mendes et al.
(2012) observaram que a maioria dentre 82 estirpes de leveduras isoladas de
jardins de fungo de diferentes espécies de formigas cortadeiras, foi capaz de
metabolizar polissacarideos vegetais, sugerindo que esses microrganismos podem

estar envolvidos no processamento do material vegetal presente no jardim,
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disponibilizando nutrientes que auxiliariam no crescimento do fungo mutualista.
Além disso, algumas leveduras poderiam auxiliar na eliminagao de toxinas, como o
acido galacturénico, o qual n&o é assimilado pelo fungo mutualista e € prejudicial
as formigas (Silva et al. 2003).

Contudo, a maioria dos trabalhos de diversidade de interagdo microbiana
em jardins de formigas cortadeiras utiliza técnicas dependentes de cultivo para o
isolamento das espécies, selecionando espécies de microfungos de rapido
crescimento, o que pode mascarar a real comunidade presente nas amostras. Este
trabalho propde, pela primeira vez, o uso de ferramentas moleculares para o estudo
das populagdes de microfungos do filo Ascomycota, em jardins de fungo de
colénias de campo de trés espécies de Acromyrmex. Na busca pelo entendimento
da composigao da comunidade e também por possiveis Ascomicetos nocivos aos
jardins, foram estudadas duas regides distintas nos jardins de fungo: superior, onde
encontra o material vegetal recém-introduzido pelas formigas, e inferior, regido com

material vegetal ja degradado.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Coleta e preparo de amostras de jardins de formigas cortadeiras do

género Acromyrmex

Para realizagdo deste trabalho foi necessaria coleta de amostras de jardins
de formigueiros de trés espécies do género Acromyrmex (Tabela 1). As amostras
foram coletadas a partir de col6nias de campo que foram escavadas de forma
mecanica, com escavadeira manual. As colénias foram encontradas no subsolo a
profundidades em torno de 60 cm. Das panelas dos jardins foram amostradas duas
regides distintas; superior e inferior. As amostras foram coletadas com espatula
estéril; e acondicionadas em tubos Falcon estéreis, de 100 mL; etiquetadas de
acordo com a localizacao e a espécie de formiga. Os tubos foram mantidos em gelo
durante o trajeto do campo até o laboratério, e no laboratério mantidos em freezer

a -4°C. As amostras compreenderam a mistura de fungo simbionte com substrato
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foliar e algumas operarias. As operarias presentes nas amostras foram removidas
posteriormente em uma camara de fluxo, com auxilio de pingas esterilizadas, sob
lupa binocular. Apés a remocao das operarias, as amostras foram colocadas em
tubos de microcentrifuga de 1,5 mL (Eppendorf®) estéreis e liofilizadas por 24 h.
Depois de liofilizados, os tubos com as amostras foram vedados e armazenados
em caixas plasticas vedadas, contendo silica gel, para evitar umidade e

contaminagdes secundarias.

Tabela 1. Localizagao das colbnias amostradas de trés espécies de Acromyrmex,
utilizadas neste trabalho para caracterizagao da microbiota associado a jardins de

fungo mutualista

Espécies Localizacao

Campus da Universidade Estadual do Norte Fluminense, Campos
Acromyrmex balzani
dos Goytacazes, RJ

Acromyrmex subterraneus )
Barra Alegre, Bom Jardim, RJ
Subterraneus

Acromyrmex coronatus Barra Alegre, Bom Jardim, RJ

As amostras liofilizadas foram colocadas em caixas estéreis contendo silica
gel, lacradas e enviadas para o laboratério do Professor Daniel Henk no
Department of Biology & Biochemistry da University of Bath na cidade de Bath,
Reino Unido, onde todos os trabalhos envolvendo técnicas moleculares foram

desenvolvidos.
2.2. Extragdo de DNA metagendmico das amostras de jardim

O DNA metagendmico foi extraido a partir de 0,1 g da amostra de jardim
liofilizada, utilizando-se o kit de extragdo ZR Soil Microbe DNA MiniPrep™ (Zymo
Research®). A metodologia de extracéo foi a mesma recomendada pelo fornecedor
do kit (em: https://www.zymoresearch.com). A agitacdo das amostras na fase de
lise das células foi realizada usando a maquina Precellys® Evolution, com 5 ciclos

de 30 s intercalados por 15 s de descanso.
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2.3. Amplificagao do DNA de Ascomicetos

Na intengao de excluir o fungo L. gongylophorus (Filo: Basidiomycota) que
compde mais de 90% do material fungico nas amostras, utilizou-se o primer
especifico para o gene da regido Internal Transcribed Space (ITS) de Ascomycota
ITS4-Asco (antisenso) (Nikolcheva e Barlocher, 2004), juntamente com o primer
ITS1F (senso) (Gardes e Bruns, 1993). As condicbes para amplificacdo (PCR
Touchdown) foram de 95°C, por 15 min., para desnaturagéo inicial; em gradiente (-
1 a cada ciclo) 25 ciclos de 95°C, por 30 s, para desnaturagao; 55°C por 1 min.,
para emparelhamento; 72°C, por 2 min., para elongamento. Os reagentes utilizados
foram REDTaq® ReadyMix™ (Sigma-Aldrich®) 22,5ul, 1ul de cada primer e 1pl do
DNA extraido da amostra (www.sigmaaldrich.com).

Os produtos do PCR foram analisados em gel de agarose (1.5%). O padréao
(1kb DNA Ladder da Promega®) de 1000pb a 100pb foi usado em todos os géis de
eletroforese.

O DNA amplificado foi preparado para sequenciamento, adicionando-se
nos tubos 1ul do amplicon, 1ul do primer ITS1F e 15ul de agua Milli-Q estéril. O

sequenciamento foi realizado pelo método Sanger, da empresa Eurofins UK.
2.4. Clonagem e sequenciamento das amplicons

Para realizagao da separagao dos fragmentos amplificados, utilizou-se o kit
de clonagem Life Technologies™ (TOPO®-TA Cloning), juntamente com células
competentes Transform One Shot® (Match1™-T1®) (www.thermofisher.com). As
células competentes transformadas foram espalhadas em meio LB-agar contendo
Kanamicina (1mL/L de meio) e 40ul de Xgal, em placas, incubando a 37 °C. Os
transformantes crescidos foram transferidos com auxilio de ponteiras estéreis para
tubos de PCR, contendo 14ul de Taq (Dream GreenTaq) e 0,4ul de cada primer
M13F e M13R para amplificagdo dos vetores. Os produtos do PCR foram
analisados através de eletroforese em gel e as amostras que apresentaram bandas
foram enviadas para sequenciamento pela empresa Eurofins. Foram sequenciados

20 clones presentes em cada amostra das regides superior e inferior dos jardins de
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cada espécie de formiga, totalizando, ao final, 40 amplicons por espécie, em um

total de 120 amplicons para as trés espécies de formigas estudadas.
2.5. Isolamento de fungos filamentosos e leveduras

Amostras de jardins de col6nias das formigas cortadeiras A. subterraneus
subterraneus e A. sexdens rubropilosa, mantidas em condi¢des controladas na
Unidade de Mirmecologia da Universidade Estadual do Norte Fluminense, foram
coletadas conforme descrito. As operarias presentes nas amostras foram
removidas com pincas estéreis e cerca de 500 mg de cada material foi inserido em
tubo Falcon, de 50 ml contendo 10 ml de solugéo de Tween 80 estéril (0,05%) e
agitado sob vortex por 1 min. Da suspensao obtida, 200 ul foram espalhados com
alca de drigalski sobre meio Sabouraud Dextrose Agar (SDA), e contendo
antibiético cloranfenicol (100 mg/L), em placas de Petri. Apés 15 dias, em uma
camara de germinagao a 28°C +1°C, as unidades formadoras de colénia foram
reisoladas em meio SDA, em placas. As culturas de leveduras obtidas foram
identificadas com o kit API 20 C AUX (Biomerieux®) e as cepas de Metschnikowia
sp. foram reservadas para os testes de antibiose a seguir. Algumas estirpes de
fungos filamentosos de Escovopsis sp. e Penicillium sp. obtidas nestes isolamentos
foram identificadas sob microscopia dptica e mantidas em placas com meio SDA a

28°C +1°C para os testes de antibiose, a seguir.
2.6. Teste de antibiose em meio de cultivo

Os testes de antibiose foram realizados em meio SDA em placas de 9 cm
de didmetro. Cepas de Metschnikowia sp. foram repicadas para o centro da placa
de Petri com auxilio de alga de platina estéril, e incubadas por 15 dias a 28°C £1°C.
Foram preparadas suspensdes de 1x10’ conidios por ml em Tween (Tween 80,
0,05%) dos fungos Escovopsis sp., Penicillium sp., e Metarhizium anisopliae
(ESALQ 818). Foram pipetados 100 ml de cada suspenséo nas placas, ao redor do
isolado de Metschnikowia sp., onde as suspensodes foram espalhadas através de
uma alga de Drigalski, evitando-se a regido com a levedura. Apds 15 dias de

incubacao a 28°C, avaliou-se a presenga ou nao de halos de inibigao.
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2.7. Andlises estatisticas e graficos

Os ascomicetos identificados a partir das amostras da regido superior e
inferior de jardins de A. subterraneus subterraneus, A. coronatus e A. balzani foram
contabilizados e classificados quanto a forma micelial ou leveduriforme. Testes de
X2, considerando 5% de nivel de significancia, foram realizados para comparagéao
das populagdes de ascomicetos entre espécies de formigas e entre as regides dos
jardins amostradas. Analises e graficos foram realizados por meio do software R
v3.2.4.

