e
UNIVERSIDADE FEDERAL l l j .
po TOCANTINS

Universidade Federal do Tocantins

Campus de Gurupi
Programa de Pé6s-Graduagao em Produgao Vegetal

MARIELA OTONI DO NASCIMENTO

Interagdes microbianas em colénias da formiga-cortadeira Atta
sexdens (L.)

GURUPI -TO
2018



UNIVERSIDADE FEDERAL
po TOCANTINS l '

Universidade Federal do Tocantins
Campus de Gurupi
Programa de P6s-Gradugao em Produgao Vegetal

MARIELA OTONI DO NASCIMENTO

Interagdes microbianas em colénias da formiga-cortadeira Atta
sexdens (L.)

Tese apresentada ao Programa de Pds-graduacao
em Produgao Vegetal da Universidade Federal do
Tocantins como parte dos requisitos para a obtencao
do titulo de Doutor em Produgéo Vegetal.

Orientador: Prof. Dr. Danival José de Souza

GURUPI -TO
2018



Dados Internacionais de Catalogacao na Publicagao (CIP)
Sistema de Bibliotecas da Universidade Federal do Tocantins

DE7BI

Do Mascimento, Mariela Ctoni.

Interacdes microbianas em coldnias da formiga-cortadeira Atta
sexdens (i]l. { Manela Ctoni Do Nascimento. — Gurupi, TO, 2018,

94 f.

Tese (Doutorado) - Universidade Federal do Tocanting — Campus
Universitario de Gurupi - Curso de Pés-Graduagio (Doutorado) em
Frodugao Vegetal, 2018.

Orientador; Danival José De Souza

1. Attina. 2. Fungos entomopatogénicos. 3. Escovopsis. 4.
Mortalidade de colGnias. |. Titulo

CDD 635

TODOS 05 DIREITOS RESERVADOS — A reprodugdc total ou parcial, de
qualquer forma ou por qualguer meio deste documento @ autorizado desde que
citada a fonte. A violagdo dos direfos do autor (Lei n® 9.610/38) & crime
estabelecido pelo artigo 184 do Cadigo Penal.

Elahorado pelo sistema de geracao automatica de ficha catalografica da
UFT com os dados fornecidos pelo(a) autor{a).



Universidade Federal do Tocantins
Campus de Gurupi
Programa de Pds-Graduagao em Produgao Vegetal

UNIVERSIDADE FEDERAL

poTOCANTINS ATA n° 04/2018

ATA DA DEFESA PUBLICA DA TESE DE DOUTORADO DE MARIELA OTONI DO
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RESUMO GERAL

Microrganismos formam associagbes com a maioria das espécies animais € um
exemplo fascinante sdo as multiplas interagdes nas colonias de formigas-cortadeiras.
Os efeitos dessas interagbes (positivos e negativos) se manifestam na sanidade e
desenvolvimento das colbnias. Sendo assim, a compreensao das interacbes que
ocorrem entre os microrganismos das colénias de formigas-cortadeiras A. sexdens é
importante para fundamentar o controle biolégico desta praga. Esse presente trabalho
foi dividido em trés capitulos. O primeiro capitulo objetivou comparar o
desenvolvimento de colbénias de Atta sexdens (Linnaeus) em contato com dois solos:
(i) de area com ninhos e (ii) de area sem ninhos de formigas-cortadeiras. Foram
conduzidos dois experimentos em laboratério. No experimento |, fémeas recém-
fecundadas fundaram a colénia em pote com gesso e, apos 106 dias, entraram em
contato com solo. No experimento Il, as fémeas recém-fecundadas fundaram suas
colbénias diretamente no solo. A taxa de mortalidade de colbénias, apds 106 dias da
revoada e se desenvolvendo em pote com gesso, foi de 28,6%. Quando se
desenvolveram desde o inicio em contato com o solo, a taxa de mortalidade elevou-
se a 67,2 %. Os resultados confirmam que as col6nias incipientes de A. sexdens
sofrem forte pressao seletiva de microrganismos do solo no momento da fundacéo.
No entanto, apds o surgimento da forga operaria, mecanismos de defesa imune social,
provavelmente, garantem o desenvolvimento da colénia a despeito da presencga de
microrganismos patogénicos no solo dos ninhos. O segundo capitulo objetivou isolar
e identificar actinobactérias de solos de camaras de jardim de fungos de A. sexdens
e avaliar o efeito inibitério desses isolados sobre fungos associados as colbénias de
formigas-cortadeiras. Foram sequenciados o gene 16S rRNA de nove actinobactérias,
sendo seis do género Streptomyces, duas do género Nocardia e uma do género
Kitasatospora. Foi verificado que dois isolados de Streptomyces e um de
Kitasatospora inibiram ndo sé o fungo Escovopsis sp., como também o fungo
entomopatogénico Metarhizium anisopliae e o fungo antagonista do cultivar simbionte
de cortadeiras Trichoderma aff. strigosellum. Uma vez que nao existem evidéncias de
cultivo de actinobactérias na cuticula de operarias do género Afta, € possivel
hipotetizar que essas operarias estabelecam simbiose temporaria adaptativa com
microrganismos do solo produtores de substancias antifungicas e antibitticas e que

vivem em alguma parte de seu ninho ou mesmo no interior do seu corpo. Além disso,
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os fungos patogénicos para colonias de formigas-cortadeiras presentes no solo
adjacente ao ninho, apesar de constituirem um risco, podem ser controlados pelas
secregcbes produzidas pelas operarias, bem como pelos metabdlitos de algumas
actinobactérias. O terceiro capitulo teve como objetivo verificar a aceitagdo e
incorporagao de iscas contendo micélio de Escovopsis sp. em colbnias jovens de Atta
sexdens. Verificou-se o transporte de iscas em todas as col6nias do teste. Houve
reducdo no peso do jardim de fungos das colénias que receberam iscas com
Escovopsis sp., e aumento no peso do jardim de fungos de colbnias que receberam
tratamento controle. Conclui-se que a utilizagao de iscas com micélio de Escovopsis
sp. foi satisfatoria para introduzir o fungo parasita no jardim de fungos de colbnias de
Atta sexdens.

Palavras-chave: Attina, fungos entomopatogénicos, fungo parasita, mortalidade de

col6nias e antagonismo.
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ABSTRACT

Microorganisms form associations with most animal species, and a fascinating
example is the multiple interactions in the colonies of leaf-cutting ants. The effects of
these interactions (positive and negative) are exhibited in the health and development
of the colonies. Therefore, the understanding of the interactions that occur among the
microorganisms into leaf-cutting ants colonies is important to support of biological
control of this pest. This work was divided into three chapters. The first chapter aimed
to compare the development of colonies of Atta sexdens (Linnaeus) in contact with two
types of soil: (i) from an area used for nesting and (ii) from an area not used for nesting
of leaf-cutting ants. Two experiments were conducted in the laboratory. In experiment
I, newly fertilized females founded the colony in a plastic pot with gypsum and, after
106 days were transferred to a plastic pot with soil. In experiment Il, newly fertilized
females founded their colonies directly on the soil. Colony mortality rate 106 days after
nuptial flight and founding in a plastic pot with gypsum was 28.6%. When they
developed directly in contact with the soil, mortality rate increased to 67.2%. The
results support that incipient colonies of A. sexdens undergo strong selective pressure
from soil microorganisms at the time of foundation. However, after the emergence of
the worker force, social immune defense mechanisms likely guarantee the
development of the colony, despite the presence of pathogenic microorganisms in the
soil of the nests. The second chapter aimed to isolate and identify actinobacteria from
soils of fungi garden chambers of A. sexdens and to evaluate the inhibitory effect of
these isolates on fungi associated with leaf-cutting colonies. To identify the isolates,
the 16S rRNA gene was sequenced from nine actinobacteria: six of Streptomyces
genus, two of Nocardia genus and one of Kitasatospora genus. Two Streptomyces and
one Kitasatospora isolates inhibited not only the fungus Escovopsis sp., but also the
entomopathogenic fungus Metarhizium anisopliae and the antagonistic fungus of the
cultivar symbiont of leaf-cutting ant Trichoderma aff. strigosellum. Since there is no
evidence of cultivation of actinobacteria on the Affta worker cuticle, it is possible that
these workers establish temporary adaptive symbiosis with soil microorganisms
producing antifungal and antibiotic substances and living in some part of their nest or
even in the interior of their body. It can be hypothesized that pathogenic fungi present
in the soil adjacent to the leaf-cutting ant nest, despite the risk they represent, are

controlled by the secretions produced by the workers, as well as by the metabolites of
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some actinobacteria. The third chapter had the objective of verifying the acceptance
and incorporation of baits containing mycelium of Escovopsis sp. by young colonies of
A. sexdens. We verified the transport of baits in all tested colonies. There was a
reduction in the weight of the fungus garden of the colonies that received baits with
Escovopsis sp., and an increase in the weight of the fungus garden of colonies that
received control treatment. It is concluded that the use of baits with mycelium of
Escovopsis sp. was satisfactory to introduce the fungus parasite in the fungus garden
of A. sexdens colonies.

Key words: Attina, entomopathogenic fungi, parasitic fungus, colony mortality and

antagonism.
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1. INTRODUGAO GERAL

As formigas-cortadeiras dos géneros Afta e Acromyrmex sao pragas severas
da regido neotropical, sdo conhecidas como sauvas e quenquéns respectivamente.
Sua importancia econbmica € destacada pelo fato delas cortarem material vegetal
fresco que serve de substrato para o fungo cultivado (Della Lucia & Souza, 2011; Della
Lucia et al., 2014). Os cortes de folhas por esses insetos geram grandes prejuizos
financeiros, sendo que os danos podem ser irreversiveis para as plantas causando
até a morte (Zanetti et al., 2014).

Os ninhos de formigas-cortadeiras (Hymenoptera: Formicidae) sao construidos
no subsolo e, assim, estdo sujeitos as condi¢gbes especificas que esse espaco
apresenta. Caracteristicas fisicas, quimicas e biologicas dos solos podem interferir na
composi¢cdo da comunidade de microrganismos e nas relagdes ecoldgicas entre eles
(Michereff et al. 2005). Assim sendo, a escolha do local de fundagéo dos ninhos é fator
decisivo no sucesso da vida das formigas-cortadeiras, sendo esse um comportamento
especifico. A complexidade de interagdes entre os microrganismos do solo € pouco
compreendida devido a sua grande diversidade, aos encontros aleatdérios que ocorrem
entre eles e ao pouco conhecimento que ha sobre o papel que cada taxon

desempenha em uma teia alimentar (Stamford et al. 2005).

A microbiota do solo exerce papel direto nas coldnias de cortadeiras e € capaz
até de limitar o desenvolvimento e a sobrevivéncia das mesmas (Araujo et al. 2003),
como € o caso de fungos entomopatogénicos (e.g. Metarhizium anisopliae Metsch.),
antagonistas (e.g. Trichoderma spp. - Ascomycota: Hypocreaceae) e parasitas do
fungo simbionte de cortadeiras Leucoagaricus gongylophorus (Basidiomycota:
Agaricales) (e.g. género Escovopsis spp. - Ascomycota: Hypocreaceae). Em
contrapartida, as formigas podem recrutar microrganismos produtores de substancias
antimicrobianas que estdo no solo e cultiva-las em seu jardim de fungo (Santos et al.
2004).

