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RESUMO

OLIVEIRA, Patricia Batista. M.Sc., Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro. Fevereiro de 2020; Isolamento e caracterizacdo de leveduras
presentes em jardins de fungos de Acromyrmex balzani (Emery, 1890)
(Hymenoptera Formicidae). Orientador: Prof. Richard lan Samuels. Coorientadora:
Dr.2 Aline Teixeira Carolino

As formigas cortadeiras dos géneros Atta e Acromyrmex mantém uma associacao
mutualistica com o fungo basidiomiceto Leucoagaricus gongylophorus, cultivado
para alimento, o qual é responséavel pela producdo de enzimas que degradam o
material vegetal transportado para o interior dos ninhos. Além do fungo mutualista,
uma ampla microbiota constituida por fungos filamentosos, bactérias e leveduras,
estdo associados aos ninhos e também contribui para a degradacdo dos tecidos
vegetais. O presente trabalho objetivou conhecer a diversidade de leveduras
encontradas em ninhos de Acromyrmex balzani no municipio de Campos dos
Goytacazes — RJ, e conhecer o papel desses microrganismos através de testes de
antagonismo frente aos fungos patogénicos Beauveria bassiana, Metarhizium
anisopliae e Escovopsis sp. Foram coletadas amostras de leveduras de 25 ninhos.
As leveduras foram identificadas em dois géneros (Candida e Rhodotorula), com
cinco espécies diferentes; Rhodotorula glutinis, Rhodotorula mucilaginosa, Candida
famata, “Sp1” e “Sp2”. Nos ensaios foram obtidos isolados de leveduras que foram
submetidos ao teste de antagonismo com os fungos patogénicos. Os resultados
mostraram que todos os fungos foram significativamente inibidos pelas leveduras.
N&o houve efeito negativo no crescimento das leveduras Rhodotorula glutinis,
Rhodotorula mucilaginosa e “Sp1”, quando expostas aos fungos B. bassiana,
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Escovopsis e M. anisopliae. Entretanto, o crescimento dos isolados obtidos foram
significativamente reduzidos quando expostos aos fungos. Os resultados mostraram
gue existe uma diversidade de leveduras presentes em ninhos de A. balzani. Dentre
as espécies identificadas no presente estudo, a maioria apresentou a capacidade de
inibir o fungo parasita de jardins de formigas cortadeiras Escovopsis sp. e os fungos
entomopatogénicos B. bassiana e M. anisopliae. O ineditismo do presente trabalho
€ que ele apresenta o primeiro relato de associacao da espécie Candida famata com

jardins de fungos de A. balzani.



ABSTRACT

OLIVEIRA, Patricia Batista. M.Sc., North Fluminense State University — Darcy
Ribeiro. February 2020; Isolation and characterization of yeasts present in gardens
of fungus of Acromyrmex balzani (Emery, 1890) (Hymenoptera: Formicidae). Advisor:
Prof. Richard lan Samuels. Co-advisor: Dr.2 Aline Teixeira Carolino.

Leaf-cutting ants of the genera Atta and Acromyrmex maintain a mutualistic
association with the basidiomycete fungus Leucoagaricus gongylophorus, which is
cultivate as a food source and is responsible for the production of extracellular
enzymes that degrade the plant material transported into the nests. In addition to the
mutualistic fungus, a range of microorganisms consisting of filamentous fungi,
bacteria and yeasts are associated with nests, which can also contribute to the
degradation of plant tissues. The work aimed to investigate the diversity of yeasts
present in nests of Acromyrmex balzani in the municipality of Campos dos
Goytacazes - RJ and to study the possible role of these microorganisms in the
defence of ant nests using antagonism tests against the pathogenic fungi Beauveria
bassiana, Metarhizium anisopliae and Escovopsis sp. Samples of yeasts from 25
nests were collected. Yeasts of two genera (Candida and Rhodotorula), with five
different species; Rhodotorula glutinis, Rhodotorula mucilaginosa, Candida famata,
"Spl" and "Sp2" were isolated. Antagonism bioassays using nine isolates were
performed against the three pathogenic fungi. In the antagonism tests, all fungi were
significantly inhibited by the yeasts. There was no effect on the growth of yeasts L1,
L2, L6 and L9 when exposed to the pathogenic fungi. However, the growth of yeasts
L3, L4, L5, L7, L8 and L9 was significantly reduced when exposed to the pathogenic
fungi. These results show the diversity of yeasts present in nests of A. balzani. Among
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the species identified here, most have the ability to inhibit the parasitic fungus of leaf-
cutting ants Escovopsis sp. and entomopathogenic fungi B. bassiana and M.
anisopliae. The novelty of this work is that it presents the first report of the association
of the species Candida famata with fungus gardens of A. balzani.

Xii



1. INTRODUCAO

As leveduras desempenham um papel importante na estabilidade de muitos
ecossistemas (Lachance e Starmer, 1998). Esses microrganismos estédo presentes
em abundancia na natureza, e sdo encontrados frequentemente em associacao
com uma ampla variedade de insetos (Vega e Dowd, 2005). Alguns insetos,
portanto, podem abrigar leveduras em algumas partes do corpo como, pernas e
exoesqueleto (Ganter, 2006). Diversos tipos de interacdes por levedura-inseto tém
sido descritos até o momento (Vega e Dowd, 2005).

Uma dessas interacfes é a associacdo de leveduras com ninhos de
formigas cultivadoras de fungo (Rodrigues et al., 2009). A tribo Attini, que engloba
as formigas cortadeiras, sdo formigas que utilizam a degradacdo de materiais
vegetais frescos para cultivar o fungo mutualista (Leucoagaricus gongylophorus) do
gual se alimentam (Nickele et al.,, 2013). As cortadeiras pertencem aos
géneros Atta (salvas) e Acromyrmex (quenquéns).