3. RESULTADOS

3.1. Prevaléncia de fungos do filo Ascomycota nos jardins de formigas

cortadeiras

A identificagcdo molecular das regides ITS permitiu a distingdo de 21
géneros e 40 espécies, e mais 12 sequéncias de fungos ainda nao identificados
(Tabela 2). A maioria das sequéncias nao identificadas, apresentou similaridade
com sequéncias de ascomicetos filamentosos pela ferramenta BLAST. As
sequéncias da Tabela 2 estdo depositadas no Genbank com os cédigos LE211001
a LE211120.
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Tabela 2. Espécies de Ascomicetos identificados por analise BLASTn de sequéncias ITS obtidos por clonagem do DNA metagendmico
extraido de amostras das regides superior e inferior de jardins de 3 espécies de formigas cortadeiras do género Acromyrmex e

informacdes sobre a origem das sequéncias homologas extraidas do genbank.

Sequencias mais proximas Acromyrmex spp. Total % Origem ou fonte da coleta:
subterraneus coronatus balzani
Espécies de fungos Acesso % Ildentidade Superior Inferior Superior Inferior Superior Inferior
Acremonium sp. EF577238 99% 0 0 0 1 0 0 1 0,83 Solo
Acremonium psammosporum GU566287 99% 1 0 0 0 0 0 1 0,83 Endofitico
Ascomycota sp. HQ608060 90-91% 0 0 0 0 10 0 10 8,33 Col6nia de formigas
Candida sp. AB285025 94% 0 3 0 0 0 0 3 2,50 Endofitico
Candida fructus FM178309 95-96% 0 0 4 0 0 0 4 3,33 Endofitico
Chaetothyriales sp. KT268417 88% 0 0 0 1 0 0 1 0,83 Endofitico
Cladophialophora sp. AB986426 96% 2 0 0 0 0 0 2 1,67 Solo florestal
Cladosporium tenuissimum AJ300331 99% 0 0 0 2 0 0 2 1,67 Endofitico
Colletotrichum aotearoa KU498255 99% 1 1 0 0 0 0 2 1,67 Endofitico
Escovopsis weberi KF293285 100% 0 0 0 1 0 0 1 0,83 Col6nia de formigas
Fusarium sp1. HQ630965 99-100% 2 1 0 0 0 0 3 2,50 Endofitico
Fusarium oxysporum KP942940 99-100% 0 0 3 0 3 0 6 5,00 Endofitico
Fusarium delphinoides KJ690090 99% 0 0 1 0 0 0 1 0,83 Endofitico
Fusarium sp2. HQ631005 99% 0 0 0 1 0 0 1 0,83 Endofitico
Helicoma olivaceum DQ351725 99% 1 0 0 0 0 0 1 0,83 n.d.
Hypocreales sp. JQ649340 100% 0 0 0 1 0 0 1 0,83 Esponja marinha
Metarhizium anisopliae KF624795 90% 0 0 0 1 0 0 1 0,83 Formiga Solenopsis
Metschnikowia bicuspidata KP132407 97-98% 2 1 1 0 1 11 16 13,33 n.d.
Metschnikowia sp1l. KM243719 99% 0 0 3 0 1 3 7 5,83 n.d.
Metschnikowia sp2. KM243735 99% 0 0 0 0 1 1 2 1,67 n.d.
Metschnikowia sp3. KM?243726 97% 0 0 0 0 0 1 1 0,83 n.d.
Metschnikowia sp4. KM?209327 97-98% 0 1 0 1 0 0 2 1,67 n.d.
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Sequencias mais proximas Acromyrmex spp. Total % Origem ou fonte da coleta:
subterraneus coronatus balzani
Espécies de fungos Acesso % ldentidade Superior Inferior Superior Inferior Superior Inferior

Metschnikowia sp5. KM243729 97-99% 0 0 0 0 0 2 2 1,67 n.d.
Metschnikowia sp6. KM243742 99% 0 0 0 0 0 1 1 0,83 n.d.
Metschnikowia sp7. KM243735 99% 0 1 0 0 0 0 1 0,83 n.d.
Metschnikowia sp8. KM209325 97-98% 0 0 1 0 0 1 2 1,67 n.d.
Ochroconis sp. KF156017 89% 0 0 0 1 0 0 1 0,83 n.d.
Penicillium sp1l. KF367511 99-100% 0 9 0 0 1 0 10 8,33 Ambiente
Penicillium sp2. JF439496 98-99% 2 0 0 0 0 0 2 1,67 n.d.
Penicillium nothofagi IN617712 99% 2 0 0 0 0 0 2 1,67 n.d.
Penicillium sp3. HQ631040 99% 0 0 0 0 2 0 2 1,67 Endofitico
Penicillium virgatum JF439503 99% 0 0 0 1 0 0 1 0,83 n.d.
Pichia kluyveri sp1. KC905052 98% 0 1 0 0 0 0 1 0,83 Endofitico
Pichia kluyveri sp2. KP132502 98% 0 1 0 0 0 0 1 0,83 n.d.
Plectosphaerella cucumerina KP942934 99% 0 0 1 1 0 0 2 1,67 Endofitico
Pleosporales sp. KT268448 86-87% 2 0 0 0 0 0 2 1,67 Endofitico
Purpureocillium lilacinum HQ607867 100% 0 0 1 0 0 0 1 0,83 Col6nia de formigas
Sarocladium glaucum AB540577 99% 0 0 0 1 0 0 1 0,83 Ambiente
Uncultured Ascomycota HM161962 95% 0 0 0 1 0 0 1 0,83 Endofitico
Uncultured Plectosphaerella HE977552 98% 1 0 0 0 0 0 1 0,83 Solo
Uncultured fungus sp1l. KF800435 96% 0 1 0 0 0 0 1 0,83 Ambiente
Uncultured fungus sp2. KT328768 97-98% 1 0 0 1 0 0 2 1,67 Endofitico
Uncultured fungus sp3. GU078653 99% 0 0 2 0 0 0 2 1,67 Endofitico
Uncultured fungus sp4. DQ420762 90% 0 0 0 0 1 0 1 0,83 Solo
Uncultured fungus sp5. FJ213550 99% 0 0 0 1 0 0 1 0,83 Ambiente
Uncultured fungus sp6. FN397256 98% 0 0 0 1 0 0 1 0,83 Solo
Uncultured fungus sp7. HM069420 87% 0 0 1 0 0 0 1 0,83 Solo
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Sequencias mais proximas Acromyrmex spp. Total % Origem ou fonte da coleta:
subterraneus coronatus balzani
Espécies de fungos Acesso % ldentidade Superior Inferior Superior Inferior Superior Inferior

Uncultured fungus sp8. 1X368242 90% 0 0 0 1 0 0 1 0,83 Solo

Uncultured fungus sp9. GU054046 99% 3 0 0 0 0 0 3 2,50 Ambiente
Uncultured fungus sp10. Q666367 99% 0 0 0 1 0 0 1 0,83 Solo florestal
Verticillium sp. DQ914739 97-99% 0 0 1 1 0 0 2 1,67 n.d.
Wickerhamomyces sp. Q901906 94% 0 0 1 0 0 0 1 0,83 n.d.
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Dos ascomicetos identificados em nivel de espécie destacam-se as
leveduras e os fungos filamentosos. As amostras de formigas cortadoras de
dicotiledoneas foram as que apresentaram menor porcentagem de leveduras. Na
colénia da espécie A. subterraneus subterraneus, 25% das amostras foram de
leveduras, enquanto os 75% restantes foram de fungos filamentosos. Em colbnias
de A. coronatus os fungos leveduriformes totalizaram 27,5% e os filamentosos
72,5% das amostras. Ja para A. balzani, especificas no corte de gramineas, 57,5%
das amostras foram de leveduras, enquanto que 42,5% foram de fungos
filamentosos.

A diferenca na proporgcao de leveduras entre as espécies que utilizam
diferentes substratos vegetais foi significativa segundo o teste de X? em nivel de
significancia de 5% (p = 0,0282). As colbnias cortadeiras de dicotiledéneas (A.
coronatus e A. subterraneus subterraneus), apresentaram proporcionalmente uma
menor quantidade de leveduras se comparado com o numero de espécies na forma
filamentosa segundo teste de X? em nivel de significancia de 5% (p= 0,0044 e p =
0,0015). Nas colbnias de formigas cortadeiras de monocotiledéneas (A. balzani), a
quantidade de espécies de fungos filamentosos encontradas nos jardins foi
estatisticamente semelhante a de leveduras (X? em nivel de significancia de 5%, p
=0,3428).

Nao houve diferenga significativa na quantidade de leveduras entre as
regides amostradas nos jardins na espécie A. subterraneus subterraneus (X* em
nivel de significancia de 5%, p = 0,0577). Para A. coronatus, a quantidade de
leveduras na regido superior foi significativamente maior (90,9% do total de
leveduras) que na regigo inferior do jardim (X? em nivel de significancia de 5%, p =
0,0066). Na col6nia de A. balzani, houve maior concentragdo de leveduras na
regiao inferior do jardim (86,9% do total de leveduras) quando comparado com a

superior (X? em nivel de significancia de 5%, p = 0,0003).
3.2. Espécies de leveduras encontradas nos jardins de formigas cortadeiras

Dentre as leveduras o género mais frequente foi Metschnikowia sp.,
presente em todas as colénias estudadas. Este género representou 12,5%, 15% e
57,5% das amostras de ascomicetos identificados nos jardins de A. subterraneus

subterraneus, A. coronatus e A. balzani respectivamente. Dentre as leveduras o
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mesmo género representou 50%, 54,5% e 100% das amostras do DNA clonado
provenientes das amostras de jardins de A. subterraneus subterraneus, A.
coronatus e A. balzani respectivamente.