As colbnias de formigas-cortadeiras séo eficientes na prevengao de infecgéao
por patdgenos devido a combinagcdo de comportamento higiénico aliado a

complexidade de sua organizagédo social. Elas utilizam substancias antifungicas e
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antibidticas secretadas principalmente pelas glandulas metapleurais e mandibulares
(Mendonga et al. 2009), estabelecem associagdo com actinobactérias produtoras de
substancias antimicrobianas (Sen et al. 2009) e apresentam, também, o habito de
afastar seus residuos das camaras de cultivo do fungo simbionte mutualista (Hart &
Ratnieks 2002; Scott et al. 2010).

Um patégeno quando entra na coldnia de formigas-cortadeiras é identificado
pelas operarias por causa da divisdo do trabalho que ha entre as diferentes castas
morfologicas (Griffiths & Hughes 2010; Montoya-Lerna et al. 2012). Aliado a esse
comportamento social, € destacado também que a cavidade infrabucal das formigas
funciona como um aparato capaz de filtrar e neutralizar particulas. Nesta cavidade, os
esporos sdo armazenados sob a forma de "pellets" e sao eliminados como rejeitos
(Della Lucia 2011). Desta forma, € um desafio introduzir microrganismos patogénicos

na colénia, quando se trata de controle biolégico aplicado.

A compreensdo das interagdes que ocorrem entre 0os microrganismos que
abrangem as colénias da formiga-cortadeira A. sexdens €& importante para
fundamentar agdes de controle bioldgico desta praga. Desta forma, o primeiro capitulo
desse estudo buscou compreender as diferencas no comportamento de colonias que
se desenvolvem em contato com solo utilizado previamente para nidificacido de
formigas-cortadeiras e solo ndo utilizados para nidificagado. O segundo capitulo isolou
actinobactérias que estao presentes no solo de camaras de jardim de fungo de A.
sexdens e avaliou o efeito inibitério desses isolados sobre fungos associados as
colénias de formigas-cortadeiras. Por fim, no terceiro capitulo, foram confeccionadas
iscas com polpa citrica misturada com micélio de Escovopsis sp. e verificada a

aceitagao e incorporagao dessas iscas em colbnias jovens de A. sexdens.

14



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 FORMIGAS-CORTADEIRAS

As formigas-cortadeiras (Hymenoptera: Formicidae) pertencem a subtribo
Attina, elas cultivam fungo simbionte mutualista Leucoagaricus gongylophorus
(Basidiomycota: Agaricales) para sua nutricdo. A associagao fungo-inseto evoluiu até
0 ponto em que essas formigas e o fungo mutualista n&do podem viver isoladamente
(Mueller et al., 2005). As formigas-cortadeiras dos géneros Afta Fabricius e
Acromyrmex Mayr se diferenciam das demais formigas cultivadoras de fungo por
utilizarem, preferencialmente, partes verdes de plantas para o cultivo do fungo
(Mueller et al., 2010).

As cortadeiras sao insetos eussociais dai possuem cuidados com a prole,
divisdo reprodutiva do trabalho e sobreposi¢ao de geragdes que dividem o trabalho
da coldnia. A colbnia é constituida por machos e fémeas alados (que ocorrem apenas
em periodo especifico para a formagado de novas colbnias), pela rainha que é
responsavel pela reproducio e pelas operarias que sdo responsaveis por buscas de
materiais vegetais, pela limpeza da colbénia e outras fun¢des (Brandao et al., 2011;
Della Lucia & Souza, 2011).

Afta e Acromyrmex sao consideradas as pragas mais importantes da
silvicultura, atacando de maneira constante e em qualquer fase do desenvolvimento
das plantas (Zanetti et al., 2002); também causam prejuizos a muitas culturas
agricolas e pastagens (polifagas). E relevante destacar que elas exibem seletividade
nas escolhas do material vegetal para fornecer ao jardim de fungo. Elas controlam
suas fontes de folhas enquanto forrageiam e exibem uma flexibilidade nas decisdes
de forrageamento. Como consequéncia de tais habitos de forrageamento e escolha,
elas acabam aumentando a area de forrageamento que resulta em ameacga aos
campos cultivados mais afastados do ninho, maior risco de ataque em plantacdes
monoculturais e rejeigao de inseticidas e iscas contaminadas com patogenos (Kost et
al., 2005; Kost et al., 2011).

Na associagao formiga-inseto, as formigas obtém seus nutrientes por meio da

degradagao de polissacarideos como pectinas, amido e celulose (Richard & Mora,

15



2005; Silva et al, 2006) e o fungo encontra um ambiente favoravel para o seu
desenvolvimento, tendo recursos acessiveis e livres de patégenos e competidores,
além dele ser propagado pela prépria formiga. O fungo cultivado possui na porgéao
terminal das suas hifas uma estrutura dilatada contendo reservas nutritivas, que sao
sugados pelas formigas, sendo ricas em glicogénio, chamadas gongilidios (Schultz &
Brady, 2008).

As formigas-cortadeiras cultivam seu fungo simbionte em camaras no sub-solo
e ali encontram condi¢des controladas de temperatura e umidade (Sosa-Calvo et al.,
2015). Os ninhos das cortadeiras estdo sujeitos as condigbes especificas de cada
localidade, pois os microrganismos presentes naturalmente no solo influenciam
diretamente nas colbnias, sendo capazes até de limitar o desenvolvimento e a

sobrevivéncia das mesmas (Araujo et al., 2003).
4.2 O SURGIMENTO DA FUNGICULTURA

A agricultura é desenvolvida em apenas quatro grupos de animais: humanos,
cupins, besouros ambrosia e formigas (Mueller et al., 2005). O homem comecgou a
domesticacado de plantas e animais selvagens, ha 10.000 anos (Diamond, 2002). Ja
nos insetos, os cupins da subfamilia Macrotermitinae que s&o encontrados na Asia e
Africa, cultivam o fungo Termitomyces sp. (basidiomiceto), e esta associagdo
possivelmente surgiu ha 24-34 milhdes de anos (Aanen et al., 2002). Os colebpteros
da subfamilia Scolitynae e Platypodinae iniciaram o cultivo do fungo entre 20- 60
milhdes de anos, sendo cultivado um tipo de fungo chamado ambrésia (ascomiceto),
que sao transportados e cultivados em galerias construidas na madeira (Farrell et al.,
2001). As formigas que cultivam fungo pertencem a subtribo Attina, sendo um fungo
basidiomiceto, e esta associagao € datada ha mais de 50 milhdes de anos (Schultz &
Brady, 2008).

A fungivoria € um habito raro entre os animais, mesmo que os fungos sejam
um recurso abundante. E relatada a fungivoria em alguns géneros de formigas, e na
medida em que sao estudados os habitos de milhares de formigas, novos casos sao
descobertos. Por exemplo, foi relatado por Witte & Maschwitz (2008) uma espécie de
formiga que é especializada em forragear cogumelos. Também formigas

especializadas em predar o fungo -cultivado pelas Attina, como exemplo,
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Gnamptogenys hartmani (Dijkstra & Boomsma, 2003). E verificado que além do fungo
servir de alimento, as formigas podem usa-lo para reforgar a parede de seus ninhos
ou tuneis, como em Azteca brevis (Mayer & Voglmayr, 2009). As formigas da subtribo
Attina estdo além da fungivoria, pois cultivam o fungo simbionte e também possibilitam

a sua reproducao clonal (Della Lucia et al., 2014).

Alguns trabalhos tentam esclarecer os passos que levaram uma agricultura
simples até a agricultura mais complexa (simbiose mutualistica) da subtribo Attina. As
formigas da subtribo Attina constituem um grupo monofilético, um clado incluindo
todas as espécies derivadas de um unico ancestral, e tém distribuicdo exclusiva na
regiao neotropical (Schultz & Brady, 2008). A agricultura da subtribo evoluiu em cinco
sistemas distintos, segundo Della Lucia & Souza (2011): agricultura inferior (s&o
espécies que usam como substrato do fungo partes mortas de plantas, carcacas de
invertebrados e fezes de insetos; sabe-se que Escovopsis parasita esse fungo);
agricultura de um fungo Pterulaceae (formigas do género Apterostigma iniciaram o
cultivo de um fungo que nao é da familia Lepiotaceae, que também é parasitada pelo
Escovopsis); agricultura de leveduras (originou-se ha 5-25 milhdes de anos, e a forma
selvagem cresce na forma de micélio, e ndo se conhece um parasita Escovopsis
associado); agricultura superior (sdo incluidas as formigas-cortadeiras, que utilizam
também partes vegetais frescas de plantas, é exibido alto grau de “domesticacao”, ou
seja, adaptando da vida livre até uma vida associada obrigatéria. Somente o fungo
cultivado por essas formigas apresenta gongilidio nas extremidades das hifas, que
servem para a nutricdo); agricultura nos géneros Atta e Acromyrmex (nestes géneros
nao é utilizado partes mortas de plantas e animais, preferencialmente partes frescas

de vegetais, o surgimento dessas cortadeiras se deu entre 5-15 milhées de anos).

Foram propostos dois modelos para ordenar a evolugdo que culminaram na
fungicultura das Attina. O mais aceito foi proposto por Weber (Weber, 1958; 1972),
que propde que as formigas praticavam primeiramente a micofagia, e em seguida elas
adquiriram a habilidade de cultiva-lo. Um grupo irmé&o das Attina ainda nao foi
descoberto, e isso poderia ajudar muito a elucidar sobre habitos alimentares dos
ancestrais. Mueller (2002) sugeriu que o ancestral das Attina deve ter sido uma
espécie neotropical habitante da serapilheira, onde construia ninhos pequenos ou de
médio porte diretamente entre as camadas de folhas mortas ou em madeiras em
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decomposicédo (apresentando poucas operarias). Esse ancestral pode ter sido um
predador ou um sapréfago, que acumulava exoesqueleto de suas presas e outros
detritos dentro ou perto do ninho. Esses detritos acumulados dentro do ninho podem
ter servido de substrato para fungos saprofiticos crescerem no ninho. A fase seguinte
desse processo seria que esse micélio passaria a ser cultivado por essas formigas e
assim ser dispersos por elas (disperséo vertical). A natureza exata da associagéo
ancestral Attina-fungo é dificil de deduzir dado o longo tempo decorrido desde a

origem da tribo e sua intensa diversificagao posterior.

Atualmente sdo conhecidas mais de 230 espécies da subtribo Attina e 12
géneros. Formigas dos géneros Atta e Acromyrmex sao as verdadeiras formigas-
cortadeiras e juntamente com os géneros Trachymyrmex e Sericomyrmex constituem
as formigas-cortadeiras “superiores”; este nome é devido a suas colbnias serem
maiores, maiores operarias e maior complexidade social. Outros doze géneros
formam as Attina “inferiores” (Apterostigma, Cyphomyrmex, Kalathomyrmex,
Mycetagroicus, = Mycetarotes, @ Mycetagroicus, = Mycetophylax, = Mycetosoritis,
Mycocepurus, Myrmicocrypta, Paramycetophylax e Pseudoatta).