Essa interacdo se da ao fato de que, além do fungo mutualista, as colonias
de formigas Attini abrigam uma comunidade diversificada de microrganismos,
incluindo leveduras (Youngsteadt, 2008), que sédo frequentemente isoladas de
ninhos de formigas do género Atta e Acromyrmex (Carreiro et al., 2004; Pagnocca
et al., 2008). Esses microrganismos também sdo encontrados em depdésitos do
material descartado pelas formigas (Carreiro et al., 1997). No entanto, leveduras
também sdo encontradas na matéria organica dentro dos ninhos de formigas
cortadeiras. Alguns estudos sobre o papel desses microrganismos presentes nos
ninhos de formigas Attini, tém demonstrado que essas leveduras podem estar
relacionadas a degradacdo dos substratos coletados pelas formigas (Arcuri et al.,
2014; Melo, 2014).



Pouco se sabe sobre a diversidade e a funcao das leveduras presentes nos
ninhos de formigas da tribo Attini. Acredita-se que, de modo geral, as leveduras
podem estar atuando de forma positiva nesses ambientes, visto que algumas
espécies de leveduras tém se destacado na producdo de diferentes enzimas
hidroliticas, capazes de degradar substratos presentes no material vegetal (Arcuri
et al., 2014). Logo, mantem-se um campo aberto para explorar as funcdes desses
microrganismos nos ninhos.

Desta forma, o presente estudo teve como objetivo estudar a diversidade
de leveduras isoladas de ninhos de Acromyrmex balzani, e o possivel papel das
leveduras na protecdo dos ninhos contra fungos entomopatogénicos Beauveria

bassiana, Metarhizium anisopliae e o fungo parasita do jardim Escovopsis sp.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Formigas Cortadeiras

As formigas cortadeiras dos géneros Atta e Acromyrmex, Sao
caracterizadas como herbivoros dominantes da regido Neotropical, e consideradas
pragas importantes quando atacam plantas cultivadas (Holldobler; Wilson, 1990).
As formigas sdo insetos dominantes no mundo, tendo um maior nimero de
espécies nos Tropicos (Fernandez, 2003). Atualmente, elas compreendem quase
300 géneros e 20 subfamilias, além de 70 géneros conhecidos de fésseis (Jaime,
2010).

No Brasil as cortadeiras estdo disseminadas e presentes em todos os
estados, sendo uma preocupacdo constante nas mais diversas culturas
econbmicas do agronegdcio, por causar grandes danos as producdes, atacando
plantas de todas as idades (Della Lucia; Araujo, 2000). As cortadeiras séo
encontradas tanto em area rural, quanto no ambiente urbano. Em cidades, essas
pragas cortam plantas de pomares, jardins, pracas e parques. Na area rural,
acarretam danos em diferentes culturas, podendo dificultar o inicio de uma nova
plantacdo (Forti; Ramos, 2002).

Os danos que essas formigas causam podem ser observados em um curto
prazo de 24 horas. Nesse intervalo uma pequena colbnia de cortadeiras desfolharia
uma arvore inteira ou boa parte dela (Lima et al., 2001). As cortadeiras sao
consideradas uma das principais pragas agricolas no Brasil, provocando prejuizos
diretos e indiretos (Della Lucia e Souza 2011). Elas causam uma reducdo na
quantidade de folhas, e isso acaba impactando o desenvolvimento das plantas,

reduzindo sua frutificac&o e, consequentemente, a producio. E importante ressaltar



gue esses insetos exibem preferéncia por espécies e plantas cultivadas, tais como:
citros, eucalipto, milho e cana-de-acucar (Kruger et al., 2010).

Essa espécie possui o habito de cortar material vegetal e transporta-lo para
os formigueiros, proporcionando substrato para o desenvolvimento do seu fungo
simbionte Leucoagaricus gongylophorus, o qual é a principal fonte de alimento das
larvas e das rainhas (Della Lucia et al., 2011). Essa simbiose gerou adaptacdes de
interdependéncia que permitiu o desenvolvimento e manutencdo desta relagao
através do habito micéfago, realizado pelas formigas (Bacci et al.,1995; Siqueira et
al., 1998; Silva et al., 2006).

Schultz e Brady (2008), usando analises filogenéticas e moleculares,
confirmaram que o habito micéfago teve origem ha aproximadamente 50 milhdes
de anos na América do Sul. Tanto o fungo quanto as formigas séo favorecidos com
a relagdo simbiotica: o fungo fornece alimento para as formigas, e estas, por sua
vez, fornecem substrato para o desenvolvimento do fungo e protecdo contra

parasitas ou competidores (Mueller, 2002).

2.2. Formiga cortadeira Acromyrmex balzani

No Brasil existem 20 espécies e 9 subespécies aceitas do género
Acromyrmex, cujos ninhos podem ser encontrados em todo o territorio nacional. A
distribuicdo geografica, juntamente com a frequéncia e a densidade desse género,
esta diretamente ligada a fatores ambientais como: o tipo de solo, o tipo de
vegetacao e precipitacdo média anual (Della Lucia, 1993).

A espécie Acromyrmex balzani é especifica em cortar fragmentos de
monocotiledbnea, em especial gramineas (Melo, 2014). Desta forma, esta espécie
pode causar grande impacto econdmico em areas de pastagens e cultivos de cana-
de-aclcar, uma vez que causam danos severos as culturas, devido ao
comportamento de corte para coleta de material vegetal para o cultivo de seu fungo
simbionte (Della Lucia e Vilela, 1993).

A nidificacdo ocorre em locais abertos, ensolarados, e em solos de pouca
umidade (Andrade, 1991). Seus ninhos séo caracterizados por uma torre construida
de fragmentos de palhas e outros residuos vegetais (Pimenta et al., 2007). Préximo
a essas torres encontram-se monticulos de terra em formato semicircular, e ao lado

dos monticulos fica o lixo trazido do interior dos ninhos (Silva et al., 2010).



Pimenta et al. (2007) verificaram que os ninhos dessa formiga apresentam
quatro ou cinco camaras, sempre superpostas, com profundidade maxima de 95
cm, e o fungo se desenvolve sobre pedac¢os de gramineas ndo muito recortadas. A
rainha dessa espécie geralmente € encontrada na ultima camara de fungo. Um

ninho ja estabelecido pode ter uma populacéo que oscila de 337 a 2.832 individuos.