Candida fructus e Candida sp. foram espécies de leveduras abundantes
em colbnias de A. coronatus (36,4% das leveduras) e A. subterraneus subterraneus
(30% das leveduras), respectivamente. As demais leveduras encontradas foram
Pichia sp. (20%), em jardins de A. subterraneus subterraneus, e Wickerhamomyces
sp. (9,1%) em jardins de A. coronatus.

3.3. Espécies de fungos filamentosos presentes nos jardins de formigas

cortadeiras

Considerando os fungos filamentosos identificados nos jardins de 3
espécies de Acromyrmex, os géneros mais abundantes foram Penicillium sp.
(14,17%) e Fusarium sp. (9,16%). Na colbénia de A. subterraneus subterraneus,
Penicillium sp. correspondeu a 32,5% dos fungos filamentosos. Em colbnias de A.
coronatus e A. balzani, o mesmo género correspondeu a apenas 2,5% e 7,5% dos
fungos filamentosos, respectivamente. O género Fusarium sp. foi pouco frequente
nos jardins de 3 espécies de Acromyrmex, representando 5% das amostras de A.
coronatus, 7,5% de A. subterraneus subterraneus e 7,5% de A. balzani. Contudo,
a maior fracdo das sequéncias de fungos filamentosos teve identidades mais
préximas a fungos n&o cultivaveis (“Uncultured fungus” e Ascomycota sp.) e
representou 20,83% das amostras das 3 espécies de formigas das quais 12,5%
para A. subterraneus subterraneus, 22,5% para A. coronatus e 27,5% para A.
balzani.

Dos parasitas dos jardins, Escovopsis sp., foi observado em 2,5% das
amostras de ascomicetos de A. coronatus. Os fungos entomopatogénicos
Metarhizium anisopliae e Purpureocillium lilacinum também foram encontrados em

jardins de A. coronatus, representando 2,5% dos ascomicetos, respectivamente.
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Figura 2. Proporgao de leveduras em relagao a fungos filamentosos, identificados
por analise de Blastn de sequencias clonadas de DNA metagenémico obtido de
amostras de jardins de 3 espécies de formigas cortadeiras: A. subterraneus
Subterraneus, A. coronatus e A. balzani.



Total de ocomincias

L=

Ac. sublerraneus subterraneus Ac. coronatus Ac. balzani

Total de ocomincias

Tﬁﬁpm

- [ .,_-

Superior Inferior Superior Inferior Superior Inferior

Figura 3. Proporgao de leveduras em relagéo a fungos filamentosos presentes em DNA metagendmico das regides superior e inferior de

amostras de jardins de 3 espécies de formigas cortadeiras: A. subterraneus subterraneus, A. coronatus e A, balzani.
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3.4. Leveduras isoladas a partir de colonias de formigas cortadeiras

Na tentativa de isolar a espécie de levedura Metschnikowia sp. identificada por
analise de sequéncia clonada de metagenoma a partir de amostras de jardins de
formigas cortadeiras A. subterraneus subterraneus, A. coronatus e A. balzani,
foram feitos isolamentos em meio de cultura. Apenas uma cepa proveniente de uma
colbénia de Atta sexdens rubropilosa foi isolada e identificada como Metschnikowia
pulcherrima (Figura 4), conforme teste bioquimico usando o kit APl 20 C AUX
(Biomérieux®). O teste bioquimico para leveduras foi capaz de demonstrar também
que a levedura isolada € capaz de metabolizar polissacarideos como: sorbitol,
xilose, sacarose, ribose, N-acetil-glucosamina, celobiose, eritrol, maltose, trealose,
melezitose, calcio 2-ceto-gluconato, Metil-aD-glucopiranosido, manitol, glucose,

sorbose, glicogénio e esculina.

» - yopiweb
-l
. Impressdc Exporar Nowo teste Modificacio
-
i
- REFERENCIA DATA
4 ' 26-01-2018
COMENTARIO
D32C =
D32E
ID 32 STAPH
rapid ID32 A Galeria D32CVv40
rapid ID32 E Perfil E16T150317
rapid ID 32 STREP Notals)
Taxa significativos % 1D T Teste(s) discordantes
Candida pulcherrima 93.2 079 XYL 83% RB 80%
Taxon saguinte %D T Teste(s) discordantes

Schwanniomyces etchells iiiPriceomyces 40 0.77 GNT 12%
carsonii

Figura 4. Resultado da espécie de levedura baseado no metabolismo dos
carboidratos em teste de API através do acesso apiweb (Biomérieux®). O resultado
foi da identificagéo foi Candida pulcherrima (anamorfo), contudo, o seu teleomorfo
Metchnikowia pulcherrima nao se encontra na base de dados para identificacao.
Portanto, considera-se neste trabalho que Candida pulcherrima e Metchnikowia

pulcherrima se tratam do mesmo organismo.
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3.5. Atividade antifungica de leveduras isoladas a partir de jardins de

formigas cortadeiras

A levedura M. pulcherrima isolada a partir de uma coldnia de Atta sexdens
rubropilosa, mostrou atividade de antibiose contra Escovopsis sp. e Penicillium sp.,
formando halo de inibigdo (Figuras 5a e 5b). No teste de antibiose entre a levedura
M. pulcherrima e o fungo entomopatogénico Metarhizium anisopliae n&o se
observou halo de inibicdo (Figura 5c¢). Uma cepa de M. pulcherrima mantida no
laboratério de ecologia de fungos no Department of Biology & Biochemistry da
University of Bath demonstrou antibiose contra a bactéria simbionte de formigas

cortadeiras Pseudonocardia sp. (Figura 5d).

Figura 5a. Metschnkowia pulcherrima (Mp) contra Penicillium sp. (P)
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Figura 5c. Crescimento de Metarhizium anisopliae (Ma) sobre a levedura

Metschnikowia sp (Mp).
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Figura 5d. Metschnikowia pulcherrima (Mp) contra a bactéria Pseudonocardia sp.
(Ps)

4. DISCUSSAO

Neste trabalho foi realizado um screening molecular de fungos do filo
Ascomycota presentes nos jardins de trés espécies de formigas cortadeiras do
género Acromyrmex: A. subterraneus subterraneus, A. coronatus (cortadeiras de
dicotiledbneas) e A. balzani (cortadeiras de gramineas). As amostras de jardins
também foram divididas em duas regides distintas: superior (regido apical onde o
material vegetal introduzido pelas operarias € mais fresco) e inferior (regido onde o
material vegetal € mais antigo e mais desgastado). Com isto, foi possivel observar
as diferencgas entre as comunidades de ascomicetos entre duas regides dos jardins
e também entre jardins cultivados com substratos vegetais diferentes. Apesar da

diferenga entre os substratos vegetais utilizados entre as espécies de formiga,
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foram observadas diferencas sutis entre os géneros das comunidades de fungos
filamentosos presentes nos jardins quanto a diversidade e composi¢cdo. Este
resultado corrobora com Rodrigues et al. (2008a), onde foi observada uma ligeira
diferenga entre as comunidades de fungos filamentosos presentes nos jardins de
formigas cortadeiras de dicotileddneas (Acromyrmex ambiguus, Acromyrmex
aspersus, Acromyrmex coronatus, Acromyrmex crassispinus, Acromyrmex
disciger, Acromyrmex hispidus falax, Acromyrmex laticeps e Acromyrmex lundi), e
monocotiledéneas (Acromyrmex heyeri e Acromyrmex landolti). Os resultados
apresentados por estes autores levaram em consideragéo o estudo de espécies de
fungos filamentosos isolados em meios de cultivo, desconsiderando-se espécies
de leveduras.

Através de técnicas moleculares usadas neste trabalho foi possivel
determinar regides de maior incidéncia de ascomicetos leveduriformes nos jardins
comparados com fungos filamentosos. Na espécie A. balzani, ficou evidente a
diferenga da populagao de leveduras entre a regiao inferior e superior dos jardins,
onde 100% da comunidade dos fungos da regido inferior sao leveduras. Na colbnia
de A. subterraneus subterraneus, a comunidade de leveduras na regiao inferior dos
jardins foi estatisticamente igual a da superior. Na colénia de A. coronatus, a
porcentagem de leveduras foi maior na regido superior (45% da comunidade).
Apesar da notavel diferenca das populacdes de leveduras entre as camadas dos
jardins, pouco se sabe sobre as suas fungdes dentro das coldnias, tendo em vista
que poucos trabalhos tém sido desenvolvidos neste sentido. Carreiro et al. (1997)
isolaram e identificaram 93 leveduras a partir de colbnias de Afta sexdens
rubropilosa e observaram que elas estdo constantemente presentes na regiao
superior dos jardins. Além disto, a metodologia de isolamento de leveduras pode
conduzir a erros na estimativa de suas populagdes. Neste trabalho verificou-se que
algumas espécies de leveduras encontradas através de técnicas moleculares nos
jardins sao dificeis de serem isoladas em meio de cultivo. Isto possivelmente ocorre
devido a presenca de espécies de crescimento rapido que sobrepdem espécies de
crescimento lento, impossibilitando o isolamento de algumas espécies presentes
na amostra do jardim.