O fungo cultivado pelas formigas da subtribo Attina pertence a dois géneros,
sendo Leucoagaricus e Leucocoprinus da familia Lepiotaceae (Agaricales:
Basidiomycota). Ha apenas duas excegdes que s&o encontradas no género
Apterostigma (que cultivam o fungo da familia Pterulaceae), e em Cyphomyrmex que
cultivam o fungo na forma de levedura (Della Lucia & Souza, 2011). Sem duvida, a
aquisicao de um cultivar monofilético com gongilidio pelas Attina (em especial Atta e
Acromyrmex) foi uma importante etapa evolutiva na histéria. A coleta de apenas
material vegetal fresco para substrato do fungo e a conversao desse substrato em
nutriente disponivel para as operarias, exige uma série de operagdes e
especializagbes (por exemplo, a operaria que corta a vegetacdo apresenta uma
largura de cabega de 1,6 mm ou mais, a operaria que cuida do fungo é menor, e para
funcdes intermediarias exige operarias de tamanho intermediario) (Brandao et al.,
2011).
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4.3 MODIFICAGOES COEVOLUTIVAS NA FUNGICULTURA

A especializag&o agricultor-cultivar aumenta o potencial de coadaptagdo, em
que a modificacdo evolutiva em um dos parceiros provoca uma modificagao
coevolutiva no outro parceiro (Futuyma, 2009). E relativamente facil identificar
modificagdes evolutivas nas espécies do agricultor, como estruturas morfolégicas
especializadas para o transporte das cultivares por fémeas durante a dispersdo no
voo (por exemplo, cavidade infrabucal nas formigas), modificacbes de mandibulas
(Schultz & Meier, 1995), ou o conjunto de modificagcbes comportamentais, glandulares
ou fisiolégicas que constituem a base da agricultura de insetos. Exemplos de
modificagcdes evolutivas nas cultivares sao mais dificeis de identificar porque os
fungos cultivados sdo mais dificeis de estudar. Os exemplos claros de modificagcbes
de cultivares sao as intumescéncias das hifas (gongilidia) produzidas pelo cultivar de
Attina superiores, que sao estruturas ricas em nutrientes projetadas para facil colheita
pelos agricultores, ingerindo e alimentando as larvas ou ninfas. Outras possiveis
modificagdes coevolutivas que devem ser investigadas incluem a reprodugao
predominantemente assexuada nos cultivares e a capacidade dos cultivares de

sobreviver ao armazenamento na cavidade infrabucal (Mueller et al., 2005).

De uma perspectiva evolutiva, a agricultura de insetos representa um caso de
cooperagao entre as linhagens de agricultores e cultivares, cada uma explorando a
outra com finalidade de perpetuacao da espécie (Mueller, 2002). As interagdes entre
eles sédo frequentemente instaveis e podem se perder ao longo do tempo evolutivo,
por exemplo, quando surgem supressores (cultivares invasores). Uma série de
conflitos entre agricultores-cultivares podem desestabilizar o mutualismo, mas pelo
menos dois mecanismos evolutivos preservam a natureza cooperativa da associagao
agricultor-cultivar: o feedback do parceiro (quanto a transmissao vertical do cultivar),
que é um mecanismo de feedback automatico no qual um parceiro ndo cooperativo
reduz a aptiddo do outro parceiro, na medida em que reduz sua propria aptidao
também; e, a escolha do parceiro (simbionte) em que os agricultores favorecem
associacbes com cultivares produtivas e discriminam cultivares inferiores em
situacdes de escolha (Aanen et al., 2005; Schultz & Brady, 2008).
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A escolha do simbionte foi investigada para formigas Attina, e verificaram que
os agricultores sdo capazes de discernir diferencas genotipicas surpreendentemente
excelentes entre cultivares (Mueller et al., 2004), sugerindo que a diversidade de
cultivares em jardins de formigas, surgem por exemplo, através de mutagcdo em um
jardim ou através da importacdo de novas cepas, que pode evoluir a uma "selecao

artificial".
4.4 FUNDA(;AO DE COLONIAS DE FORMIGAS-CORTADEIRAS

A fundacgao de uma nova coldnia nos insetos sociais é efetuada por pelo menos
uma fémea fecundada. Em Atta sexdens a nova col6nia se inicia com a revoada, que
ocorre a cada ano nos sauveiros adultos (38 meses apds a fundagéo), momento em
que séao liberadas formigas reprodutivas aladas (Della Lucia et al., 2011). Durante o
VOO ocorre o0 acasalamento e a fémea fecundada (futura rainha) desce ao solo, retira
suas asas e busca um local adequado para instalagdo do ninho e o macho morre logo
apos a copula. As fémeas aladas, antes de sairem do ninho, retiram um fragmento do
fungo L. gongylophorus e o armazenam na cavidade infrabucal (Araujo et al., 2011).
Em condigdes de laborat6rio, a rainha do género Atta pode viver até 20 anos.

As formigas possuem metamorfose completa passando pelos estagios de ovo,
larva, pupa e adultos. Em espécies de Afta, a fémea fecundada escava um tunel de
8,5 a 18 cm de profundidade com uma pequena camara na porc¢ao terminal, onde sera
regurgitado o fungo e iniciada a postura dos ovos, e podera ficar enclausurada por até
90 dias nesta camara. Inicialmente, a rainha cultivara o fungo, realizando constantes
lambeduras e deposicao de fluidos fecais; o surgimento dos adultos sé ocorrera 60
dias apds a revoada (Araujo et al., 2011). As fases de fundagdo do ninho de Atta

sexdens estao resumidas na Figura I.
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Figura | — Fases da fundagdo do ninho de formigas-cortadeiras Atta sexdens

(adaptado de Della Lucia, 2011).

Os ninhos das cortadeiras sao encontrados geralmente sob o solo e sao
compostos por camaras ou panelas interligadas por tuneis (Della Lucia, 1993). Em
formigas-cortadeiras do género Atta, com poucas excegoes, apenas uma fémea sera
responsavel pelo sucesso da fundagao do ninho e o sucesso nessa fase dependera
da influéncia direta de fatores ambientais, como as condicbes climaticas da area
escolhida para escavagao (Vieira & Vasconcelos, 2010). Observagdes feitas em
campo por Autuori (1950) mostraram uma taxa de sobrevivéncia de rainhas de Atta
spp. em torno de 2,5% apds 100 dias da revoada e 0,05% apds 15 meses. A elevada
mortalidade pode ser relacionada com as condi¢gdes adversas do ambiente, pelo
ataque de predadores e pela agdo de microrganismos patogénicos que estédo

presentes naturalmente no solo.

O local de fundacgao dos ninhos é variavel dentre as espécies do género Atta.

Atta sexdens constréi ninhos em areas limpas, mas preservadas da insolagao direta
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(Van Gils et al., 2010; Van Gils & Vanderwoude, 2012). Vasconcelos et al. (2006)
observaram que fémeas de A. laevigata preferem areas limpas a beira de estradas do
que areas da vegetacao adjacente. Araujo et al. (2003) observaram que A. bisphaerica
optaram por escavar seus ninhos em areas que sofreram queimadas em plantio de
cana de agucar, possivelmente porque a superficie desses solos esteja exposta.
Essas caracteristicas do local escolhido para nidificagdo se somam a fatores fisicos e

bioldgicos do local.

Em outro género de formigas-cortadeiras também foi verificado comportamento
semelhante. Em laboratério, fémeas recém-fecundadas de Acromyrmex striatus
rejeitaram o solo fértil para a fundagdo de seu ninho, preferindo solos argilosos e
arenosos (Diehl-Fleig & Rocha, 1998). E observado que fémeas de Atta sp. tendem a
procurar solos pobres em nutrientes e com baixa carga microbiana para fundagao de
ninhos. Em razdo disso, ocorre maior taxa de viabilidade das suas col6onias,
provavelmente, em parte, devido ao menor ataque por fungos entomopatogénicos e

antagonistas do seu fungo mutualista (Bento et al., 1991; Van Gils, 2011).

Os predadores, parasitoides e microrganismos patogénicos sdo ameacas reais
para as cortadeiras (Della Lucia et al., 2014), entretanto ndo sdo as unicas barreiras
para o sucesso da coldnia. O microclima do local de fundacgao se néo estiver adequado
para o desenvolvimento do fungo simbionte, podera ser limitante para
desenvolvimento do mesmo e o cultivo ndo apresentara rendimento desejado para
nutricdo das operarias. Entdo, as cortadeiras investem fortemente na construcéo,
reparagao e manutengao da estrutura do ninho, podendo até deslocar seu jardim de
fungo para cdmaras mais adequadas (Bollazi & Roces, 2010).

O fungo cultivado demanda alta quantidade de material vegetal fresco, assim
sendo, gera grandes quantidades de material degradado, que frequentemente séo
contaminados com fungos oportunistas potencialmente prejudiciais para o jardim. As
formigas-cortadeiras se habituaram em retirar os pedagos do fungo exaurido,
misturados com o material vegetal degradados e também as operarias mortas, que
sdo depositados a parte do jardim de fungo, como forma de restringir a contaminagéao
e multiplicagdo de patogenos dentro da colbnia (Bot et al., 2001; Hart & Ratnieks,
2002; Scott et al., 2010; Arenas & Roces, 2016).
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4.5 INFLUENCIA DOS ATRIBUTOS DOS SOLOS NO DESENVOLVIMENTO DE
COLONIAS DE FORMIGAS-CORTADEIRAS

Os ninhos de formigas-cortadeiras sao facilmente visualizados no campo,
porque estao rodeados por montes de solo que foram retirados de camaras e galerias
subterraneas. As operarias escavaram o solo para abrir camaras, nas quais elas
cultivam o fungo simbionte ou mesmo para depositar seu rejeito; este solo proveniente
da escavagao permanece na superficie do solo, e dependendo da espécie de formiga
o lixo também é depositado junto a este monte de terra (Della Lucia, 1993). A
escavagdo das camaras e galerias pode ser dificii em solos com agregados
resistentes ou muito umidos. Os fatores que afetam a densidade da populagdo de
formigas-cortadeiras e os efeitos das propriedades do solo na fundagéo das colénias
sdo pouco conhecidos (Déstal et al., 2005). O conhecimento dos fatores que afetam
a distribuicdo dos ninhos de cortadeiras pode contribuir para uma melhor
compreensdo da ecologia das cortadeiras, permitindo aplicagdes praticas em

programas de manejo integrado de controle de pragas.