2.3. Associagao Formiga Fungo

E definida como mutualismo uma interacdo benéfica, reciproca entre
diferentes organismos. Estima-se que de 15 a 20% dos insetos vivem em simbiose
com microrganismos (Buchner, 1965; Borsaux-eude e Gross, 2000). A associacao
formiga-fungo € muito antiga, datando de 45-60 milhées de anos (Mueller et al.,
2001).

Como ja referido, as cortadeiras séo caracterizadas por cultivarem jardins de
fungo nas camaras de seus ninhos. Esses jardins representam sua principal fonte
de alimento numa relacdo de mutualismo obrigatoéria, onde o fungo € utilizado como
principal recurso alimentar para as rainhas, larvas e operarias, que em retribuigéo,
fornecem ao fungo substratos para seu crescimento e protecdo (Nickele et al.,
2013).

O simbionte raramente produz a estrutura de reproducdo sexuada
(basidioma) necessaria para identificacdo classica (Rodrigues, 2009). Em casos
raros de aparecimento dessa estrutura, o fungo foi identificado como Leucoagaricus
gongylophorus (Singer, 1986; Pagnocca et al., 2001). Sua principal caracteristica
morfologica € a presenca de gongilideos, estruturas formadas na extremidade das
hifas que contém nutrientes, utilizados na alimentacdo dos individuos (Simoes,
2018). Um estudo realizado por Mueller et al. (2010) indica que todas as formigas
cortadeiras cultivam apenas uma espécie de fungo mutualista e, em cada colbnia,

existe apenas uma unica linhagem do fungo.

2.4. Leveduras nos jardins de fungo de formigas cortadeiras

O aparecimento de leveduras associadas as formigas cortadeiras ou seus
jardins, tem sido relatado por vérios autores. Estudos realizados por Craven et al.



(1970) demonstraram grandes quantidades de leveduras nos jardins de fungos das
formigas cortadeiras Atta cephalotes e Acromyrmex octospinosus. Nos estudos de
Viela et al. (1983), foram relatadas presenca de diferentes espécies de leveduras
em ninhos de A. sexdens rubropilosa e A. laevigata, as quais foram identificadas
como sendo dos géneros Candida, Rhodotorula e Kloeckera.

Em seus estudos, Pagnocca et al. (1996) encontraram leveduras em jardins
de fungo, depdsito de lixo e em ninhos de laboratorio de Atta sexdens rubropilosa,
sugerindo que varias partes dos ninhos seriam ambientes propicios para esse
grupo de microrganismos. Carreiro et al. (1997), realizaram um dos primeiros
estudos sistematicos de leveduras em jardins, investigando as leveduras de ninhos
de laboratoério de A. sexdens rubropilosa.

Carreiro et al. (1997) isolaram leveduras dos jardins de 19 ninhos, dos
depodsitos de lixo, do tegumento das formigas, das folhas que as operarias
coletavam e do fundo das camaras onde ficam os jardins de fungos para fim de
identificacdo desses microrganismos. Os autores encontraram sete géneros de
leveduras em jardins de formigas cortadeiras e no material descartado pelas
colonias, incluindo uma ampla distribuicdo do género Candida. Eles propuseram
que as leveduras podem ser introduzidas nos ninhos pelas préprias operarias, que
podem adquiri-las no contato com os diversos tipos de materiais vegetais no ato de

forragear.

2.5. Associagao entre microrganismos e ninhos de formigas Attini

O jardim de fungo das formigas Attini pode ser considerado um
microambiente que abriga uma diversa comunidade de microrganismos
(Youngsteadt, 2008). Além do fungo simbionte, fungos do género Escovopsis e
varios géneros de actinomicetos, por exemplo, sdo frequentemente encontrados
em ninhos de formigas da tribo Attini (Currie et al., 1999).

Currie et al. (2003) relataram que os fungos do género Escovopsis sao
parasitas especializados da ordem Ascomycota, isolados de jardins e lixeiras de
formigas da tribo Attini. Esse microrganismo gera um grande impacto no
desenvolvimento dos jardins de fungo cultivado pelas formigas e,

consequentemente, podem matar o ninho. Entretanto, existem muitos relatos de



outros fungos, leveduras e bactérias presentes nos jardins desses insetos (Van
Borm et al., 2002; Rodrigues et al., 2005).

Por muito tempo esses microrganismos foram considerados contaminantes
da fungicultura das formigas Attini (Currie, 2003). Apesar de relatar a presenca
desses microrganismos, poucos foram os estudos que investigaram o papel deles
na simbiose. Assim, é possivel que tanto bactérias e leveduras, quanto outros
fungos encontrados nesse ambiente, exercam funcdes especificas, como a
digestdo do substrato vegetal nos jardins de fungos, producdo de nutrientes
essenciais para as formigas, ou mesmo a producéo de substancias que atuem no
controle de microrganismos indesejaveis a cultura do fungo simbionte (Mueller et
al., 2005).

Bactérias do género Burkholderia, isoladas de jardins de fungos de Atta
sexdens rubropilosa séo capazes de produzir antifingicos que inibem a germinacéao
de esporos de Metarhizium anisopliae e Escovopsis sp. (Santos et al., 2004). Nao
se sabe detalhes da associacédo dessa bactéria com as formigas, pois somente foi
encontrada em uma espécie de formiga cortadeira, porém, estudos como de Santos
sugerem que existam nas colbnias das Attini, varios microrganismos a serem
estudados, bem como muitas interacdes do tipo microrganismo-microrganismo e
microrganismo-inseto, a serem caracterizadas.

Com isso, a busca por microrganismos presentes nos ninhos das formigas
resultou na descricdo de duas novas espécies de leveduras: Cryptococcus
haglerorum (Middelhoven et al., 2003) e Sympodiomyces attinorum (Carreiro et al.,
2004). Foi demonstrado que as leveduras, bem como bactérias isoladas de ninhos
de laboratério de A. sexdens rubropilosa, hidrolisam os polissacarideos presentes
no material vegetal dos jardins de fungos (Carreiro, 2000). Desse modo, foi
sugerido que tais microrganismos provavelmente auxiliem o fungo simbionte na
degradacéo das folhas, facilitando seu acesso aos nutrientes presentes dentro do

material vegetal.