O género de levedura Metschnikowia foi o unico comum em todas as trés
colénias de Acromyrmex estudadas neste trabalho. Além disso, o género

Metschnikowia representou uma parte consideravel das comunidades de
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ascomicetos nos jardins das trés espécies, indicando que pode apresentar alguma
funcdo importante neste ambiente. Espécies de Metschnikowia sp. séo endofiticas
e sdo comumente encontradas habitando néctar florais, a superficie e regido
interna de frutos ricos em agucares e também a superficie de tecidos de 6rgaos de
reserva de algumas espécies de plantas (Isaeva et al., 2010). Contudo, alguns
trabalhos mostraram que foi possivel isolar a levedura a partir da superficie de
folhas de gramineas como arroz e cana-de-agucar (Kaewwichian et al. 2012;
Limtong et al. 2014). Isso pode explicar a maior ocorréncia deste género nos jardins
de A. balzani, por esta formiga ser uma espécie cortadora de gramineas. Apesar
do género Metschnikowia ter sido comum entre as colonias de formigas deste
trabalho, este é o primeiro relato deste género em colénias de formigas cortadeiras.
Outros trabalhos envolvendo leveduras em colbnias de formigas cortadeiras,
relatam outros géneros de Ascomicetos, contudo, nenhum destes trabalhos utilizou
clonagem metagenémica (Carreiro et al., 1997, 2002 e Rodrigues et al. 2008a,
2011).

Dentre os possiveis papéis desempenhados por leveduras em coldnias de
formigas cortadeiras, destaca-se na literatura a fungcédo de protecao contra fungos
e bactérias nocivos aos jardins. Neste trabalho pode-se observar, através de testes
de antibiose, que uma cepa de Metschnikowia isolada a partir de Afta sexdens
rubropilosa apresentou antibiose contra alguns fungos filamentosos comumente
encontrados nos jardins como Penicillium sp. e Escovopsis sp., ambos relatados
como oportunistas ou parasitas dos jardins (Pagnocca et al. 2011). A fungéo de
protecao contra patdégenos dos jardins através de leveduras ja foi prevista e descrita
por alguns trabalhos. Carreiro et al. (2002) descreveram géneros de leveduras
como Aureobasidium, Rhadotorula, Tremella e Trichosporon que produzem toxinas
que matam ou inibem o crescimento de outras leveduras presentes em jardins de
Atta sexdens rubropilosa. Rodrigues et al. (2009) verificaram que algumas
leveduras tém ac&o antagonista a fungos filamentosos como Escovopsis sp., 0O
oportunista Syncephalastrum racemosum e o fungo entomopatogénico Beauveria
bassiana, podendo desempenhar fungdes protetoras dentro dos jardins. O género
Metschnikowia é conhecido pela sua capacidade de controlar fungos filamentosos
fitopatogénicos problematicos na poés-colheita, tais como Botrytis cinerea,
Penicillium expansum e Alternaria alternata, além de outras leveduras e bactérias

que incidem sobre frutos armazenados como macéa e uva (Piano et al., 1997,
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Sipiczki, 2006; Saravanakumar et al., 2008; Manso e Nunes, 2011). Manso e
Nunes, (2011) verificaram que a espécie Metschnikowia andauensis controla de
forma efetiva Rhizopus stolonifer, P. expansum e B. cinerea em diferentes
cultivares de macas e também Penicillium digitatum e Penicillium italicum em
laranjas. Recentemente, Turkel et al., (2014) verificaram que Metschnikowia
pulcherrima é um efetivo agente de controle biolégico contra diversas espécies de
fungos patdégenos na poés-colheita, dentre eles Penicillium, Aspergillus, Fusarium e
Rhizopus.

No entanto, através dos resultados dos ensaios de antibiose, a levedura
Metschnikowia parece nao proteger as operarias das coldnias contra fungos
entomopatogénicos, tal como Metarhizium anisopliae, o qual cresceu por cima da
colénia da levedura. Além disso, verificou-se que uma cepa de M. pulcherrima
apresenta acao antagonista a bactéria simbionte Pseudonocardia sp. que protege
operarias de A. subterraneus subterraneus contra a infecgao por M. anisopliae
(Mattoso et al., 2012). Portanto, o género Metschnikowia pode auxiliar na defesa
das colbnias contra patdégenos dos jardins de L. gongylophorus, porém, esta
levedura pode ndo ser capaz de auxiliar na protecdo das operarias contra os
entomopatdgenos.

Outro papel que as leveduras podem desempenhar em col6nias de formigas
cortadeiras seria o de auxiliar na degradagao de alguns polissacarideos. Mendes
et al., (2012) investigaram a degradacédo de polissacarideos provenientes de
materiais vegetais por 82 leveduras isoladas a partir dos jardins de colénias de Afta
e Acromyrmex e observaram atividades de celulases, pectinases, proteases e
amilases. Além disso, essas leveduras apresentaram capacidade de assimilar
acido galacturdnico, componente pouco assimilavel pelo fungo simbionte que
apresenta efeito toxico as formigas em altas concentragdes (Silva et al., 2003).
Schigtt et al. (2008) verificaram que o fungo simbionte Leucoagaricus
gongylophorus € capaz de degradar xilana da parede celular das folhas e que a
atividade de xilanase € maior na regido inferior dos jardins. Contudo, como algumas
especies de leveduras encontradas nos jardins apresentam atividade de xilanase
(Mendes et al., 2012), e, em alguns casos, a comunidade de leveduras € maior na
regiao inferior, talvez estas sejam responsaveis pela alta atividade de xilanase e
nao o fungo simbionte como acreditava-se. Outra possibilidade da reunido da

populacado de leveduras em uma regiao especifica no jardim seria uma maior
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atividade de degradacgédo de xilana em xilose promovida pelo fungo simbionte
gerando o aumento das populagdes de leveduras que assimilam xilose, como o
género Metschnikowia.

Os fungos filamentosos comuns aos trés ninhos estudados neste trabalho
foram Penicillium e Fusarium. Estes dois géneros sdo comumente relatados em
jardins de formigas cortadeiras (Moller, 1893; Weber, 1955; Kreisel, 1972; Bass e
Cherrett, 1994; Pagnocca et al., 2012). Ortiz et al., (1999) observaram a ocorréncia
de Fusarium em fragmentos de jardins de Afta cephalotes na auséncia de
operarias. Recentemente, Carlos et al. (2011) verificaram a presencga de Penicillium
em jardins de Atta sexdens rubropilosa tratados com diversos inseticidas.
Estudando contaminantes de jardins de colbnias em laboratério tratados com
inseticida sulfluramida, Rodrigues et al. (2005) observaram uma prevaléncia menor
que 20% de Fusarium solani contaminando os jardins. Mas, os mesmos autores
observaram a espécie Fusarium oxysporum contaminando 23% dos jardins de
colénias de formigas cortadeiras de campo tratadas com iscas a base de
sulfluramida. Apesar dos relatos destas espécies de fungos filamentosos
contaminando jardins de formigas cortadeiras, alguns trabalhos sugerem que estes
fungos ndo desempenham papel importante na simbiose entre formiga e o jardim
de fungo de L. gongylophorus, tendo em vista que sédo fungos generalistas (Currie
e Stuart 2001). Entretanto, considerando que estes fungos estdo associados a
diversos géneros de formigas da tribo Attini e apresentam desenvolvimento rapido
em jardins de colénias onde as operarias estdo ausentes, Pagnocca et al. (2012)
sugerem que estes fungos possam se comportar como patdégenos dos jardins.

Na busca por possiveis patdgenos importantes nos jardins, este trabalho
observou somente a ocorréncia do parasita Escovopsis sp. em uma das colénias
de A. coronatus. Resultados semelhantes foram encontrados por Rodrigues et al.
(2011), isolando-se microfungos a partir dos jardins de Attinis, dentre eles Afta
texana, o fungo Escovopsis sp. nao foi isolado a partir de nenhuma colénia. Os
fungos entomopatogénicos Metarhizium anisopliae e Purpureocillium lilacinum
também foram identificados em jardins de A. coronatus. Como as colbnias
coletadas no campo apresentavam aspectos sadios no momento da coleta das
amostras, especula-se que, a presencga de fungos parasitas e entomopatogénicos

nos jardins pode ocorrer na forma latente, mesmo sendo constantemente
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controlados pelas operarias através de comportamento de limpeza, “grooming” e
“‘weeding” (Currie e Stuart (2001).

A presenga em grande parte de ascomicetos nao identificados presentes nos
jardins das trés colénias de Acromyrmex demonstra a importancia do estudo do
ambiente das colonias de formigas Attini para a identificagdo de novos
microrganismos. O estudo das colénias de formigas Attini ja revelou espécies novas
de fungos e leveduras (Muchovej e Della Lucia, 1990; Melo et al. 2014; Montoya et
al. 2016), portanto, € um ambiente promissor a descricdo taxondmica de novas

especies.
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5. CONCLUSOES

As espécies de formigas cortadeiras de plantas dicotiledéneas (A.
subterraneus subterraneus e A. coronatus) apresentaram populagdes de leveduras
nos jardins proporcionalmente menores comparadas as populagdes de leveduras
encontradas em jardins da espécie cortadeira de monocotiledéneas (A. Balzani),
indicando que as populacdes de leveduras podem estar relacionadas ao substrato
vegetal utilizado.