As formigas-cortadeiras estao distribuidas por todo territério brasileiro, sendo
que a distribuigdo do ninho ndo é homogénea e sao observadas maiores densidades
de ninho em algumas areas do que em outros, e esse fato atraiu a atengao de varios
estudos para entender por que isso ocorre. Por exemplo, Bento et al. (1991)
encontraram uma correlagao positiva entre a densidade do ninho de formigas e os
solos de baixa fertilidade. Diehl-Fleig e Rocha (1998) concluiram que, quando tiverem
a opgao de escolher entre solos arenosos, argilosos ou férteis, as fémeas recém-
fecundadas preferem as duas primeiras para a fundacao da colénia. No entanto, esses
autores ndo levaram em consideragdo os atributos fisicos do solo, e essas
caracteristicas estao ligadas a aeracdo e a umidade do solo, importantes para a

fundag&o do ninho de formigas e o estabelecimento de coldnias (Della Lucia, 1993).

E encontrada naturalmente no solo uma diversidade de microrganismos,
podendo eles ser patogénicos ou ndo, e as caracteristicas fisicas, quimicas e
bioldgicas do solo podem interferir na patogenicidade desses microrganismos (Bettiol
& Ghini, 2005). Devido aos ninhos de formigas-cortadeiras estarem no sub-solo, eles
estdo constantemente sujeitos as condi¢cdes especificas do solo da area escolhida
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para nidificagdo. Os microrganismos do solo exercem papel direto nas coldnias, e sdo
capazes até de limitar o desenvolvimento e a sobrevivéncia das mesmas (Araujo et
al., 2003). Com o objetivo de verificar o efeito dos microrganismos de ocorréncia
natural no solo, Bento et al. (1991) realizaram um teste com fémeas fecundadas de A.
sexdens. Nesse trabalho foram utilizados solos do horizonte A, B e C de um latossolo,
sendo verificados os teores de elementos quimicos e quantidade de fungos, bactéria
e actinomicetos. Os autores puderam concluir que houve maior estabelecimento de
colénias em solos do horizonte C e ficou evidenciado que a sobrevivéncia das fémeas
no solo do horizonte A foi menor e também perceberam que solos mais pobres
nutricionalmente e com menores quantidades de microrganismos favorecem a

sobrevivéncia do sauveiro.

Van Gils et al. (2010) avaliaram a porcentagem de cobertura vegetal e atributos
fisicos e quimicos de varios solos de regides proximas a ninhos de A. sexdens e
compararam com solos de areas em que n&o haviam ninhos dessas cortadeiras.
Dentre os parametros avaliados foram encontradas diferengas significativas entre as
duas localidades no teor de silte, porcentagem de cobertura vegetal, pH e resisténcia
do solo a penetracdo na camada 0-20 cm. Esses parametros foram correlacionados
com a fundacé&o e desenvolvimento da col6nia. A cobertura vegetal apresentou uma
correlagao positiva com a quantidade de ninhos na area, corroborando com o trabalho
que foi publicado posteriormente por Van Gils & Vanderwoude (2012), que verificaram
que colbnias de A. sexdens migraram e outras morreram apds o desmatamento na
area que estavam estabelecidos os ninhos. Desta forma é reforcada a importancia da
cobertura vegetal na manutencéo da temperatura e umidade nas areas para fundagéo
de ninhos. A resisténcia de penetracdo do solo e o percentual de silte foram
correlacionados negativamente com a presenga de ninhos. Os solos que apresentam
menores niveis de silte e menor resisténcia a penetracdo podem ser mais faceis para
a escavacao pela rainha. Também nesses solos é mais facil manter as condi¢coes
microclimaticas adequadas nas camaras do ninho e drenagem apés as chuvas. Os
voos nupciais de A. sexdens coincidem com o inicio da estagao chuvosa, o que pode
aumentar a probabilidade delas encontrarem um solo mais macio e facil de escavagéo
(Della Lucia et al., 1993). Quanto ao pH, foi percebido que os ninhos estavam

presentes em solos com menores niveis de pH. Sabe-se que o fungo simbionte
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cultivado pelas formigas cresce diretamente no solo e em pH baixo (Loeck et al.,
2004), o que sugere que a fungicultura é beneficiada nesses solos em que os ninhos
estavam presentes. O pH baixo estd correlacionado negativamente com o
crescimento de fungos e bactérias no solo (Rousk et al.,2009), consequentemente os
solos acidos podem antagonizar o crescimento de possiveis microrganismos

patogénicos.

4.6 MODIFICACOES DOS ATRIBUTOS DO SOLO PELAS FORMIGAS-
CORTADEIRAS

As formigas-cortadeiras s&o insetos sociais dominantes nos ambientes
tropicais capazes de alterar os ecossistemas (Della Lucia et al., 2014). Apesar de
causarem prejuizos econdmicos a diversas culturas, elas estio ligadas a manutengéao
e funcionamento dos ecossistemas fornecendo uma variedade de servigos ecoldgicos,
por exemplo, como recurso alimentar, dispersao de sementes, modificadores da
estrutura do solo, ciclagem de nutrientes e outros (Del Toro et al., 2012). As formigas
junto com os cupins, besouros e minhocas formam o grupo dos “engenheiros do
ecossistema” (Meyer et al., 2013), devido a capacidade de modificar a estrutura
quimica, fisica e biologica do solo, criando micro-habitats ricos em nutrientes que s&o
disponibilizados para a vegetacéo adjacente (Farji-Brener & llles, 2000; Garrettson et
al., 1998; Sousa-Souto & Sternberg, 2011; Pirk & Farji-Brener, 2013).

Nas proximidades do ninho, ha mudancas na estrutura e composicao quimica
do solo, permeabilidade de agua e na disponibilidade de nutrientes em diferentes
horizontes, devido ao revolvimento do solo e mineralizagdo da matéria organica
acumulada nas camaras de lixo (Farji-Brener & Ghermandi, 2000; Moutinho et al.,
2003; Sousa-Souto et al., 2012). Podemos destacar que a presenga de ninhos de
cortadeiras, principalmente do género Atta, facilita a penetragcéo de raizes e influencia
no desempenho das plantas, quando avaliados a altura, comprimento de raiz,
biomassa, e concentracdo de nutrientes nas folhas. As variagcbes nos teores de
nutrientes favorecem o desenvolvimento de espécies vegetais e refletem na
abundancia e diversidade da vegetacdo, comparando com as areas adjacentes ao
ninho (Moutinho et al., 2003; Sousa-Souto et al., 2011; Farji-Brener et al., 2014;).
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O lixo produzido pelas formigas cortadeiras € proveniente da degradag¢ao do
material vegetal transportado pelas operarias utilizado para incorporagao no jardim de
fungo. Além do material vegetal, o lixo também é composto por formigas mortas,
microrganismos que vivem associados ao fungo simbionte e por partes do proprio
fungo simbionte, que ja foi devidamente consumido pelas operarias (Della Lucia et al.,
2014). O lixo gerado pela colbénia, dependendo da espécie, pode ser mantido em
camara no interior da col6nia ou entado ser depositado fora do ninho (Della Lucia &

Moreira, 1993), formando assim regides ricas em nutrientes.

Além do papel ecologico do lixo das formigas-cortadeiras no solo e nas
comunidades vegetais, esse material pode ter outras aplicagbes. Em formigas que
descartam o lixo na superficie externa do ninho, por exemplo Acromyrmex balzani e
Atta colombica, esse rejeito pode ser um recurso renovavel e com alto potencial para
uso como substrato em cultivos orgénicos (Cerda et al. 2012). As cortadeiras em
ambientes que passaram por perturbacdes (isto é, fogo, desmatamento, seca
prolongada) podem minimizar ou até mesmo balancear o impacto sofrido, pois o lixo
pode aumentar a fertilidade, porosidade e umidade do solo e ainda propiciar um maior

recrutamento de espécies vegetais (Farji-Brenner et al. 2014; Fernandez et al. 2014).

Moutinho et al. (2003) avaliaram algumas propriedades fisicas e quimicas dos
solos préoximos aos ninhos de A. sexdens e compararam com solos de areas sem
ninhos. Puderam notar que nessas localidades houve diferenca na resisténcia do solo
na profundidade de 100-200cm e no tamanho na quantidade de macroporos. Esses
autores relacionaram tanto a redugéo da resisténcia a penetragdo quanto o aumento
do volume de macroporos com as camaras de lixo. Pode ser que o resultado da
agregacao de particulas de argila induzidas pela difusdo de acidos organicos e cations
no solo seja por tais rejeitos. A matéria organica presente nesse rejeito pode aumentar
a estabilidade de agregados do solo (agéo cimentante da matéria organica devido aos
polissacarideos dos microrganismos e também hifas de fungos), diminuindo assim a
resisténcia a penetracdo e aumentando a macroporosidade do solo. Os cations
também podem formar pontes entre as particulas do solo, agregando ainda mais o
solo (Wohlenberg et al., 2004). Com a melhoria na estruturagdo do solo ha um

aumento na retengéo de agua no perfil.
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4.7 CONTROLE DAS FORMIGAS-CORTADEIRAS

O controle de formigas-cortadeiras se torna dificil devido as diversas
caracteristicas biolégicas e comportamentais da coldnia, tais como: a organizagao
social, a associagdo das formigas com o fungo simbionte, a arquitetura de seus
ninhos, o grande numero de operarias, a divisdo de trabalho entre as castas, os
habitos de limpeza, a produ¢do de substéncias antimicrobianas e outros (Marinho et
al., 2006). A remogao da rainha e destruigao fisica da colonia séo formas de controle,
no entanto sao limitados a areas pequenas, ninhos com pequenas populagoes,

colbnias superficiais (coldnias jovens).

7

O controle quimico é o método amplamente utilizado para controle de
populag¢des de formigas-cortadeiras. Os produtos quimicos podem ser aplicados por

meio de pd seco, termonebulizagdo e também iscas granuladas.

A aplicacdo de formulacbes em pd seco é feita por bombeamento do pé
inseticida nos orificios ativos do ninho. Organofosforados, carbamatos e
particularmente piretréides foram utilizados como pd seco para fornecer controle
eficiente sob condicbes ambientais secas e contra ninhos pequenos e pouco
profundos. Essa técnica ndo é viavel em ninhos profundos e com muitas camaras,
como geralmente sao observados em ninhos adultos de Atta. Dificilmente o p6 atingira
as camaras mais protegidas no qual aloja a rainha e seus imaturos (Della Lucia et al.,
2000).

Na termonebulizagdo o inseticida é aplicado em meio a uma suspensao com
Oleo diesel ou mineral, para isso € necessario que um motor aqueca o 6leo e a fumaca
misturado com o inseticida seja injetada pelo orificio do ninho. Em ninhos grandes a
saturagao dos tuneis € mais demorada, podendo também como o pé seco, nao atingir
todas as camaras e a colbnia se reestabelecer posteriormente (Della Lucia et al.,
2014).

As iscas granuladas contém atrativos para as formigas, podendo ser
formuladas com fipronil ou sulfluramida, e € o método mais utilizado por ser mais facil
de aplicagdo que outros métodos de controle (Zanuncio et al., 2002; Zanetti et al.,

2002). As iscas sao distribuidas perto das trilhas das formigas e das aberturas do
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ninho. A quantidade de isca € baseada no tamanho do ninho, e as operarias
forrageadoras carregam as iscas, as introduzem no ninho e assim contaminam o
jardim de fungo e as outras operarias, causando a morte das mesmas dentrode 4 a5
dias. Com a morte delas, o cultivo do fungo fica comprometido (Della Lucia & Araujo,
2000; Zanetti et al., 2002; Zanuncio et al., 2002; Antunes et al., 2005; Montoya-Lerma
et al., 2012; Della Lucia et al., 2014).