2.6. Controle de formigas cortadeiras

Na agricultura brasileira e mundial, o controle quimico € o método mais
utilizado para combate de pragas, seja para médios ou grandes produtores. Este

método consiste em aplicacbes de produtos quimicos (inseticidas, fungicidas,



bactericidas), cujo objetivo é reduzir a populacédo de pragas e doencas de plantas,
reduzindo a perda na produtividade, gerando um ganho econémico para o produtor
(Moreira et al., 2002).

Em relacdo as formigas cortadeiras, isso ndo é diferente e o seu controle &
frequentemente realizado por meio de controle quimico (Buratto et al., 2012). Esses
produtos sdo aplicados diretamente em seus ninhos, nas formulacées em po,
liguida, ou na forma de iscas granuladas, colocadas nas proximidades das col6nias.
Ressalta-se que a forma mais usada séo as iscas téxicas granuladas (Giesel, 2007,
Bueno, 2013).

A excessiva aplicacdo de produtos quimicos, no entanto, tornou-se um
grande problema para o meio ambiente, ja que este método tem consequéncias a
longo prazo, e seus efeitos sobre o ecossistema podem ser irreversiveis (Veiga et
al., 2006). A aplicacdo de produtos quimicos pode ser prejudicial de diversas
formas: afetando organismos ndo alvo, prejudicando salde humana, podendo
contaminar o solo e os sistemas hidricos, resultando em uma degradac&o ambiental
que teria como consequéncia prejuizos eminentes (Veiga et al., 2006).

N&o obstante, as formigas cortadeiras continuam desafiando todos os
esforcos planejados para minimizar seus danos (Leal et al.,, 2014). Tem-se
desenvolvido produtos quimicos cada vez mais potentes e especializados, e
equipamentos cada vez mais sofisticados, mas a situacdo permanece quase
inalterada (Jung et al., 2013). Entretanto, o uso de estratégias de controle biol6gico
poderia ser um alternativo viavel para o manejo de pragas.

O principio basico do controle biolégico € a acédo de parasitoides, predadores
ou patdgenos, que tém a funcdo de manter a densidade de outros organismos mais
baixa, do que seria na sua auséncia (Valicente, 1989). Trata-se de um método de
controle natural, cujo objetivo é utilizar inimigos naturais de controle que, ao
contrario do uso quimico, € inofensivo ao meio ambiente e a salde humana
(Carvalho, 1970).

J& é consenso que o controle biol6gico ndo acompanhou o desenvolvimento
de outros métodos de controle, principalmente o quimico. Isso ocorre porque a
maior parte dos recursos mundiais dirigidos para o controle de pragas foi
direcionado para o estudo de métodos que fornecessem resultados imediatos, com

solucbes rapidas, independente da obrigatoriedade de reaplicacbes periddicas,



contrastando com a vantagem do controle biolégico que, uma vez adotado, poderia
trazer solucéo permanente (Valicente, 1989).

Entretanto, nas Ultimas décadas, o controle biolégico tem recebido a atencéo
dos pesquisadores, principalmente devido aos movimentos, a nivel mundial, de
preservacdo do meio ambiente. Diante deste contexto, salienta-se que um maior
entendimento das interacdes entre as formigas e a microbiota dos ninhos poderia

ser (til no planejamento do controle bioldgico.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Coletas do fungo simbionte em campo

Para o presente estudo foram colhidos vinte e cinco ninhos de A. balzani, em
um total de sete coletas, no municipio de Campos dos Goytacazes, RJ - Brasil
(Latitude: -21.7545 e Longitude: -41.3244). Os ninhos foram coletados ao longo de
guatro meses, sendo a primeira coleta em Junho de 2019, e Ultima coleta Setembro
de 2019.

As coletas foram realizadas em trés locais diferentes: Universidade Estadual
do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), Escola Técnica Agricola e o Instituto
Federal Fluminense (IFF) - Campus Guarus, todas as sedes estdo localizadas
no norte do estado do Rio de Janeiro.

Para a coleta do fungo simbionte, as colonias de A. balzani foram escavadas
até atingir a panela de fungo. As amostras do jardim de fungo (Figura 1) e do
material de descarte (Figura 2) foram coletadas e estocadas em recipientes
estéreis, e acondicionadas em caixas térmicas contendo bolsas de gelo, evitando,
assim, a perda da umidade, e interrompendo o desenvolvimento de outros
microrganismos. As amostras coletadas foram transportadas para o laboratério e
processadas para isolamento das leveduras, num prazo maximo de até 24 h apés

a coleta.

Figura 1. Amostras de jardim de fungo coletadas (Seta vermelha indicando o fungo
simbionte).
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Figura 2. Amostra do material de descarte (Quadrado vermelho indicando o
material de descarte coletado).

3.2. Isolamento de leveduras

Foram realizadas diluicbes em série com 0,5 g do jardim de fungo e 0,5 g do
material de descarte, em 5mL de Tween 0,5%, agitadas em vOrtex por 5 minutos
(Figura 3). Aliquotas de 100 pL da ultima diluicdo de 102 foram semeadas em
triplicata em placas de Petri contendo o meio de isolamento YMA (0,3% extrato de
malte; 0,3% extrato de levedura; 0,5% peptona; 2,0% agar e H20), suplementados
com 0,01% de cloranfenicol, e ajustada para pH 4,0. As placas foram incubadas em
BOD 20 °C em escotofase e monitoradas diariamente.

As coldnias que apresentaram diferentes morfotipos foram coletadas logo
apos o crescimento nas placas, purificadas e mantidas em meio BDA (Batata;
Dextrose; Agar e H20). O material foi armazenado em geladeira a + 4 °C.
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ESTOQUE
10-1 102 102

0,5 g do jardim
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material de " ‘1’00 W‘Ee” 900 pL Tween
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+ suspenséao H +100 pL

5mL de Tween estoque

Figura 3. Representacdo das diluicbes em série realizadas com o material de
descarte e jardim de fungo.