As populacgdes de leveduras e de fungos filamentosos podem ser diferentes
de acordo com a regido do jardim.

A levedura do género Metschnikowia foi comum a todas as trés colonias
estudadas.

A levedura M. pulcherrima apresentou efeito de antibiose sobre o parasita
Escovopsis e o oportunista Penicillium, sugerindo que estas leveduras podem
auxiliar na protecao os jardins de fungo L. gongylophorus.

Os testes de antibiose também sugerem que estas leveduras podem nao ser
vantajosas na protegao das formigas contra entomopatdgenos, tendo em vista que
a cepa de M. pulcherrima nao foi capaz de inibir o fungo entomopatogénico M.
anisopliae, mas foi capaz de inibir a bactéria simbionte Pseudonocardia, que
protege as operarias contra o entomopatdgeno.

Os fungos entomopatogénicos Metarhizium anisopliae e Purpureocillium
lilacinum e o parasita Escovopsis sp. podem ser encontrados naturalmente

habitando os jardins de formigas.
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Ja, os géneros de fungos oportunistas Penicillium e Fusarium, foram os
unicos fungos filamentosos comuns a todas as trés colbnias estudadas, indicando

que estes podem ser tolerados pelas operarias nos jardins.
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RESUMO

A infestacdo dos jardins de formigas cortadeiras pelo fungo parasita
Escovopsis é comumente relatada em trabalhos envolvendo formigas da tribo Attini.
No entanto, em condi¢gdes normais as formigas mantém com sucesso essas
infestacbes endémicas em niveis que ndo prejudiquem a colbnia usando uma
variedade de mecanismos de defesa. Ja em condicbes em que as operarias de
formigas cortadeiras ndo cuidem dos jardins, o fungo Escovopsis se desenvolve
matando a colénia em poucos dias. Apesar de existirem muitos trabalhos
relacionados ao parasita Escovopsis, pouco se sabe a respeito de eu processo de
infeccdo dos jardins. Neste trabalho, um novo primer “Esco_1R”, especifico ao
parasita Escovopsis sp. foi desenvolvido para investigar a dindmica de suas
infecgdes, permitindo a deteccio do parasita antes de sua manifestagao visivel nos
jardins. Técnicas convencionais de isolamento foram utilizadas para comparagéo.
O parasita Escovopsis sp. foi detectado primeiramente na regido intermediaria dos
jardins em um periodo de 48 horas apds intoxicagao das coldnias com iscas a base
de sulfluramida. Em 72 horas o parasita cresceu em diregao as regides superior e
inferior, colonizando todo o jardim. O primer Esco_1R é uma ferramenta util para
deteccao de infecgdes de Escovopsis sp. em coldnias de formigas Attini e também
apresenta potencial para o estudo taxonémico de Escovopsis sp. presentes em

amostras de jardins de formigas.
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ABSTRACT

The infestation of the gardens of leaf-cutting ants by parasitic fungus
Escovopsis is commonly reported in studies involving Attini. However, under normal
conditions ants successfully maintain these endemic infestations at levels that do
not harm the colony using a variety of defense mechanisms. In conditions in which
the workers of leaf-cutting ants do not take care of the gardens, Escovopsis fungus
develops killing the colony in a few days. Although there are many studies of
Escovopsis, little is known about the infection process in the gardens. In this work,
a new primer “Esco_1R”, specific for the parasite Escovopsis sp. was developed to
investigate the dynamics of infections, allowing the detection of the parasite before
its visual manifestation in the gardens. Conventional isolation techniques were used
for comparison. The parasite Escovopsis sp. was first detected in the middle region
of the gardens 48 hours after treating the colonies with baits sulfluramide bait. At 72
hours the parasite grew towards the upper and lower regions, colonizing the entire
garden. The Esco_1R primer is a useful tool for detection of Escovopsis sp
infections. in colonies of Attini ants and also has potential for the taxonomic study

Escovopsis sp. present in ant gardens samples.
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1. INTRODUCAO

O género do fungo Escovopsis (Ascomycota: Hypocreales), relatado
anteriormente em alguns trabalhos que descreveram apenas duas espécies
Escovopsis weberi e Escovopsis aspergilloides (Muchovej e Della Lucia, 1990;
Seifert et al., 1995), esta relacionado a diversas espécies de formigas da tribo
Attini, sendo considerado um parasita do fungo simbionte cultivado pelas formigas
deste grupo. Esta relacao parasita-hospedeiro foi possivelmente originada a 50-60
milhdes de anos atras (Schultz e Brady, 2008). A descoberta da especificidade
deste género aos jardins de formigas da tribo Attini despertou o interesse de muitos
pesquisadores mundo afora (Currie, 2001; Reynolds e Currie, 2004; Schultz e
Brady, 2008). Recentemente, novas espécies tém sido descritas como: Escovopsis
lentecrescens, Escovopsis microspora, Escovopsis moelleri, Escovopsis
trichodermoides e até mesmo de um novo género Escovopsioides nivea (Augustin
et al., 2014; Masiulionis et al. 2015).

Algumas linhagens filogenéticas de Escovopsis foram reportadas
associando-se exclusivamente com linhagens especificas de fungo simbionte
Leucocoprineae e Pterulaceae (Schultz e Brady, 2008) das Attini basais do grupo
das Apterostigma (Gerardo et al., 2006) e das espécies Cyphomyrmex
longiscapus, Cyphomyrmex muelleri e Cyphomyrmex costatus (Gerardo et al.,
2004). Esta especificidade € interpretada como tendo as linhagens de Escovopsis
uma histoéria coevolutiva comum aos seus jardins hospedeiros, pontuada por trocas
apenas ocasionais de hospedeiros (Currie et al., 2003a). Contrariamente ao que
foi demonstrado para as Attini basais, analises moleculares recentes revelaram
pouca especificidade parasito-hospedeiro dentro do clado derivado das Attini dos
géneros Atta e Acromyrmex (Taerum et al., 2007). Ou seja, a historia evolutiva de
Escovopsis e do fungo simbionte ndo acompanhou a histéria evolutiva das proprias
formigas. Além disso, ficou demonstrado que oito linhagens filogeneticamente
distantes de Escovopsis, divididas em dois clados, foram capazes de infectar todas
as sete linhagens do fungo simbionte, indicando que elas ndo sao especializadas

em linhagens especificas do fungo simbionte das cortadeiras. Entretanto, a



46

metodologia de inocular pequenos pedagos de jardim com Escovopsis significa
que é dificil avaliar diferengas sutis visualmente. Os resultados de Taerum et al.
(2007) mostram que 67% das colbnias de Atta e Acromyrmex estavam infectadas
por multiplas linhagens do parasita, concordando com os resultados de Gerardo et
al. (2004), que mostraram a falta de congruéncia filogenética entre a Attini basal
Cyphomyrmex e Escovopsis. Recentemente, Meirelles et al. (2015) testaram a
correspondéncia filogenética, clado a clado, entre Escovopsis e Attinis superiores,
incluindo formigas cortadeiras e nao cortadeiras, distribuidas geograficamente do
México ao sul do Brasil, ndo sendo encontradas evidéncias de especializagéo de
Escovopsis. Portanto, os isolados deste parasito ndo seriam especializados em
linhagens especificas de jardins de fungos e a especificidade de Escovopsis nao
seria mediante as possiveis defesas das cultivares dos fungos na auséncia das
formigas.

Escovopsis sp. pode afetar jardins de formigas cortadeiras de diversas
formas, podendo ativar o comportamento de limpeza dos jardins na sua presenca
(“grooming e weeding”) e, em casos extremos, crescer rapidamente, tomando
conta de todo o jardim de fungo simbionte, resultando no colapso das colbnias
(Currie, 2001; Currie e Stuart, 2001). Com a finalidade de verificar a patogenicidade
e a viruléncia de Escovopsis, Currie et al. (1999) retiraram as formigas de
pequenas porgbes do jardim simbionte, deixando-os livres de operarias, e
inocularam aproximadamente 300-500.000 esporos do microfungo diretamente
em porgdes de 60-75 mL do jardim de Trachymyrmex, Acromyrmex e Atta. Como
era de se esperar, todas as por¢des de jardim de fungo sucumbiram. Ja nas
colénias onde Escovopsis foi endémico (sem ter sido inoculado
experimentalmente) e cujas operarias foram retiradas a fim de se observar o
desenvolvimento do jardim de fungo, esperava-se encontrar varios tipos de
patdgenos, mas foi encontrado somente Escovopsis.

Com base nos resultados de Currie et al. (1999), tornou-se um dogma que
o fungo parasito é altamente virulento as col6nias de Attini. Os autores relataram
que Escovopsis pode dominar os jardins mesmo na presenca de formigas, em
colbénias observadas em campo e laboratério.

Foi verificado que Escovopsis weberi atua como parasito necrotrofico de
contato, ou seja, primeiramente mata o fungo mutualistico para posteriormente

digerir a biomassa morta, ndo sendo necessaria a penetracao das hifas para o
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parasitismo ocorrer. Este mecanismo diverge do mecanismo biotréfico empregado
por outros micoparasitos, os quais se alimentam do hospedeiro ainda vivo
(Reynolds e Currie, 2004).