A utilizacdo de produtos quimicos, além de aumentar os custos da producéo,
causam danos ao ambiente e a saude humana, sdo de baixa especificidade,
favorecem o surgimento de populagdes resistentes e a eliminagao de inimigos naturais
(Zanuncio et al., 2002; Zanetti et al., 2014). Devido a esses problemas, ha
necessidade de se utilizar métodos alternativos de controle de cortadeiras, utilizando-

se produtos mais especificos e menos agressivos ao meio ambiente.

Os agentes de controle, tanto bioldgicos quanto quimicos, requisitam diferentes
formas de agdo no combate as formigas-cortadeiras. Em ambos os tipos de controle,
objetiva-se a mortalidade elevada da populagdo, mas provavelmente a col6nia
consiga se restabelecer. Portanto, os agentes de controle que visam impactar ou
eliminar a rainha e ou o fungo simbionte podem ter mais sucesso efetivo (Della Lucia
et al., 2000; Della Lucia et al., 2014).

4.8 CONTROLE BIOLOGICO FORMIGAS-CORTADEIRAS

O controle biolégico propde reduzir a populagado de uma praga a um nivel em
que esta ndo cause prejuizos econdmicos e ambientais, assegurando a manutengéao
dos inimigos naturais, causando assim um equilibrio entre os organismos (Parra et al.,
2002). O controle biolégico é um item da estratégia do manejo integrado de praga
(MIP) e atualmente assume papel importante nesses programas de manejo de pragas.
Parasitoides, predadores e patdgenos promovem o controle biolégico e formam o
grupo dos inimigos naturais de uma praga. Os parasitoides e predadores de insetos
sdo chamados de entomofagos e os patdogenos que infectam insetos sdo chamados

de entomopatogénicos (Bueno et al., 2011).

Os forideos parasitoides sdo agentes de controle biolégico seguro para

formigas-cortadeiras. Os principais géneros de forideos parasitoides que atacam
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formigas-cortadeiras sdo Apocephalus (Brown), Eibesfeldtphora (Disney) e
Myrmosicarius (Disney). Os parasitoides perseguem as operarias pelas trilhas de
forrageamento e péem ovos em sua cuticula. As formigas ficam perturbadas com o
ataque dos parasitoides e buscam se proteger. Entretanto, o ataque desses inimigos
naturais ndo é suficiente para controlar niveis populacionais de formigas-cortadeiras
a niveis que n&do causem danos econémicos. Desta forma é controverso a utilizagéo
de parasitoides como unica forma de controle de formigas-cortadeiras, podendo ele
ser associado a outros métodos de controle bioldgico (Bragancga et al., 2002; Braganca
et al., 2009; Braganga, 2011; Guillade & Folgarait, 2011; Elizalde & Folgarait, 2012).

Os predadores s&o individuos de vida livre, geralmente sdo maiores que as
presas e requerem um grande numero de presas para completar o seu ciclo de vida,
podem predar insetos em estagio larval e adultos. (Towsend et al., 2010; Jackson et
al., 2000). Em formigas-cortadeiras pode-se destacar as aves, acaros, formigas e
besouros como o0s principais predadores. As aves, principalmente espécies
insectivoras e onivoras, sdo importantes como inimigos naturais de cortadeiras
(Boaretto e Forti, 1997). O besouro Canthon virens (Mannerhein) decapita a rainha de
cortadeira e usa seu cadaver como um substrato para alimentacdo e até para

oviposigao (Araujo et al., 2015).

Inumeros microrganismos estdo relacionados ao controle microbiano de
insetos como fungos, bactérias, virus, além de outros microrganismos menos
estudados como protozoarios, rickétsias, espiroplasmas e fitoplasmas (Alves, 1998).
O uso de microrganismos entomopatogénicos para o controle de pragas apresenta
diversas vantagens como alta especificidade e seletividade, é de facil multiplicagéo,
dispersao e produgao em meios artificiais, ndo causa poluicdo ambiental e toxicidade
ao homem e outros organismos nao-alvo, dentre outras (Butt et al., 2001; Jackson et
al., 2000).

O controle biolégico natural ocorre com a agédo de predadores, parasitoides e
microrganismos patogénicos e € uma forma natural e satisfatéria de regulagéo das
populagdes de cortadeiras. Para maior eficiéncia do controle biolégico aplicado, é
necessario conhecer os aspectos geograficos e microclimaticos da regido bem como

as especies vegetais cultivadas, buscando assim uma linhagem especifica de
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microrganismo adequado as condi¢des e técnicas de aplicagdo no inseto. Entretanto,
em formigas-cortadeiras o controle biolégico com microrganismos se esbarra em
problemas particulares como a organizagao social desses insetos, complexidade
estrutural dos ninhos, cultivo do fungo e habitos de limpeza dentro da coldnia (Della
Lucia, et al., 2014).

Diversos trabalhos tém buscado alternativas de controle de cortadeiras em
conjunto a programas de Manejo Integrado de Pragas. O controle biolégico por meio
da utilizagdo de fungos entomopatogénicos € uma alternativa de controle de
populagdes de insetos que oferece um controle especifico e promissor das formigas-
cortadeiras (Della Lucia et al., 2014).

4.9 HABILIDADES PARA PROTEGAO DA COLONIA

As colbnias de formigas-cortadeiras sdo uma sociedade bem-sucedida devido
a sua capacidade de combinar habitos de higiene com a complexidade da organizagéo
social. Como estratégias de higiene pode-se destacar o uso de substancias quimicas
secretadas principalmente pelas glandulas metapleurais, a associagdo com bactérias
mutualistas (Pseudonocardia - cultivadas no exoesqueleto de formigas do género
Acromyrmex), o gerenciamento dos seus residuos (afastando-os das camaras
cultivadoras de fungos) e comunicagado quimica entre as operarias (Hart & Ratnieks,
2002; De Souza et al., 2006; Fernandez-Marin et al., 2009, Scott et al., 2010). Os
metabdlitos produzidos pela bactéria mutualista Pseudonocardia sdo considerados
antimicrobianos ativos contra diversos patdégenos generalistas que sdo ameacgas para

o jardim de fungo e também para as operarias (Fernandez-Marin et al., 20006).

O alto nivel de organizacdo e o habito de higiene do jardim de fungo conferem
a elas o sucesso de sua colonia. A divisdo do trabalho por diferentes castas
morfolégicas mantém a homeostase dentro da colbnia, fazendo com que elas sejam
capazes de identificar rapidamente a introducdo de patégenos ou mesmo de
substratos vegetais nocivos ao fungo cultivado (Little et al. 2006; Griffiths e Hughes
2010; Mueller et al., 2010; Montoya-Lerma et al., 2012). Seu par de glandulas
metapleurais secretam compostos de acdo antibidtica e possui fungcdes complexas e
especializadas para proteger a colénia (Fernandez-marin et al., 2006). E destacado

também que a cavidade infrabucal funciona como um dispositivo complexo que filtra
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e neutraliza particulas. Neste local os fragmentos do alimento, microrganismos e
compostos que representam um risco potencial para a col6nia, sdo armazenados sob
a forma de "pellets" na cavidade e séo eliminados como rejeitos (Della Lucia et al.,
2011). Além de todos os mecanismos especializados de defesa das formigas, o fungo
simbionte também possui a capacidade de desintoxicar compostos téxicos (Dowd,
1992). Sendo assim, o desafio maior é introduzir microrganismos patogénicos na
colénia que, em certas circunstancias, podem alterar o crescimento e o

desenvolvimento do fungo simbionte e dos insetos.

Os microrganismos patogénicos ndo sao as unicas ameacgas para o jardim de
fungo. Se o microclima ndo estiver adequado para o desenvolvimento do fungo
simbionte, o cultivo ndo sera adequado para a nutricdo das operarias. Entdo, elas
investem fortemente na construcao, reparacdo e manuteng¢ao da estrutura do ninho,
podendo até deslocar seu jardim de fungo para camaras mais adequadas (Bollazi &
Roces, 2010).

O fungo cultivado demanda alta quantidade de material vegetal fresco, assim
sendo, gera grandes quantidades de material degradado, que frequentemente séo
contaminados com fungos oportunistas potencialmente prejudiciais para o jardim. As
formigas-cortadeiras se habituaram a retirar os pedagos do fungo exaurido,
misturados com o material vegetal degradados e também as operarias mortas, que
sdo depositados a parte do jardim de fungo, como forma de restringir a contaminagéao
e multiplicagdo de patdgenos dentro da colbnia (Bot et al., 2001; Hart & Ratnieks,
2002; Scaott et al., 2010; Arenas & Roces, 2016).

Os cuidados apresentados pelas colénias e a higienizagdo exibidas por elas
conferem restricées no uso de produtos com agentes patogénicos ou mesmo agentes
quimicos, impedindo assim que toda a colénia seja comprometida (Della Lucia et al.,
2014).

4.10 INFLUENCIA DOS MICRORGANISMOS DOS SOLOS NAS COLONIAS

Os solos abrigam uma diversidade de microrganismos patogénicos ou nao, e
as caracteristicas fisicas, quimicas e biolégicas do solo podem interferir na relagéo do

patogeno e do hospedeiro (Michereff el al., 2005). As formigas-cortadeiras cultivam
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seu fungo simbionte em camaras no sub-solo e além de encontrar condi¢des
controladas de temperatura e umidade, ali estdo em contato intimo com os
micorganismos do solo (Sosa-Calvo et al., 2015). Assim, os ninhos das cortadeiras
estdo sujeitos as condi¢des especificas de cada localidade, pois 0s microrganismos
podem influenciar diretamente as col6nias (Araujo et al., 2003). Os fungos e bactérias
sdo o0s principais microganismos que podem influenciar no desenvolvimento de

formigas-cortadeiras.

Os fungos do género Trichoderma (Ascomycota: Hypocreaceae) sao
micoparasitas facultativos, comumente encontrados em solos ricos em matéria
organica de diferentes regides do mundo. Esses fungos sado antagbnicos de L.
gongylophorus e o grau do antagonismo dependera da espécie de Trichoderma
utilizada, o fungo alvo e as condi¢gées do ambiente em que estdo se desenvolvendo
(Kredics et al., 2014). Alguns trabalhos avaliaram in vitro a ac&o antagbnica de
isolados de Trichoderma contra L. gongylophorus; todos os isolados testados foram
capazes de antagonizar o crescimento do fungo simbionte (Ortiz & Orduz, 2001; Silva
et al.,, 2006; do Nascimento et al., 2017). Lopez & Orduz (2003) utilizaram iscas
contendo o fungo antagonista Trichoderma e o fungo entomopatogénico M. anisopliae
em sauveiro, de forma isolada ou em combinado. Verificaram que houve sucesso em

todos os tratamentos no controle de ninhos, num periodo de até 42 semanas.