3.3. Caracterizacao das leveduras através de método de Gram

As leveduras foram detectadas através da coloracdo de Gram (ref.). Foi
realizado o esfregago com violeta-de-metila, deixando agir por aproximadamente
15 segundos. Em seguida foi adicionado igual quantidade de agua sobre a lamina
coberta com violeta-de-metila, deixando agir por mais 45 segundos. O corante foi
escorrido e lavado em um filete de agua corrente, cobrindo a lamina com lugol
diluido (1/20), deixando agir por aproximadamente 1 minuto.

Na sequéncia, escorreu-se 0 lugol, lavando-o com um filete de &gua
corrente, adicionando alcool etilico (99,5° GL) sobre a lamina, descorando-a até
gue néo se desprendesse mais corante. Subsequentemente, a lamina foi lavada
novamente com um filete de agua corrente, coberta com o corante safranina,
deixando-o agir por aproximadamente 30 segundos. Novamente foi realizada
lavagem com um filete de agua corrente e deixado a secar ao ar livre, ou
suavemente, com o auxilio de um papel de filtro limpo. Foi colocada uma gota de
Oleo de imersdo sobre o esfregaco, e realizada leitura com microscépio, usando
objetiva de imersédo (x100). As leveduras, por norma, apresentaram-se na forma

unicelular (células individuais).
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3.4. Teste bioguimico para identificacdo das leveduras

As leveduras foram submetidas aos testes bioquimicos através do cartédo
anaero-card ANC — Vitek 2 (bioMérieux, Marcy-L’Etoile, France), um sistema
fechado, constituido por provas bioquimicas e enzimaticas miniaturizadas, que
identifica com mais precisdo o0 género e a espécie do microrganismo isolado.
Existem mais de 300 possibilidades de microrganismos cadastrados no banco de
dados. Leva-se um periodo de 24 a 48 horas para finalizar a identificacao das

amostras nos testes bioquimicos.

3.5. Bioensaios de antagonismo de leveduras contra fungos patogénicos

Foi testado o potencial inibitorio das leveduras em confronto com os fungos
entomopatogénicos B. bassiana e M. anisopliae, e o fungo parasita Escovopsis sp.
Os bioensaios de confronto seguiram uma versdo adaptada da montagem
experimental utilizada por Rodrigues et al. (2009). Apds o0 crescimento em meio
YMA, as leveduras foram cultivadas em meio BDA por 3 dias, a 25 °C, antes dos
experimentos.

As placas com meio BDA foram divididas em quatro faixas em formato de
cruz. Trés leveduras foram inoculadas individualmente no tamanho 0,5 cm na
lateral da placa de Petri, e uma das laterais foi deixada sem inoculagéo (controle)
(Figura 4).

As placas foram inoculadas com leveduras trés dias antes da inoculacéo dos
fungos patogénicos. Apos esse periodo, os fungos escolhidos para teste foram
inoculados no tamanho 0,5 cm, no centro da placa de Petri. Foram realizadas, com
auxilio de uma régua, as medidas diarias em centimetros, do crescimento dos
fungos e leveduras. Também foram realizados 30 confrontos com os nove isolados,
pertencentes as 5 espécies de leveduras, perfazendo um total de 10 repeticGes

para cada tratamento com fungo.
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Levedura 2
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Figura 4. Placa de Petri com meio BDA dividida em formato de cruz, usada nos
testes de confronto.

3.6. Origens das leveduras utilizadas

Os isolados das leveduras utilizadas tiveram origem de acordo com a
Tabela 1.
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Tabela 1. Espécies e origem das leveduras encontradas em ninhos de Acromyrmex

balzani.
Espécie Isolado Origem
Rhodotorula glutinis L1 Ninho de Acromyrmex balzani
Rhodotorula L2 Ninho de Acromyrmex balzani

mucilaginosa

Céandida famata L3 Ninho de Acromyrmex balzani
Rhodotorula L4 Material de descarte Acromyrmex
mucilaginosa balzani
Rhodotorula L5 Ninho de Acromyrmex balzani

mucilaginosa

“Sp1” L6 Ninho de Acromyrmex balzani
Rhodotorula glutinis L7 Ninho de Acromyrmex balzani
“Sp2” L8 Ninho de Acromyrmex balzani
Rhodotorula glutinis L9 Ninho de Acromyrmex balzani
Numero total de 5
espécies
Numero total de 9
isolados

3.7. Andlises dos dados

Os dados de crescimento dos fungos e das leveduras foram submetidos a
andlise de variancia (ANOVA). O teste de agrupamento Scott Knott (P = 5%) foi
utilizado para comparar o crescimento dos fungos na presenca das leveduras, e o
teste Tukey (P = 5%) foi utilizado para comparar o crescimento das leveduras na
presenca dos fungos. As analises foram feitas utilizando-se o programa estatistico
SigmaPlot 12.5. O gréfico indicando os nimeros de amostragens de leveduras
encontradas nas referentes coletas foi confeccionado no programa Microsoft Office

Excel.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Um total de 9 leveduras foram isoladas dos 25 ninhos de A. balzani
coletados. Todos os isolados estdo depositados na colecdo do Laboratério de
Entomologia e Fitopatologia (LEF) da Universidade Estadual do Norte Fluminense.
Um total de 5 espécies, de 2 géneros, foram identificados sendo género Candida
(ascomiceta) e género Rhodotorula (basidiomiceta).

Os resultados encontrados no presente estudo corroboram com varias
pesquisas que relatam a presenca de leveduras em ninhos de formigas da tribo
Attini (Carreiro et al., 2004, Rodrigues et al., 2009; Pagnocca et al., 2008, 2010;
Mendes et al., 2012). Os isolados L6 e L8 nao foram identificados de acordo com
0s testes bioquimicos, e, portanto, foram denominados “Sp1” e “Sp2”.