Muitos aspectos relativos a biologia de Escovopsis sp. ainda sdo pouco
conhecidos. Pouco se sabe a respeito do seu ciclo de vida, tampouco sobre o seu
estado teleomorfo, além da forma de transmissao entre as col6nias de formigas
Attini. Como a transmissao vertical (da col6nia mé&e para as coldnias filhas) ndo foi
observada, alguns autores sugerem a transmissao através de outros artropodes
que visitam ou habitam as colénias como acaros (Currie et al., 1999; Pagnocca et
al., 2011).

Outro fator pouco conhecido a respeito do fungo Escovopsis € a sua
dinamica de infeccao dos jardins. Acredita-se que o processo de infecgdo do fungo
Escovopsis esteja relacionado as regides distintas (superior, intermediaria e
inferior), presentes nos jardins de formigas cortadeiras. A regido superior &
considerada nova, € nela onde s&o renovados, constantemente, os materiais
vegetais “frescos” pelas operarias para crescimento do fungo simbionte. Ja a
regido inferior € a mais antiga, onde sdo encontrados o fungo simbionte em
processo de senescéncia, e onde as operarias removem constantemente o
material para depdsito nas camaras de lixo. Com relagdo a regiao intermediaria,
esta € uma regiao de transigcao entre o fungo simbionte novo e velho. Como o fungo
simbionte da regido inferior, teoricamente, € mais propicio a infeccdo por
Escovopsis, acredita-se que seja nesta regido onde se inicie este processo.
Contudo, os poucos trabalhos que foram realizados no sentido do estudo do
processo de infecgao por Escovopis nos jardins (Currie, 2001).

Com o desenvolvimento e a viabilidade de técnicas utilizando-se
marcadores moleculares, tornou-se possivel a deteccdo de microrganismos
especificos em amostras de jardins de formigas cortadeiras. Este trabalho teve
como objetivo o desenvolvimento de marcadores moleculares especificos ao
género Escovopsis para o estudo de sua dinamica de infeccdo nas diferentes
regioes dos jardins da formiga Atta sexdens rubropilosa. Os resultados obtidos pela
deteccao de Escovopsis com marcadores moleculares foram comparados com

metodologia de isolamento convencional.
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O estudo da dindmica de infeccdo do parasita Escovopis podera auxiliar
futuramente na criagdo de técnicas que tornem possiveis 0 seu uso como agente

de controle bioldgico de formigas cortadeiras.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Coleta e manutencgao de col6nias de formigas cortadeiras

Para realizacao deste trabalho, foi necessario a manutengao de colénias
de Atta sexdens rubropilosa em laboratério. Para tanto, colénias inteiras foram
coletadas no campo, incluindo o fungo simbionte com sua(s) respectiva(s)
rainha(s), além das formigas jardineiras e operarias, que foram encontradas no
subsolo em profundidades em torno de 60 cm a 1 m. A coleta foi realizada na
localidade de Bom Jardim, RJ (22° 09’ 07" S e 42° 25' 10" W).

As colbnias foram levadas para a Unidade de Mirmecologia da
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro, localizada em Campos
dos Goytacazes, RJ e acondicionadas em salas com ambiente controlado, com
temperatura média de 25°C e umidade relativa de 70 + 10 % conforme Della Lucia
et al. (1993).

2.2. Montagem de minicol6nias

As minicoldnias foram obtidas de 3 colbnias preexistentes de Atta sexdens
rubropilosa, mantidas na Unidade de Mirmecologia. As minicolonias foram
constituidas por uma bandeja de plastico que serviu como area de forrageamento
das operarias e um copo plastico de 500 ml com tampa perfurada, onde foi
introduzida uma porgao de aproximadamente 400ml do jardim do fungo simbionte
Leucoagaricus gongylophorus, juntamente com as formigas (Figura 6). Apds
montagem, as minicolénias passaram por um processo de aclimatacao de 10 dias,
onde foram oferecidas folhas de Acalypha wilkesiana e agua, diariamente, para

manutencgao e desenvolvimento do fungo simbionte neste ambiente artificial.
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Figura 6. Minicolonia de formiga cortadeira Atta sexdens rubropilosa: A) camara de

jardim de fungo, B) area de forrageamento, C) folhas de Acalypha wilkesiana

2.3. Estresse de mini formigueiros, coleta de material dos jardins e avaliagao

da presenca do parasita Escovopsis

As minicolénias ja estabelecidas e aclimatadas foram separadas
aleatoriamente em dois grupos: Tratamento e Controle. O grupo Tratamento
recebeu cerca de 5g de isca granulada a base de sulfluramida (Mirex-S®) na
intencao de intoxicar as operarias e promover o estresse das coldnias, facilitando
o crescimento e o desenvolvimento de patdégenos tais como Escovopsis sp. nos
jardins. Para o grupo Controle foram oferecidas folhas de Acalypha wilkesiana para
a manutengdo das coldnias saudaveis. As minicoldnias ficaram em jejum por um
periodo de 24h antes da oferta das iscas. Apds isso, as minicolénias permaneceram
em jejum por mais 72h, sem serem alimentadas com folhas.

Para o isolamento de Escovopsis em cultura pura, foram utilizadas sete

minicolonias tratadas, enquanto que para o grupo Controle (ndo tratadas) foram
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usadas trés minicolbnias. Apés oferta das iscas, foram coletadas amostras dos
jardins a 24, 48 e 72h. As amostras de cada periodo (24, 48 e 72h) foram obtidas
a partir de trés regides distintas dos jardins (superior, intermediario e inferior)
(Figura 7). Em cada periodo de coleta as amostras foram pesadas, separando-se
aliquotas de cerca de 0,1g. Efetuou-se a remogédo de operarias com auxilio de
pingas estéreis em condi¢gbes assépticas em camara de fluxo. As amostras dos
jardins foram transferidas para tubos de Falcon estéreis de 50 mL, contendo 5 mL
de Tween 80 (0,05%) estéril. Os tubos foram entao agitados em vortex por cerca
de 30s e 200uL da suspensao foi transferida para placas de Petri contendo meio
Sabouraud Dextrose Agar (SDA), com Cloranfenicol (100 mg. L™"). As suspensées
de jardim das regides superior, intermediario e inferior foram espalhadas com uma
alca de Drigalski, realizando-se trés repeticdes cada. As placas foram
acondicionadas em camara de germinagao com temperatura de 26 °C + 2 °C e
avaliadas durante 15 dias, quanto a presenga de Escovopsis sp.. As estirpes de
Escovopsis sp. crescidos em cultura pura foram reisoladas em meio SDA.

Para os ensaios de deteccdo molecular de Escovopsis em amostras de
jardins, foram utilizadas duas minicolénias do grupo Tratamento e uma colénia do
grupo Controle. As amostras coletadas a partir das diferentes regides dos jardins,
durante os periodos de 24, 36, 48 e 72h foram transferidas para tubos eppendorfs
estéreis de 1,5 ml, onde foram imediatamente liofilizadas por 24h. Apds vedadas e
lacradas em recipiente com silica gel. As amostras foram enviadas para a
Universidade de Bath, na Inglaterra, onde os procedimentos moleculares foram

realizados.



51

b -

' . g
A - Superior -

’

A5 v
L Q' EA A2
:,.’._-g'ﬁ,
.

i

v
-

LY

o« %
.
-

X
-

hud ) 0“';
B - Intermediario :

s

-

C - Inferior

Figura 7. Divisao das trés regides dos jardins: superior (A), intermediaria (B) e

inferior (C).

2.4. Desenho de primer ITS para detecgao especifica do género Escovopsis

sp.

O desenho de um primer especifico para amplificar o DNA da regiédo ITS
do género Escovopsis foi realizado através de sequéncias de DNA obtidas de
isolados de Escovopsis de trés géneros de formigas Attini: Trachmyrmex, Atta e
Acromyrmex. As sequéncias foram obtidas do Genbank e de amostras
sequenciadas na Universidade de Bath e alinhadas através do software Mesquite
v1.12, utilizando-se a ferramenta Opal. Sequéncias aleatérias entre 15 e 20 bases
foram buscadas através do software BLASTn até obtengdo de uma sequéncia com
maior identidade possivel para Escovopsis sp. e pouca identidade com outros
fungos. O primer Esco1R foi desenvolvido para ser utilizado junto ao primer ITS1F
(senso) para a amplificacdo da regido ITS. Portanto, se trata de um primer

antissenso.
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2.5. Isolamento de Escovopsis sp. a partir de amostras de jardins de outras

espécies de formigas

Com o objetivo de validar o método de detec¢cdo de Escovopsis sp. via
marcador molecular, realizou-se seu isolamento a partir das seguintes espécies de
formigas cortadeiras: A. sexdens rubropilosa, Atta robusta, Acromyrmex balzani e
Acromyrmex subterraneus subterraneus. Tal isolamento foi realizado a partir de
amostras de jardins de coldnias intoxicadas com 5 g de isca a base de sulfluramida.
Amostras de aproximadamente 0,1 g dos jardins foram transferidas para tubos de
Falcon estéreis de 50 mL contendo 5 mL de Tween 80 (0,05%) estéril. Os tubos
foram entdo agitados em vortex por cerca de 30s de onde 200uL da suspenséao
foram transferidas com auxilio de uma pipeta para trés placas (trés repeti¢cdes de
cada regido) contendo meio SDA com cloranfenicol (100 mg. L™") e a amostra foi
espalhada com uma alga de Drigalski. As placas foram incubadas a 26 °C + 2 °C
por um periodo de 15 dias e as colbnias crescidas de Escovopsis sp. foram

repicadas para novas placas, com meio SDA.