Pode-se encontrar interagdo entre o fungo filamentoso Escovopsis e a colbnia
de formiga-cortadeira. A existéncia do fungo anamorfico do género Escovopsis
(Ascomycota: Hypocreaceae) foi observada varias vezes e foi discutido
exclusivamente pela primeira vez em 1893 por Maller. Currie et al. 1999 relataram que
Escovopsis sp. esta associado a varios géneros de formigas attina e foi considerado
um parasita especializado do fungo cultivado por esses insetos (Reynolds & Currie,
2004). Um estudo de Currie et al. (2003) forneceu evidéncias para a histéria evolutiva
que Escovopsis compartilha com esses insetos o fungo mutualista. Essa relagdo com
as formigas e fungo mutualista contribuiu para o aparecimento de padrdes
filogenéticos amplos que levaram a diferentes grupos de Escovopsis especializados
em parasitar diferentes fungos mutualistas (Currie et al., 2003; Gerardo et al., 2006;
Birnbaum e Gerardo 2016). Man et al. (2016) mostraram que o genoma de Escovopsis
também sofreu mudancgas significativas durante a evolugéo para ser adaptado ao
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estilo de vida de micoparasita (por exemplo, genoma reduzido pela perda de genes
envolvidos no metabolismo do material vegetal, quando comparado com parentes

fungicos proximos).

Apenas duas espécies do género Escovopsis sao formalmente reconhecidas,
Escovopsis weberi que foi isolado do jardim de Atta sp. (Muchovej & Della Lucia, 1990)
e Escovopsis aspergilloides que foi isolado do jardim de Trachymyrmex ruthae (Seifert
et al., 1995). Os dados disponiveis indicam que existe uma alta variagado na morfologia
e caracteristicas genéticas entre as duas espécies, sugerindo que novas espécies
deste género podem ser descritas no futuro proximo (Gerardo et al., 2006; Currie,
2001). Além disso, um novo género chamado Escovopsioides foi encontrado nos

jardins de fungos de formigas-cortadeiras de folhas (Augustin et al., 2013).

Pouco se sabe sobre os mecanismos de parasitismo do Escovopsis com 0
hospedeiro L. gongylophorus, pois ndao parece que Escovopsis seja um concorrente
de nutrientes do fungo mutualista. Na primeira tentativa de esclarecer a natureza deste
parasitismo por Reynolds e Currie (2004), Escovopsis weberi apresentou o melhor
crescimento na presenga do fungo mutualista. Esses autores mostraram que E. weberi
nao obteve um bom desenvolvimento quando inoculado em placas de Petri contendo
material vegetal como fonte de nutrientes. Além disso, por meio de ensaios de
micoparasitismo, os autores documentaram a degradagdo das hifas do fungo
mutualista antes das interagdes fisicas com as hifas de E. weberi. Esses resultados
levaram os autores a classificar este fungo como um micoparasita necrotréfico. Em
estudo in vitro com isolados de Escovopsis contra o fungo simbionte, Silva et al. (2006)
encontraram efeitos antagbénicos do parasita e perceberam que a viruléncia era

diferente em cada isolado.

Um estudo recente de Marfetan et al. (2015) relatou a ocorréncia de estruturas
de hifas especializadas por isolados de E. weberi, como protuberancias semelhantes
a gancho e prolongamentos com pontas para penetrar as hifas hospedeiras. Eles
descobriram que os isolados capazes de produzir tais estruturas eram os mais
ofensivos para o hospedeiro. Em seguida, os autores reclassificaram Escovopsis

como um micoparasita biotréfico destrutivo ao interpretar que eles adquiriram seus
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nutrientes de células vivas do fungo simbionte e que a morte do hospedeiro ocorreu
apods esse processo parasitico.

Varios aspectos da biologia de Escovopsis sp. ainda ndo foram conhecidos.
Nao se sabe sobre seu ciclo de vida ou se existe um estado teleomoérfico (sexual).
Além disso, o modo de transmissao entre colbnias € desconhecido. Com relagao a
este aspecto, Currie et al. (1999) sugerem que a transmissao pode ser através de
outros artropodes que visitam ou habitam os ninhos, como os acaros. De fato, a

transmissao vertical (de colbnias parentais para prole) desse fungo nao foi observada.

E percebe-se que o ecossistema das formigas-cortadeiras é muito mais
complexo do que o descrito inicialmente como uma coevolugéo das formigas, do seu
fungo simbionte mutualista, de um simbionte aderido na cuticula (Pseudonocardia) e
de um patdgeno especializado (Escovopsis) (Currie et al., 2003). Os microrganismos
do solo ou das plantas (endofiticos), que sao carregadas pelas formigas como recurso
alimentar, podem conter patégenos que competem com o fungo simbionte. O cultivo
do fungo L. gongylophorus nas camaras subterraneas é ameacgado por varios fungos,
como Escovopsis (Currie et al., 1999), Syncephalastrum (Barcoto et al., 2017) e
Trichoderma (Rodrigues et al., 2005). Em contrapartida, as formigas inspecionam seu
jardim de fungo com grande cuidado, removendo qualquer material suspeito para
camaras de residuos (Bot et al., 2001) e também utilizam secre¢cdes quimicas

antimicrobianas (Fernandez-Marin et al., 2006).

Uma diversidade de simbiontes microbianos pode estar dentro dos ninhos das
formigas. Estes simbiontes cumprem diversas fungdes, incluindo a defesa contra
patdogenos ou a promogao do crescimento do fungo do jardim (por exemplo, pela
fixagdo de nitrogénio) (Pinto-Tomaz 2009). Como alguns simbiontes bacterianos de
cortadeiras também podem prejudicar o crescimento do fungo mutualista, a viséo
unilateral das formigas e L. gongylophorus como parceiros mutualistas deve ser
questionada (Currie, 2001). Para compreender melhor o papel ecoldgico dos
microrganismos associados as formigas é crucial conhecer a composi¢cao quimica dos

metabdlitos secretados por cada microrganismo.
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Resumo

Ninhos de formigas-cortadeiras sdo construidos no sub-solo e ficam sujeitos as
condicdes especificas desse espacgo. Considerando que existem areas com alta
densidade de ninhos de formigas-cortadeiras e outras areas em que ndo s&o
encontrados ninhos, esse trabalho procurou esclarecer as preferéncias por locais de
nidificacdo dessas formigas. Este trabalho objetivou comparar o desenvolvimento de
colonias de Afta sexdens (Linnaeus) em contato com dois tipos de solo: (i) de area
utilizada para nidificagdo e (ii) de area nao utilizada para nidificagdo de formigas-
cortadeiras; os dois tipos foram divididos em solos autoclavados e ndo autoclavados.
Foram conduzidos dois experimentos em laboratério. No experimento |, fémeas
recém-fecundadas fundaram a colénia em pote com gesso e, apos 106 dias, entraram
em contato com solo. A producgao de rejeitos foi quantificada semanalmente em cada
colénia e o jardim de fungo pesado no inicio e final do experimento. No experimento
II, as fémeas recém-fecundadas fundaram suas colénias diretamente no solo, sendo
que, neste caso, o experimento encerrou-se apos 26 dias da abertura do olheiro. A
taxa de mortalidade de colbénias, apds 106 dias da revoada e se desenvolvendo em
pote com gesso, foi de 28,6%. Quando se desenvolveram desde o inicio em contato
com o solo, a taxa de mortalidade elevou-se a 67,2 %, apos 90. A produgao de rejeitos
das col6nias que entraram em contato com solo de area sem ninhos, autoclavado e
nao autoclavado, foram estatisicamente diferentes. Os resultados corroboram que as
colénias incipientes de A. sexdens sofrem forte pressao seletiva de microrganismos
do solo no momento da fundag&o. No entanto, apds o surgimento da forga operaria,
mecanismos de defesa imune social, provavelmente, garantem o desenvolvimento da

colonia a despeito da presenga de microrganismos patogénicos no solo dos ninhos.

Palavras-chaves: Attina, formigas-cortadeiras, fundagdo de ninhos, mortalidade de

colbnias.
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Abstract

Nests of leaf-cutting ants are built in the subsoil and are subject to the specific
conditions of this space. Since it is observed that there are areas with high density of
nesting leaf-cutting ants and other areas where nests are not found, this work aimed
to study the preferences for nesting sites of these ants. This study compared the
development of colonies of Afta sexdens (Linnaeus) in contact with two types of soil:
(i) area used for nesting and (ii) area not used for nesting. The two soils were divided
into autoclaved and non-autoclaved and two experiments were conducted in the
laboratory. In experiment |, newly fertilized females founded a colony in a pot with
gypsum and had contact with the soil after 106 days. The production of residues was
quantified weekly in each colony and the fungus garden weighed at the beginning and
end of the experiment. In experiment Il, the newly fertilized females founded their
colonies directly on the soil; here, the experiment ended twenty-six days after nest
entrance opening. The mortality rate of colonies developing in pots with gypsum, 106
days after the nuptial flight, was 28.6 %. When they developed in contact with the soil
from the outset, the mortality rate increased to 67.2 % after ninety days. Production of
residues by colonies that contacted soil of areas without nests was statistically
different, whether the soil was autoclaved or not. The results corroborate that incipient
colonies of A. sexdens undergo strong selective pressure from soil microorganisms at
the time of foundation. However, after the emergence of the worker force, social
immune defense mechanisms must likely guarantee the development of the colony,
despite the presence of pathogenic microorganisms in the soil of the nests.

Keywords: Attina, leaf-cutting ants, nesting, colony mortality.
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Introducgao

O cultivo do préprio alimento nao é exclusivo dos seres humanos, pois alguns
insetos desenvolveram a habilidade de cultivar fungo como fonte de nutricdo ha
milhdes de anos (Schultz and Brady 2008). A fungicultura € encontrada em trés ordens
de insetos: Hymenoptera — nas formigas cultivadoras de fungo da subtribo Attina,
Blattodea - cupins da familia Termitidae, subfamilia Macrotermitinae e Coledpteros —
conhecidos como besouros de ambrosia (Mueller et al. 2005; Inward et al. 2007). O
fungo é cultivado por esses insetos em ninhos localizados em cédmaras no subsolo,
galerias na madeira ou mesmo sob substratos no solo (Mueller et al. 2005; Perna and
Theraulaz 2017). A construgdo do ninho assegura as colbnias condi¢des
microclimaticas controladas (por exemplo, temperatura e umidade) (Sosa-Calvo et al.
2015; Gouttefarde et al. 2017; Véle and HoluSsa 2017) e também minimiza

contaminagdes por microrganismos patogénicos (Karlik et al. 2016).

Como forma de restringir a contaminagao e multiplicagdo de microrganismos
patogénicos dentro da coldnia, os insetos cultivadores de fungos apresentam um
repertorio variado de comportamentos higiénicos como a remog¢ao de partes mortas e
decompostas do fungo simbionte, bem como de operarias mortas e de outros
contaminantes (Bot et al. 2001; Biedermann and Taborsky 2011; Sun and Zhou 2013;
Arenas and Roces 2016; Katariya et al. 2017). Em col6nias de formigas-cortadeiras,
observa-se que as operarias mortas e pedagos do fungo cultivado, misturados com o
material vegetal degradados, séo retirados e depositados fora do jardim de fungo (Bot
et al. 2001; Hart and Ratnieks 2002; Scott et al. 2010), em cédmaras especificas para

esse fim ou nas partes externas do ninho.