As espécies predominantes nos ninhos foram: Rhodotorula glutinis (33%),
Rhodotorula mucilaginosa (22%), seguido de Candida famata (11%), “Sp1” (11%)
e “Sp2” (11%). A espécie Rhodotorula mucilaginosa (11%) também foi encontrada
no material de descarte. Entre os trés locais coletados, na Escola Técnica Agricola
nenhuma levedura foi isolada, sendo a UENF o local onde mais se obteve

leveduras (4), seguido do IFF Guarus, com um isolado coletado (Tabela 2).
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Tabela 2. Leveduras isoladas de jardim de fungo e material de descarte da formiga
cortadeira Acromyrmex balzani nos locais diferentes. Leveduras isoladas
de jardim de fungo (JF); Leveduras isoladas de material de descarte

(MD).
Espécie Isolado JF MD Local de coleta
Rhodotorula glutinis L1 1 0 UENF
Rhodotorula mucilaginosa L2 1 0 UENF
Céandida famata L3 1 0 UENF
Rhodotorula mucilaginosa L4 0 1 UENF
Rhodotorula mucilaginosa L5 1 0 IFF Guarus

“Sp1” L6 1 0 UENF
Rhodotorula glutinis L7 1 0 UENF
“Sp2” L8 1 0 UENF
Rhodotorula glutinis L9 1 0 UENF

Numero total de isolados 8 1

Numero total de espécies 5 5 1

Em relacdo a essa diversidade de espécies, observou-se que o jardim de
fungo apresentou uma maior diversidade quando comparado com o material de
descarte (Tabela 2). Verificando a diversidade de leveduras nos trés locais de
coleta, percebeu-se que na UENF a diversidade foi maior (Tabela 2). Esse
resultado pode estar relacionado com as diferentes espécies de gramineas
encontrada em cada local, por exemplo, Paspalum notatum UENF, Tifton 85 Escola
Técnica Agricola e Zoysia japonica no IFF Guarus.

Melo (2014) afirma que os diferentes tipos de gramineas podem alterar a
diversidade das leveduras encontradas em ninhos de A. balzani. Fato também
observado por Morais et al. (1995) e Pimenta et al. (2009), que em seus estudos
sugerem que a diversidade de leveduras € alta em locais preservados. De acordo
com os autores, provavelmente este resultado € devido a uma maior diversidade
de fontes de alimentos em florestas priméarias do que em areas perturbadas, onde
o habitat € mais homogéneo.

As espécies Rhodotorula glutinis, Candida famata, “Spl” e “Sp2” foram
encontradas apenas nos jardins do fungo. Ja a espécie Rhodotorula mucilaginosa
foi encontrada tanto nos jardins de fungo como no material de descarte. Estudos

apontam que o comportamento de forrageamento das operarias de formigas
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cortadeiras explica a presenca da maioria das leveduras encontradas nos jardins
de fungo, pois elas podem estar no filoplano do material vegetal fresco coletado
pelas operéarias. Este € considerado um nicho que abriga uma diversidade de
microrganismos, entre eles muitas espécies de leveduras (Fonseca e Inacio, 2006).

Fonseca e Inacio (2006) observaram que na filosfera ha predominancia de
basidiomicetos. Essas leveduras também vém sendo encontradas no interior de
ninhos de formigas cortadeiras, assim como nos estudos de Pagnocca e
colaboradores (2011), que relataram a prevaléncia de leveduras basidiomicetas em
ninhos de formigas cortadeiras dos géneros Atta e Acromyrmex. Tal descoberta
confirma a observacdo de Rodrigues et al. (2009) e Mendes et al. (2012), de que
nos jardins de fungos de formigas cortadeiras predominam leveduras
basidiomicetas, e que isso provavelmente € decorréncia do material foliar
carregado para o interior dos ninhos pelas formigas forrageadoras.

O género Rhodotorula foi predominante nos ninhos de A. balzani,
representando 66% do total de isolados obtidos, e tem sido recorrente o isolamento
de leveduras deste género em jardim de fungo das formigas Attini (Melo, 2014;
Mendes et al., 2012; Rodrigues et al., 2009). As leveduras pertencentes ao género
Rhodotorula apresentam ampla distribuicdo geogréafica e podem ser encontradas
nos mais diferentes habitats.

As espécies Rhodotorula mucilaginosa e Rhodotorula glutinis, ambas
representadas nesse estudo por trés isolados cada, tém sido associadas aos
ninhos de formigas da tribo Attini (Carreiro et al., 1997; Pagnocca et al., 2008;
Rodrigues, 2009).

O estudo realizado por Melo (2014), demonstrou que a maior parte das
leveduras isoladas eram da espécie Rhodotorula mucilaginosa, encontradas em
material de descarte, o que nao foi 0 caso do presente estudo, cuja maior parte das
leveduras isoladas dessa espécie esteve presente no jardim de fungo, e apenas
um isolado foi encontrado no material de descarte.

Considerando que a maior ocorréncia das espécies dessa levedura ocorreu
no interior dos ninhos, isso pode ser justificado levando em conta algumas
explicacdes sugeridas por Rodrigues et al. (2009), tais como: a populacdo de
leveduras no jardim de fungos depende da entrada de leveduras com substratos
vegetais especificos durante os diferentes periodos do ano ou dos diferentes

habitats; a idade ou a saude do jardim também podem influenciar a populagéo de
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leveduras; e as leveduras podem habitar os jardins de fungo em alguns periodos
do ciclo anual de cultivo.

Ja o segundo género de levedura encontrado no interior do jardim de fungo,
0 género Candida, também tem relatos em ninhos de formigas Attini (Pagnocca et
al., 2010). De acordo com Santos (2015), foi encontrada levedura do género
Candida no interior do jardim de formigas Attini. Este resultado difere do encontrado
por Pagnocca et al. (2010) que relataram um isolado de Candida, a partir do
depodsito de residuos dos ninhos. As espécies deste género sdo encontradas
também em diversos tipos de frutos (Prada e Pagnocca, 1997), além de outros
ambientes, como descrito no trabalho de Loureiro et al. (2005), que isolaram este
género do solo e da agua do mar de duas praias de Olinda-PE.