2.6. Extragao de DNA das culturas axénicas e de amostras de jardins

O DNA de culturas axénicas e de amostras de jardins foi extraido a partir de
0,1 g de massa de hifas de Escovopsis ou de amostras de jardins. Para as amostras
de jardim utilizou-se o kit de extragdo ZR Soil Microbe DNA MiniPrep™ e para as
culturas axénicas de Escovopsis sp. o kit ZR Fungal/Bacterial DNA MiniPrep™
(Zymo Research®).

Para o controle da especificidade dos primers desenvolvidos para detecgao
de Escovopsis, foram feitas a extragdo do DNA de massa de hifas de culturas
axénicas de Leucogaricus sp., Alternaria sp., Aspergillus nidulans, Fusarium
oxysporum, Pencillium expansum e Botrytis allii, através do kit ZR Fungal/Bacterial
DNA MiniPrep™ (Zymo Research®). As culturas axénicas de Alternaria sp.,
Aspergillus nidulans, Fusarium oxysporum, Pencillium expansum e Botrytis allii
fazem parte da colegao micoldgica do laboratério de microbiologia do Department

of Biology & Biochemistry da University of Bath. Ja a cultura de Leucoagaricus sp.,
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Escovopsis sp. (Trachmyrmex sp.) e Escovopsis sp. (Sericomyrmex sp.) pertence
a colegao micologica do Laboratério de Entomologia e Fitopatologia da UENF.
Para verificar a detecgdo de conidios de Escovopsis em amostras de jardins,
diferentes suspensdes de esporos de Escovopsis sp. (1x101, 1x10° e 1x10°
conidios mL™) foram misturadas com 0,05 g de amostras de jardins sadios de A.
sexdens rubropilosa. O DNA das amostras misturadas a conidios de Escovopsis
sp. foi extraido através do kit ZR Fungal/Bacterial DNA MiniPrep™ (Zymo
Research®).

2.7. Condigcoes para PCR e eletroforese em gel

O primer especifico para o género Escovopsis (Esco1R) foi utilizado
juntamente com o primer ITS1F para amplificar a regiao Internal Transcribed Space
(ITS), frequentemente utilizada para estudos de sistematica e filogenia de fungos.
As condig¢des para PCR (Touchdown) foram de 95°C por 15 min, para desnaturagao
inicial; 25 ciclos de 95°C por 30s para desnaturacao; 55°C por um minuto para
emparelhamento (-1°C a cada ciclo); 72°C por 2 min para elongamento. Os
reagentes utilizados foram REDTaq® ReadyMix™ (Sigma-Aldrich®) 22,5ul, 1ul de
cada primer e 1ul do DNA extraido das amostras de jardim ou de cultura pura de
fungo. Os produtos do PCR foram analisados em gel de agarose 5% para confirmar
a presenca de Escovopsis sp., pela presenca de banda equivalente a 500 pb de
tamanho. Os amplicons e suas diluigdes foram quantificados em NanoDrop

(Thermo Science®).
2.8. Analise filogenética das sequéncias de Escovopsis sp.

As sequéncias de Escovopsis sp. foram processadas e comparadas com o
banco de dados do Genbank - NCBI pelo aplicativo Blastn®
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). As sequéncias com até 90% de homologia
foram usadas como parametro de identificacdo a nivel de género e utilizadas para
a construcao da arvore filogenética.

O alinhamento das sequéncias foi feito com o programa MUSCLE

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/). Para a edicdo das sequéncias utilizou-

se o software Mesquite versao 3.03. A construgao da arvore filogenética foi feita no



54

programa MEGA versdo 7, utilizando o algoritmo neighbor-joining, Kimura 2-
parametros como modelo de substituicdo nucleotidica e 1000 pseudorréplicas de

bootstrap.
2.9. Analises estatisticas

Testes de X?, considerando 5% de nivel de significancia, foram realizados
para comparagao de dados dos bioensaios de deteccdo de Escovopsis sp. nas
regides superior, intermediaria e inferior dos jardins de A. sexdens rubropilosa. Os

testes e a plotagem de graficos foram realizados no programa R v3.2.4.

3. RESULTADOS

3.1. Identificagao molecular de Escovopsis em amostras de jardins

O primer Esco_1R (Antisenso) constitui da seguinte sequéncia nucleotidica:
TTTCACGGCGGGGCCGAT. Sequéncia homodloga a Esco_1R foi encontrada em
Bosea sp. (um género de planta), com 94% de cobertura de consulta (Query cover).
Quando utilizado DNA de cultura axénica de Escovopsis sp. 0s primers
amplificaram fragmentos de 560-650 pb. Diluigdes em série de DNA de Escovopsis
mostraram que o primer pode detectar um minimo de 0,003 ng/uL de DNA (Figura
8). O DNA de culturas axénicas de Leucogaricus sp., Alternaria sp., Aspergillus
nidulans, Fusarium oxysporum, Pencillium expansum e Botytis allii, foi utilizado
como controle para verificar a especificidade dos primers para Escovopsis (Figura
9). O par de primers n&o foi capaz de amplificar DNA destas espécies de fungos,
demonstrando ser especifico para Escovopsis sp..

Os testes do conjunto de primers Esco_1R e ITS1F em amostras misturadas
com suspensdes de conidios de Escovopsis sp. (10!, 10° e 10° conidios. mL™),
demonstraram ser capazes de detectar Escovopsis mesmo em uma amostra nao
axénica (Figura 10). Foi possivel a amplificacdo por Esco_1R para Escovopsis sp.

mesmo em suspensdes contendo 10° conidios ml™” (Figura 11).
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3.2. Padrao da infec¢ao de miniformigueiro por Escovopsis sp. apos estresse

por sulfluramida

De acordo com os resultados de eletroforese em gel provenientes das
amplificagcbes em PCR das amostras de jardins utilizando-se o primer Esco1R e
ITS1F, a presencga do fungo Escovopsis sp. nao foi observada em nenhuma regiao
do jardim até 24h apds o estresse das minicolénias. Apos 48h do estresse, pode-
se detectar Escovopsis sp. na regiao intermediaria do jardim e apds 72h do
estresse, foi possivel detectar Escovopsis sp. em todas as regides dos jardins
(Figura 9).

Cl1 C3 a1 a3 bl b3 cl 3

—— e —

*"rToawrF
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-

C= [scovopsis (sample A)
a= 10=

b= 100x

C= 1000

Figura 8: Avaliagcado de sensibilidade do primer Esco1R e ITS1F para detecgao de
Escovopsis sp. a partir de amostras de DNA diluido. Concentragéo original de 3
ng/pl (C maiusculo) e respectivas diluigdes: (a) 10x, (b) 100x e (c) 1000x.
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Legenda:

: Ladder

: Trichoderma viride

: Aspergillus nidulans

: Fusarium oxysporum

: Penicillium expansum

: Botrytis allii

: Alternaria sp.

: Escovopsis sp. (+)

: Leucoagaricus sp. (Atta 1)
: Leucoagaricus sp. (Atta 2)
10: H0

11: Escovopsis sp. (+)
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Figura 9: Avaliagao de sensibilidade do primer Esco1R e ITS1F para especificidade
de deteccdo de Escovopsis sp. a partir dos DNAs de diferentes espécies de

ascomicetos.

Legenda:

L: Ladder

- - Esc+: Controle positivo

H20: Controle negativo

: Escov. Sericomyrmex (107)

: Escov. Trachimyrmex (107)

: Escov. Seric.(10°) + 0.05g jardim
: Escov. Seric.(10°) + 0.05g jardim
: Escov. Seric.(10") + 0.05g jardim
: Escov. Trachimyrmex (10°)

: Escov. Trachimyrmex (1 03)

: Escov. Trachimyrmex (1 01)

L 1 2 3 4 5

O~NO OB WN -

L 8 7 8 Esc+ H:O

Figura 10: Avaliagao de sensibilidade do primer Esco1R e ITS1F para deteccao de
Escovopsis sp. a partir dos DNAs de diferentes suspensdes (107, 10°, 10° e 10")
provenientes de culturas axénicas de duas colénias de formigas da tribo Attini

(Trachimyrmex e Sericomyrmex) ou misturados a 0,05g de amostras de jardins.
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Legenda:

L: Ladder

ny b Esc+: Controle positivo

regiao Superior com 24h
regiao Superior com 36h
regiao Superior com 48h
regiao Superior com 72h
regido Intermediaria com 24h
regido Intermediaria com 36h
regiao Intermediaria com 48h
regido Intermediaria com 72h
: regido Inferior com 24h

10: regiao Inferior com 36h

11: regido Inferior com 48h

L 7 8 9 10 11 12Esc+ 12: regido Inferior com 72h

L 1 2 3 i 5 6 Esc+

RN WM =

Figura 11: Avaliagao de sensibilidade do primer Esco1R e ITS1F para detecgao de
Escovopsis sp. em DNA de amostras de jardim de diferentes regides dos jardins e
diferentes periodos apos oferta de iscas com sulfluramida. Controle positivo (DNA

extraido de cultura axénica de Escovopsis sp.).