Embora exista grande diversidade de bactérias, leveduras e fungos
filamentosos associados ao jardim de fungo das formigas-cortadeiras (Van Borm et al.
2002; Santos et al. 2004; Carreiro et al. 2004; Scott et al. 2010), a densidade desses
microrganismos € mantida em equilibrio nas colénias saudaveis (Currie and Stuart
2001). A fungéo que cada microrganismo desempenha na simbiose estabelecida com
a formiga-cortadeira € variada, sendo que alguns podem auxiliar na degradagao de
polissacarideos (Somera et al. 2015), na fixagdo de nitrogénio (Pinto-Tomas et al.
2009) e na producao de substancias antimicrobianas (Barke et al. 2011), dentre

outras.
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Caracteristicas fisicas, quimicas e biolégicas dos solos podem interferir na
composi¢cdo da comunidade de microrganismos e nas relagdes ecoldgicas entre eles
(Michereff et al. 2005). Uma vez que sao construidos no sub-solo, os ninhos de
formigas-cortadeiras estdo sujeitos as condigbes especificas desse espago. A
microbiota do solo exerce papel direto nas colbnias e é capaz de limitar o
desenvolvimento e a sobrevivéncia das mesmas (Araujo et al. 2003). Assim sendo, a
escolha do local de fundagdo dos ninhos é fator decisivo no sucesso da vida das
formigas-cortadeiras, sendo esse um comportamento espécie-especifico. Rainhas de
Atta laevigata Smith preferem areas abertas a beira de estradas em vez de areas da
vegetacdo adjacente (Vasconcelos et al., 2006). Os ninhos de A. sexdens sao
construidos em areas limpas, porém estdo abrigados da insolacao direta (Van Gils et
al., 2010; Van Gils and Vanderwoude, 2012). Em laboratério, Bento et al. (1991)
observaram que A. laevigata prefere solos pobres em nutrientes e com baixa
densidade microbiana para fundagdo do ninho. Diehl-Fleig & Rocha (1998),
demonstraram que Acromyrmex striatus Roger rejeitou solo fértil para fundagao do

ninho, preferindo primeiramente solos arenosos e depois argilosos.

Considerando que existem areas com alta densidade de ninhos de formigas-
cortadeiras e outras areas em que nao sao encontrados ninhos, esse trabalho
procurou esclarecer as preferéncias por locais de nidificacdo dessas formigas. Sendo
assim, objetivou-se avaliar o desenvolvimento de coldnias incipientes de A. sexdens
em contato com solo de area utilizada para nidificacdo e solo de area nao utilizado

para nidificagdo de formigas-cortadeiras.

Material e métodos

Foram conduzidos dois experimentos em laboratério em dois anos
consecutivos, em sala climatizada com temperatura de 25 + 2 °C, umidade relativa do
ar de 80 £ 5 %. No primeiro, as fémeas recém-fecundadas fundaram suas colbénias
em potes de plastico de 250 mL com uma camada de 1 cm de gesso. Apds 106 dias,
as coldnias foram colocadas em contato com o solo com o auxilio de uma espatula.
No segundo ensaio, as fémeas recém-fecundadas fundaram suas col6nias
diretamente no solo. Os solos foram coletados aproximadamente 15 dias antes da
montagem dos experimentos e foram mantidos umidos e armazenados em sala

climatizada aguardando a coleta de fémeas fecundadas. Logo apoés a coleta de cada
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solo, foram retiradas amostras e encaminhadas para o laboratério a fim de se
quantificar o numero de unidades formadoras de colbénias (UFC.g™') de fungos
filamentosos por grama de solo. No segundo ensaio, houve também a caracterizagéo

fisica e quimica do solo realizada pelo Laboratério Sellar, Gurupi- TO.
Coleta dos solos

Para utilizacdo no experimento |, foram coletados solos de duas areas no
Campus Universitario de Gurupi, Universidade Federal do Tocantins (UFT), no més
de fevereiro de 2014. Cinco amostras de cada solo foram coletadas na profundidade
de 0-20 cm e misturadas, formando assim uma amostra composta. A primeira amostra
de solo foi coletada a uma distancia de 7 metros do olheiro principal de um sauveiro
de A. sexdens, denominada de PN1 (Presence of nest 1). A segunda amostra de solo
foi coletada em area de fragmento de floresta do Bioma Cerrado “Cerradao”, sem a
presenca de sauveiro, com dossel fechado e densa camada de serapilheira
denominado de AN1 (Absence of Nest 1). Averiguou-se a auséncia de ninhos de

formigas-cortadeiras num raio de 200 metros.

Para utilizacdo no experimento IlI, foram coletados solos de duas areas
proximas a cidade de Gurupi, no més de novembro de 2015 (inicio do periodo
chuvoso, alguns dias antes voo nupcial). Em ambos os solos, foram coletadas
amostras em duas profundidades, de 0-10 cm e 10-20 cm. O primeiro solo foi coletado
a uma distancia de um metro do olheiro principal de um sauveiro, denominado de PN2
(Presence of nest 2). O outro solo foi coletado em area de fragmento de floresta do
Bioma Cerrado “Cerradao”, sem a presencga de sauveiros, com dossel fechado e
densa camada de serapilheira denominado de AN2 (Absence of Nest 2). Averiguou-
se a auséncia de ninhos de formigas-cortadeiras num raio de 200 metros. As amostras
compostas de cada profundidade dos solos PN2 e AN2 foram colocadas cada uma
em um pote de plastico com capacidade de 750 mL. Cada amostra de profundidade
de solo diferente preenchia 10 cm de altura do pote. Os potes de cada solo e de cada
profundidade foram sobrepostos da seguinte maneira: o pote superior, com o fundo
removido, contendo o solo da profundidade de 0-10 cm e o pote inferior, contendo o
solo da profundidade de 10-20 cm. Ao final, formaram-se dois conjuntos de potes

sobrepostos que se conectavam, para cada solo (Figura 1).
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Figura 1- Esquema da montagem dos potes com solos, utilizados no experimento |l.
Experimento | - Desenvolvimento de colénias no gesso

Fémeas recém-fecundadas de A. sexdens (n= 56) foram coletadas durante
revoada ocorrida no dia 07 de novembro de 2013, no Campus Universitario de Gurupi.
As fémeas foram individualizadas em potes plasticos de 200 mL (6 x 8 x 8) cm
contendo 1 cm de gesso no fundo, com a fungdo de manter o recipiente umido, e a
tampa perfurada para permitir a ventilagdo. Os potes foram acondicionados em
escotofase total. Apods a emergéncia das primeiras operarias, foram oferecidas folhas
de Mangifera indica Linnaeus, Citrus sp. e Tecoma stans (L.) Kunth e o fotoperiodo foi

alterado para 12:12 (Luz: Escuro).

Parte das duas amostras de solos coletados, como especificado acima, foi
autoclavada por 20 minutos com a finalidade de diminuir a quantidade de fungos
filamentosos. Utilizou-se o delineamento inteiramente casualisado, com esquema
fatorial 4x1, com 9 repeticdes. Os tratamentos foram: PN1 natural e PN1 autoclavado,
AN1 natural e AN1 autoclavado. As colonias com 106 dias de desenvolvimento foram
transferidas cuidadosamente para potes plasticos de 250 mL, com auxilio de uma
espatula estéril, contendo aproximadamente 35 g de solo no fundo do pote. As
colonias foram selecionadas aleatoriamente, sendo nove colénias (repeticdes) para
cada tratamento. O pote contendo solo foi conectado a outro pote plastico de 200 mL
por meio de um tubo de 19 mm de didmetro. O pote menor foi destinado a arena de

forrageamento e depdsito de rejeitos da colénia. A umidade foi mantida por meio de
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um algodao molhado sobre a tampa do pote com o solo. A cada sete dias, durante 13
semanas, pesou-se em balanga analitica a produgéo de rejeitos e foi registrado o
numero de operarias mortas. O jardim de fungo, que € uma mistura de micélio do
fungo simbionte com material vegetal, foi pesado no inicio e final do experimento para

avaliar o desenvolvimento da colbnia.
Experimento Il - Desenvolvimento de colénias no solo

As fémeas recém-fecundadas foram coletadas no dia 26 de novembro de 2015
e colocadas em potes contendo o solo PN2 (n=32) e o solo AN2 (n=32). Os potes
foram acondicionados em escotofase total, e observados diariamente e descartados
aqueles com fémeas mortas antes da escavacao da primeira camara. Foi calculado o
tempo médio de abertura do olheiro nos dois solos. Apds a abertura do olheiro pelas
primeiras operarias que emergiram na colbénia, foram fornecidas folhas de M. indica
Linnaeus, Citrus sp. e T. stans (L.) Kunth e o fotoperiodo foi alterado para 12:12 (Luz:
Escuro). O experimento foi finalizado apds 26 dias da abertura do olheiro. A massa
fresca do jardim de fungo (em gramas), o numero de operarias, pupas e larvas foram

medidos a fim de avaliar o desenvolvimento das colonias.
Quantificagdo de fungos filamentosos

Foi utilizado o método de diluigdo decimal seriada para contagem de UFC.g"
de fungos filamentosos conforme descrito por Nascimento et al. (2017). Para isso, foi
diluido 1g de solo em 9 mL de solucéo salina 0,9% (p/v) estéril e agitado em aparelho
vortex por 10 minutos. Foi transferido 0,1 mL dessa solu¢cdo para placas de Petri
contendo meio batata dextrose agar (BDA) + Cloranfenicol (150 mg/L). As placas
permaneceram em escotofase total, temperatura de 25+1 °C e no sétimo dia contadas
as UFC.

Analises estatisticas

No experimento | as médias do peso de rejeitos e a massa fresca do jardim de
fungo (g) em cada tratamento foram submetidas a ANOVA, seguido por teste de
comparagoes multiplas — teste de Tukey. No experimento Il, as médias do peso do
jardim de fungo e numero de adultos, larvas, pupas e tempo médio de abertura do

olheiro foram submetidos ao teste ANOVA, seguido por teste de comparagdes
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multiplas quando necessario. As taxas de mortalidade de colbnias nos dois testes
foram analisadas pelo teste de comparacdo de propor¢cbes de duas amostras,
utilizando o teste Qui-quadrado de Pearson. As analises foram feitas utilizando o
programa Action Stat versao 3.2.60.1118, sendo considerado um nivel de significancia
de 5%.

Resultados

Observou-se que, no solo de drea sem ninhos, havia maior valor de UFC.g" de
fungos filamentosos, no primeiro e no segundo experimento (Tabelas 1 e 2). Apds
autoclavagem do solo no primeiro experimento, ocorreu decréscimo do valor de
UFC.g" de fungos filamentosos de 13,6% e 24,8%, no solo com ninho e no solo sem

ninho, respectivamente (Tabela 1).

Tabela 1- Numero de UFC.g™! por grama de solo de fungos filamentosos no solo do

experimento I.