Embora as espécies do género Candida sejam encontradas em abundancia
em outros habitats e em associacdo com ninhos de formigas, a espécie Candida
famata tem seu primeiro relato de associacdo com jardins de fungos de formigas
Acromyrmex balzani descrito neste trabalho.

Quanto ao numero de coletas realizadas, o estudo mostra que se fossem
realizadas mais coletas, o grafico de amostragem (Figura 5) talvez atingiria o efeito

platd. Portanto, a realizac&o de futuras coletas nesses locais seria relevante.

5
3
3
2
o
L]
" 2° 3° 4= 5 [ty i~

M* acumulado de isolados

Coletas

Figura 5. NUmero acumulativo de isolados de leveduras em ninhos de A. balzani
encontradas em todos os locais de coleta no municipio de Campos dos
Goytacazes.
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A maioria dos isolados testados tiveram acdo antagonica em relacéo ao
crescimento dos fungos utilizados nos testes de confronto, e esses efeitos foram
estatisticamente significativos. Escovopsis sp. foi significativamente inibido pelas
leveduras (Fg,90 = 9,48; p < 0,001).

O maior crescimento de Escovopsis sp. ocorreu no tratamento controle e o
menor na presenca dos isolados L3 (C. famata), L4 (R. mucilaginosa) e L8 (“Sp2”).
Quando Escovopsis sp. foi exposto aos isolados L1, L2, L5, L6, L7 e L9 0 seu
crescimento foi menor que ocorrido no controle, porém, foi maior que o crescimento

observado quando confrontado com L3, L4 e L8 (Figura 6 e 7).
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Figura 6. Crescimento (cm média + EP) do fungo Escovospsis sp. em relacdo as
leveduras em testes de confronto. Cont. (controle). Médias seguidas por
mesmas letras s&o iguais entre si pelo teste Scott Knott (P<0,05).
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Figura 7. Antagonismo de leveduras em relagdo ao parasita do jardim de fungo de
formigas cortadeiras Escovopsis sp. Leveduras testadas: L1 (R. glutinis)
L2 (R. mucilaginosa) L3 (C. famata) e C (Controle) (A). L4 (R.
mucilaginosa) L5 (R. mucilaginosa) L6 (“Sp1”) e C (Controle) (B). L7 (R.
glutinis) L8 (“Sp2”) L9 (R. glutinis) e C (Controle) (C). Linha pontilhada
mostrando até onde o fungo cresceu. Seta vermelha indicando as
leveduras que apresentaram repeléncia/inibigc&o.

O Escovopsis também é inibido por bactérias do género Burkholderia
encontrada em ninhos de Atta sexdens rubropilosa (Santos et al., 2004). Sabe-se
gue o Escovopsis é um parasita do fungo simbionte das Attine, a acdo da bactéria
pode estar relacionada ao fator de protecdo da colbnia.

Contudo, o fato de Escovopsis poder ser inibido por uma variedade de
microrganismos, incluindo bactérias e leveduras, expande a visdo sobre a
coevolucdo deste fungo no mutualismo antimicrobiano, uma vez que esses
microrganismos presentes em ninhos de formigas podem contribuir sinergicamente
na defesa contra o parasita do jardim, e isso pode ser particularmente benéfico para
formigas cortadeiras (Santos et al., 2004).
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O fungo entomopatogénico B. bassiana apresentou crescimento
significativamente afetado pelas leveduras (Fe,9 = 11,07; p < 0,001), obtendo o
maior crescimento no tratamento controle e o menor na presenca dos isolados L3,
L,5, L6 eL8.

Desta forma, B. bassiana quando exposto aos isolados L1, L2, L4, L7 e L9,
apresentou menor crescimento que o controle, porém, foi maior que o crescimento
observado em L3, L,5, L6 e L8 (Figuras 8 e 9).
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Figura 8. Crescimento do fungo Beauveria bassiana (cm média + EP) em relacéo
os confrontos com leveduras. Cont. (controle). Médias seguidas por
mesmas letras sao iguais entre si pelo teste Scott Knott (P<0,05).
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Figura 9. Antagonismo de leveduras em confronto com o agente patogénico do
jardim de fungo de formigas cortadeiras Beauveria bassiana. Levedura
testada L1 (R. glutinis) e L2 (R. mucilaginosa) L3 (C. famata) (A). L4 (R.
mucilaginosa) L5 (R. mucilaginosa) L6 (“Sp1”) e C (Controle) (B). L7 (R.
glutinis) L8 (“Sp2”) L9 (R. glutinis) e C (Controle) (C). Linha pontilhada
mostrando até onde o fungo cresceu. Seta vermelha indicando as
leveduras que apresentaram repeléncia.

O crescimento do fungo M. anisopliae foi significativamente afetado pelas
leveduras (Fe,00 = 26,86; p < 0,001). M. anisopliae apresentou o maior crescimento
no tratamento controle e o0 menor crescimento na presenca dos isolados L3, L6 e
L8.

Quando M. anisopliae foi exposto aos isolados L1, L2, L4, L5, L7 e L9, seu
crescimento foi menor que ocorrido no controle, porém, foi maior que o crescimento
observado em L3, L6 e L8 (Figuras 10 e 11).
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Figura 10. Crescimento do fungo Metarhizium anisopliae (cm média £ EP) em
confronto com as leveduras. Cont. (controle). Médias seguidas por

mesmas letras sao iguais entre si pelo teste Scott Knott (P<0,05).
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Figura 11. Antagonismo de leveduras em confronto com o fungo Metarhizium
anisopliae. Levedura inoculada em L1 (R. glutinis) e L2 (R.
mucilaginosa) L3 (C. famata) (A). L4 (R. mucilaginosa) L5 (R.
mucilaginosa) L6 (“Sp1”) e C (Controle) (B). L7 (R. glutinis) L8 (“Sp2”)
L9 (R. glutinis) e C (Controle) (C). Linha pontilhada mostrando até onde
o fungo cresceu. Seta vermelha indicando as leveduras que
apresentaram repeléncia/inibicéo.