3.3. Deteccao de Escovopsis sp. a partir de amostras de jardins de col6nias

estressadas com iscas granuladas

A metodologia de isolamento de Escovopsis sp. por meio de amostras de
jardins demonstrou que o parasita é dificil de ser isolado a partir de colénias sadias,
tendo em vista a auséncia de Escovopsis sp. em todas as placas de isolamento dos
miniformigueiros Controle. Contudo, nas colbénias do Tratamento com sulfluramida,
o fungo Escovopsis sp. comega o processo de infec¢do, observando-se a tomada
completa dos jardins em um periodo de 72 horas. Nas primeiras 24 horas apos o
estresse, o parasita somente foi isolado a partir de uma amostra da regiao superior
(1 ocorréncia). No periodo de 48 horas o Escovopsis sp. comegou a tomar conta
de todas as regides dos jardins, com maior incidéncia nas regides superior (5
ocorréncias) e intermediaria (5 ocorréncias) (Figura 13). Em 72 horas os jardins
foram completamente tomados visualmente pelo fungo parasita (Figura 12), mas

as regioes intermediaria e inferior apresentaram as maiores ocorréncias (10 e 9
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ocorréncias, respectivamente) (Figura 13). Ao somar os valores de ocorréncia entre
os periodos de 24, 48 e 72 horas, verificou-se uma tendéncia de maior facilidade
de isolamento de Escovopsis sp. da regido intermediaria (Figura 14). Contudo,
andlise de X? da presenca de Escovopsis sp. isolado das regides superior,
intermediaria e inferior de amostras de jardim ndo mostrou diferengas significativas
(p=0,1369).

Figura 12. Minicolénia de A. sexdens rubropilosa sendo coberta pelo fungo parasita

Escovopsis sp. em um periodo de 72 horas apos oferta de iscas formicidas a base

de sulfluramida as operarias.

3.4. Filogenia de Escovopsis sp. provenientes de diferentes colonias

A filogenia das sequéncias ITS dos isolados de Escovopsis sp. obtidos dos
jardins das espécies de formiga Afta sexdens rubropilosa, Atta robusta,
Acromyrmex balzani e Acrmoyrmex subterraneus subterraneus, comparada com
espéecies de Escovopsis sp. depositadas no banco internacional de dados do
Genbank é apresentada na Figura 15. A analise filogenética das sequéncias que o
conjunto de primer ITS1F e Esco_1R amplificou, mostrou a distribuigdo de estirpes
de Escovopsis sp. de diferentes colénias de formigas cortadeiras em um mesmo

clado.
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As sequéncias da regido ITS de Escovopsis sp. utilizadas neste trabalho
estdo disponiveis no banco de dados do Genbank através dos codigos LE211130
aLE21151.

?_ s
MW 24h
O 48h
O 72h

w —

w —

v —

N —

o - .

Superior Intermediario Inferior

Regides

Figura 13. Ocorréncia de Escovopsis sp. isolados de amostras de jardins das
regides superior, intermediario e inferior em periodos de 24, 48 e 72 horas apos a
oferta de isca com sulfluramida. Os controles tiveram resultados negativos para

ocorréncia de Escovopsis sp., portanto, nao foram anexados ao grafico.
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Figura 14. Grafico cumulativo de ocorréncia de Escovopsis sp. isolados de
amostras de jardins das regides superior, intermediaria e inferior em periodos de
24, 48 e 72 horas apos a oferta de isca com sulfluramida. Os controles tiveram
resultados negativos para ocorréncia de Escovopsis sp., portanto, nao foram

anexados ao grafico.
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Figura 15. Arvore filogenética inferida a partir de sequéncias da regido ITS do

género Escovopsis sp. e relacionados. A arvore foi reconstruida utilizando o

algoritmo de neighbor-joining com modelo de substituigdo nucleotidica de Kimura

2-parametros. Numeros nos ramos representam valores de suporte de bootstrap

(n= 1000 pseudoréplicas). O nome do fungo é seguido pelo coédigo de acesso da

cultura e do numero de acesso da sequéncia do GenBank. Taxons com marcadores

correspondem aos isolados de fungos obtidos no presente estudo.
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4. DISCUSSAO

A técnica de deteccao através do primer ITS1F e Esco_1R foi especifica,
sensivel e possibilitou o estudo de Escovopsis sp. em amostras de jardins de
formigas cortadeiras. Esta técnica é inédita para o género Escovopsis sp. e podera
servir em estudos futuros de infec¢des dos jardins de outras espécies de formigas
da tribo Attini e para amplificagao da regiao ITS (genes rRNA 18S, 5.8S e 28S) de
Escovopsis sp. em amostras contaminadas por outros fungos. Augustin et al.
(2013) demonstraram o potencial da regido ITS como marcador filogenético do
fungo Escovopsis. De maneira geral a regidao ITS é importante para identificacdo
de fungos, atuando como uma regidao de “barcode” para fungos, portanto,
marcadores moleculares especificos podem ser importantes para confirmacgéao
taxondmica de espécies de Escovopsis (Schoch et al. 2012).

A técnica de detecgao de Escovopsis sp. através de isolamento a partir de
amostras de jardins de colbnias intoxicadas com sulfluramida, demonstrou que as
populacbes de Escovopsis sp. sdo mantidas em controle constantemente pelas
operarias das colbnias. Em termos praticos € como se a isca ao intoxicar as
operarias, desabilitasse as defesas do jardim e, por outro lado, Escovopsis
apresenta efeito sinérgico a isca, por contaminar o jardim, impedindo a nutrigdo de
operarias, larvas e rainha, levando a colénia a morte. Isto remete o que foi
observado por Currie e Stuart (2001) onde operarias intensificam os
comportamentos de remogao do patdégeno de acordo com o aumento de sua
populacao nos jardins, sendo dificil de se isolar Escovopsis sp. a partir de colénias
sadias.

Através dos marcadores moleculares, péde-se observar o aumento da
infecgdo das colbnias por Escovopsis em um periodo de 48 horas. A técnica
possibilitou observar que o inicio das infecgcdes ocorre a partir da regido
intermediaria dos jardins, o que foi, de certa forma, compativel com as técnicas
padrao utilizando-se meio de cultura, sendo que a ocorréncia de Escovopsis sp. foi
maior nesta regiao, até 72 horas apos intoxicagao das coldnias. Ou seja, a infeccao
inicia-se na regiao intermediaria, evoluindo para a regiao superior e inferior por igual

ao longo do tempo. Este resultado concorda em parte com os resultados de Currie



63

(2001), que verificou o inicio da infeccdo na regido intermediaria e inferior dos
jardins. Este autor sugeriu que as infecgdes sdo mais persistentes nas regides mais
velhas dos jardins (intermediaria e inferior), podendo se espalhar para a regido nova
(superior), com adi¢cao de novos materiais foliares. Apesar do resultado semelhante
com o de Currie (2001), questiona-se o fato de ndo ser observado o inicio da
infecgdo na regido inferior, como ocorreu no trabalho deste autor, colocando em
questdo a sua sugestdo de que regides mais velhas do jardim s&o mais
susceptiveis a infecgdes por Escovopsis. Assim, sugere-se aqui que a dinamica de
infeccdo de Escovopsis ocorra em fungdo do balanco de nutrientes do fungo
simbionte. Schiott et al. (2008) ao estudar a atividade de xilanase do fungo
simbionte nas regides superior, intermediaria e inferior dos jardins, descreveram a
regidao intermediaria como a que apresenta a maior concentragdo de gongilidias
(estruturas ricas em nutrientes) se comparado as regides superior e inferior.
Portanto, a regiao intermediaria apresenta maior valor nutricional se comparado as
outras regides do jardim, possibilitando o rapido crescimento do parasita
Escovopsis sp. e a subita infeccdo do jardim. Isto pode explicar a velocidade com
a qual o parasita Escovopsis se desenvolve em questdes de horas colonizando
todo o jardim.

Ao estudar a dindmica de infecgao de Escovopsis sp. em diferentes regides
dos jardins de coldnias de Atta colombica, Currie, (2001) aspergiu uma suspensao
entre 4x10* a 6x10* conidios mlI™' de Escovopsis sp. sobre jardins para induzir as
infecgdes. Neste trabalho as infecgdes por Escovopsis sp. ocorreram naturalmente,
sem a inoculagao artificial do parasita, sendo induzidas pelo “estresse” das colénias
com iscas a base de sulfluramida que afetam as operarias das colénias. Além disso,
Currie, (2001) verificou a presenca do patégeno em diferentes regides dos jardins
depois de um periodo de 7 semanas apds a inoculagdo da suspensido de
Escovopsis sp.. Neste estudo, a intoxicagdo das coldénias com sulfluramida, o
parasita natural das colénias tomou os jardins em um periodo de 72 horas.
Comparando-se com o trabalho de Currie (2001), sugere-se que os parasitas
naturais podem apresentar uma dindmica de infeccao totalmente diferente de

parasitas introduzidos.
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5. CONCLUSOES

O desenvolvimento de técnicas moleculares para deteccado de infecgdes
dos jardins de formigas cortadeiras pelo patdégeno Escovopsis sp. foi eficiente no
estudo da dinamica de infecgao.

O primer Esco_1R desenvolvido neste trabalho é especifico ao género
Escovopsis, e é preciso na detecgao deste fungo em amostras de jardins, podendo
ser util em estudos futuros.

Técnicas padrao por cultivo em meio de cultura apresentaram resultados
semelhantes ao observado pelas técnicas moleculares, contudo, seus dados foram
insuficientes para a confirmagdes das diferengcas encontradas entre as infeccbes
de diferentes regides dos jardins.

As infecgbes dos jardins de fungo simbionte pelo parasita Escovopsis sp.
ocorreram a partir da regido Intermediaria, espalhando-se para as regides

superiores e inferiores ao longo do tempo.
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