Os resultados de inibicdo dos fungos B. bassiana e M. anisopliae pelas
leveduras do género Candida e Rhodotorula podem ser vistos como uma protecao
das formigas contra infeccdo por fungos entomopatogénicos. A repeléncia das
leveduras frente a esses fungos, para esses dois géneros, foi significativa (Figura
9 e 11). Rodrigues et al. (2009), trabalhando com teste de antagonismo com o fungo
B. bassiana, perceberam repeléncia por leveduras isoladas de ninhos de A. texana.

Os resultados obtidos no presente trabalho podem estar relacionados com o
fato de que fungos entomopatogénicos tém como caracteristica causar doencas em
insetos, resultando na morte do hospedeiro. As leveduras que repeliram o
crescimento do fungo podem ser benéficas para o formigueiro apresentando funcéo

de defensa contra patégenos.
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Mattoso et al. (2012) verificaram a associacdo benéfica da bactéria
Pseudonocardia com formigas Acromyrmex subterraneus subterraneus, utilizando
o fungo M. anisopliae para verificar a acdo defensiva da bactéria, que funciona
como um escudo protetor das formigas. Os autores testaram em laboratério a
aplicacdo do antibidtico gentamicina, a fim de reduzir a populacdo das bactérias
protetoras e, assim, aumentar a mortalidade das formigas. A remocao do biofilme
bacteriano do tegumento com antibiéticos aumentou significativamente a
suscetibilidade das formigas a infeccdo por M. anisopliae.

N&o houve diferenca de crescimento das leveduras L1 (Fz27=2,08; p = 0,14),
L2 (F227=3,34; p =0, 050), L6 (Fz227=3,18; p = 0,057) e L9 (F227= 1,76; p =0,19)
guando expostas aos fungos B. bassiana, Escovopsis sp e M. anisopliae. Por outro
lado, o crescimento das leveduras L3 (Fz27 = 9,53; p <0, 001), L4 (Fz227 = 12,95; p
<0, 001), L5 (F2.27=6,006; p = 0, 007), L7 (F2,27=6,62; p= 0, 005), L8 (F2,27 = 13,16;
p <0, 001) e L9 (F227 = 1,76; p = 0,19), diferiram quando expostas aos mesmos
fungos.

As leveduras L4 e L8 tiveram um crescimento semelhante, na presenca do
fungo Escovopsis sp o crescimento foi menor para ambas, em comparagdo com
crescimento ocorrido na presenca de B. bassiana e M. anispopliae. As leveduras
L3 e L7 apresentaram maior crescimento na presenca de M. anisopliae, e menor
crescimento quando foram expostas a B. bassiana, Escovopsis sp. Ja para L5 um
menor crescimento ocorreu quando foi exposta ao fungo B. bassiana, e maior na

presenca de M. anisopliae (Figura 12).
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O fato de espécies iguais apresentarem resultados opostos em relacédo ao
crescimento das leveduras, € explicado pela caracteristica de cada isolado,
podendo, portanto, um isolado ser mais virulento que o outro. Nesse sentido, 0s
resultados da presente pesquisa corroboram Bocchese et al. (2003), que em seus
estudos com viruléncia e atividade enzimatica Pyrenophora chaetomioides,
observaram que diferentes isolados apresentavam diferencas em sua viruléncia.

Ressalta-se que a producdo de enzimas durante o crescimento das
leveduras também pode ter interferido no seu crescimento, considerando fatores
como; alteragcbes no pH, competicao e exploracdo de nutrientes, gasto de energia,
entre outros (Rodrigues et al., 2009). Porém, este estudo néo investiga atividade
enzimatica das leveduras, mas essa investigacdo se faz necessaria, visando
melhor entender a atividade metabdlica das leveduras encontradas nos ninhos
dessas formigas.

O jardim de fungo da formiga A. balzani pode apresentar espécies de
leveduras ainda ndo descritas como a Candida famata, abrigando, assim, uma
comunidade diversa desses microrganismos. As origens dessas leveduras podem
estar associadas ao material vegetal coletado pelas formigas operérias, que
utilizam este substrato para cultivar o fungo mutualista.

Dentre as espécies identificadas no presente estudo, observou-se que a
maioria apresenta a capacidade de repelir o fungo parasita Escovopsis sp. € 0s
fungos entomopatogénicos B. bassiana e M. anisopliae. Assim, sd0 necessario
estudos futuros para melhor entendimento dessas leveduras, e até mesmo para
entender se seu crescimento esta relacionado com liberagcdes de enzimas ou

compostos antifungicos.
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5. RESUMO E CONCLUSOES

Alguns estudos tém registrado a composicdo da comunidade de leveduras
nos ninhos de formigas Attini. Nesta pesquisa, procurou-se conhecer a diversidade
de leveduras presente nos ninhos da formiga cortadeira A. balzani, coletadas em
trés locais diferentes. A. balzani € uma formiga considerada praga, principalmente
de pastagens, e este estudo pode contribuir com pesquisas futuras cujo foco seja
controle biolégico desses insetos.

A partir dos resultados da presente pesquisa sobre o isolamento de
leveduras nos ninhos de A. balzani presume-se que a origem dessas leveduras
esta associada ao material vegetal coletado pelas formigas operarias, que utilizam
este substrato para cultivar o fungo mutualista. Observou-se a predominancia de
leveduras basidiomicetas nos ninhos e, possivelmente, esta ocorréncia se deu
devido & dominancia de leveduras deste grupo na filosfera.

Vale ressaltar que este trabalho apresenta o primeiro relato da espécie
Candida famata em associacdo com jardins de fungos de formigas A. balzani. Em
relacdo ao teste de antagonismos realizado, a maioria das espécies identificadas
apresenta a capacidade de repelir o fungo parasita do jardim Escovopsis sp., além

dos fungos entomopatogénicos B. bassiana e M. anisopliae.
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