Presenca de Auséncia de
Unidade Pres_enga de ninhos Ausgnma ninhos
ninhos de ninhos  (autoclavado)
(autoclavado)

Fungos

. UFC 1.33 x 103 1.15x 103 4.16 x 103 3.13x 108
filamentosos

Os solos do experimento |l apresentavam acidez elevada nas duas areas. A
partir da analise granulométrica, os solos foram classificados como textura argilosa e
textura meédia (Solos 2013), respectivamente em area com ninhos e area sem ninhos
(Tabela 2).

Tabela 2 — Caracteristicas fisicas e quimicas do solo e nimero de UFC.g" de fungos

filamentosos do solo no experimento |l.

Unidade Presencga de ninho 2 Auséncia de ninho 2

pH (CaClz) - 4.1 4.2

M.O. dag.kg™’ 1.8 1.9
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P (mehlich) mg.dm3 24 3.9

K 0.3 0.2
Ca cmolc.dm-3 0.3 0.6
Al 0.5 0.2
Fe 145 60
Zn 0.7 0.2
mg.dm-3
Mn 2.8 11
Cu 0.7 0.4
Argila 360 160
Silte g.kg™ 38 38
Areia 602 802
Fungos UFC 1.66 x 103 2.40x103

filamentosos

Taxa de mortalidade das coldnias

No experimento |, 16 colénias morreram (28,6%) apds 106 dias em potes com
gesso (Figura 2). Quando as colbnias foram colocadas em contato com o solo nos
quatro tratamentos e avaliadas durante 13 semanas, foi entdo observada a morte de
rainhas nos seguintes tratamentos: AN1 natural, PN1 natural e PN1 autoclavado. Ao
fim do experimento, apds seis meses da coleta de fémeas fecundadas, somaram-se

19 col6nias mortas (33,9%).

No experimento Il, foi observada uma taxa de mortalidade de 43 colénias nos
dois tratamentos (67,2%), aproximadamente 90 dias apds a coleta de fémeas
fecundadas. Foi utilizado o teste de qui-quadrado de Pearson para comparar a taxa

de proporgcdo de sobrevivéncia das col6nias que se desenvolveram no solo com

55



ninhos e solo sem ninhos, verificou-se entdo que n&o houve diferenga na proporgao
de sobrevivéncia das colbnias entre os dois solos (x2= 1,77; Df= 1; P=0,18) (Figura 3).
Em seguida, foi também comparada a propor¢ao de sobrevivéncia entre as colonias
que desenvolveram no gesso e as colbnias que se desenvolveram diretamente no
solo. Verificou-se entdo que nao houve diferenga na taxa de sobrevivéncia das

colbnias entre os dois experimentos (x2= 0,25; Df= 1; P=0,61) (Figura 2).

H Dead
771 Alive

%

...

0.0 0.2 04 0.6 0.8 1.0

Test Il

Test |

Survival rate

Figura 2- Taxa de sobrevivéncia de colbnias. Teste | — colénias desenvolvendo sobre
0 gesso e Teste Il — colénias se desenvolvendo diretamente no solo. ns= n&o

significativo ao nivel de 5%, pelo teste de Qui-quadrado de Pearson.
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Figura 3- Taxa de sobrevivéncia de coldnias que se desenvolveram em solo de area

sem ninhos e solo de area com ninhos, apos 90 dias no teste Il.
Avaliagao do experimento | e experimento |l

No primeiro experimento, apds as colénias serem colocadas em contato com o
solo, verificou-se que n&o houve forrageamento pelas operarias, na primeira e
segunda semana. Inicialmente as operarias se ocuparam da remogédo do solo.
Quantificou-se o solo que as operarias retiraram juntamente com os rejeitos. Com este
comportamento, o peso médio de rejeitos registrado nas duas primeiras semanas em
todos os tratamentos foi maior que nas demais semanas. Por isso, o peso dos rejeitos

das duas primeiras semanas do experimento foi desconsiderado.

Assim, avaliando a producdo de rejeitos pelas colénias, em todos os
tratamentos, verificou-se que a média diminuiu até a nona semana. Posteriormente,
houve um aumento gradativo até o final do experimento, conforme observado na
Figura 4. A comparagado das médias de producéo de rejeitos entre os tratamentos
mostrou diferenga significativa (Fs,30= 7,37; P<0,001), sendo que no tratamento AN1
houve maior producdo de rejeitos (531,83 mg), seguido pelos tratamentos PN1
autoclavado (363,41 mg), PN1 (356,48 mg) e AN1 autoclavado (233,52 mg). As
comparagdes multiplas das médias, pelo teste de Tukey, mostraram que a produgéo
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de rejeitos dos tratamentos AN1 natural e AN1 autoclavado foram estatisticamente
diferentes (Figura 5).
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Figura 4- Produgao de rejeitos no experimento | (média + erro padrdo) de cada

tratamento, exceto semanas 1 e 2.
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Figura 5- Massa fresca do jardim de fungo e produ¢do média de rejeito, média £ erro
padréo, em cada tratamento exceto as semanas 1 e 2, no experimento |. Letras iguais

nao diferem estatisticamente pelo teste de Tukey, ao nivel de 5%.

As médias de peso de jardim de fungo nas colénias em contato com solos nao
autoclavados (PN1 natural e AN1 natural) foram 23,83 g e 21,43 g respectivamente e
nao diferiram entre si (Fs20= 1,27; P=0,304) (Figura 5). A média de formigas mortas
nos tratamentos PN1 autoclavado e AN1 autoclavado durante as 11 semanas foram
1,89 e 1,99 operarias/semana respectivamente, ndo apresentando diferengca entre
elas (Fs40=1,77; P= 0,173). Quando se correlaciona o peso da produgao de rejeitos
com o peso de jardim de fungo, verifica-se que houve correlagdo negativa moderada
(r=-0,60, P <0,001), ja o peso de rejeitos correlacionados com o numero de formigas

mortas apresentaram correlagéo positiva moderada (r= 0,51, P <0,001).

O tempo médio de abertura do olheiro nas colénias do experimento Il foi em
média de 62,23 dias no solo de area com ninhos e de 63,75 dias no solo sem ninhos,

ndo apresentando diferenca entre eles (F1,19= 1,21; P= 0,28). A avaliagédo das colbnias
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nos dois tratamentos apos 26 dias da abertura do olheiro do ninho, ou seja, 90 dias
depois da revoada, mostrou que nao houve diferenga entre as médias de numeros de
adultos (F1,19= 1,96; P= 0,18), larvas (F1,19= 0,01; P= 0,90), pupas (F1,19= 0,67; P=
0,42) e peso do jardim de fungo (F1,19= 0,38; P= 0,54) (Figura 6).
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Figura 6- Avaliagcédo de colonias de Afta sexdens ap0s 26 dias da abertura do olheiro,
em solo de area sem ninho e solo de area com ninho de Atta sexdens, no experimento

II. ns = N&o significativo ao nivel de 5%, pelo teste t.

Discussao

As colbnias que se desenvolveram inicialmente em contato com o gesso
apresentaram menores taxas de mortalidade do que as coldénias que se
desenvolveram diretamente no solo, evidenciando que o0s componentes da
comunidade microbiana do solo devem exercer agao negativa no estabelecimento da
colonia. De modo semelhante, Camargo et al. (2013) avaliaram o desenvolvimento
inicial de col6nias de A. sexdens simultdneamente em campo e em laboratério quando
verificaram que as col6nias que nao entraram em contato com solo, ou seja, se
desenvolveram em laboratério, eram colénias maiores, isto €, apresentavam maiores
quantidades de operarias quando comparadas com as colénias da mesma idade que
se desenvolveram naturalmente no solo. Isso mostra que condi¢des do ambiente

influenciam fortemente no desenvolvimento inicial da colénia, desde a escavacao da
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primeira camara. Anteriormente, em condigbes naturais, Autuori (1950) encontrou
uma elevada taxa de mortalidade em col6nias de A. sexdens, sendo de 97,5% apés

100 dias da revoada.

Quando a colbénia entraram em contato com solo de area com ninho
autoclavado, onde ha naturalmente baixa densidade de fungos filamentosos, e solo
de area com ninho ndo autoclavado, nao foi verificada alteragcdo no desenvolvimento
e comportamento das colbnias, pois foi observado que essas colbnias nao
apresentaram diferengas na média de peso de rejeitos e no peso médio do jardim de
fungos. No entanto, o processo de autoclavagem do solo de area sem ninho foi capaz
de reduzir a quantidade de fungos filamentosos. Com a reduc&o da quantidade de
fungos nesse solo, houve a redugao na produgao de rejeitos sem, contudo, alterar o
peso meédio de jardim de fungos. Isso mostra que a produgéao de rejeitos ndo pode ser
correlacionada diretamente com o desenvolvimento da colonia. Em algumas
situagdes, a producgao de rejeitos pode indicar um exaurimento mais rapido da esponja
fungica, como no caso de infecgdo por Escovopsis sp. Em outros casos, maior
producao de rejeitos pode indicar um desenvolvimento mais rapido da colénia.
Segundo Somera et al. (2015), o jardim de fungo funciona como um biorreator no qual
varios grupos de microrganismos associados ao jardim de fungo consomem o material
vegetal depositado pelas operarias e, desta forma, aumentam a produgéao de rejeitos

na colonia.

Quando as colbnias entraram em contato com o solo apdés o seu
estabelecimento e desta forma essas ja possuiam operarias ativas forrageando
constantemente e realizando a limpeza do ninho, a mortalidade de colénias foi menor.
Isso sugere que os microrganismos do solo tém impacto alto no momento da fundagao
e a sua influéncia diminui a medida que a col6nia se desenvolve e surgem as primeiras
operarias. Ninhos com poucos meses de fundagao apresentam varias espécies de
fungos do género Trichoderma nas paredes de suas camaras e, apesar deles serem
potencialmente antagonistas de seu fungo simbionte mutualistico, as col6nias

desenvolviam-se normalmente (Nascimento et al. 2017) .

Os resultados do presente trabalho apontam que as colénias incipientes de A.

sexdens estdao submetidas a forte presséao seletiva de microrganismos do solo no
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momento da fundagédo. Apds o surgimento da forga operaria, os mecanismos de
defesa imune social garantem o desenvolvimento da colbnia a despeito da presenca

de microrganismos patogénicos que estao presentes no solo do ninho.
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CAPITULO 2 - Actinobactérias do solo inibem fungos associados as colénias

de formigas-cortadeiras

~Sugestao de periddico para publicagao: Current Microbiology

Resumo

A complexidade de interagdes que ha entre os microrganismos do solo € pouco
compreendida devido a sua grande diversidade, aos encontros aleatérios que ocorrem
entre eles e ao pouco conhecimento que ha sobre o papel que cada taxon
desempenha em uma teia alimentar. Uma vez que as coldnias de formigas-cortadeiras
estao intimamente relacionando com a microbiota do solo, esse trabalho objetivou
isolar e identificar actinobactérias de solos de camaras de jardim de fungo de A.
sexdens e avaliar o efeito inibitério desses isolados sobre fungos patogénicos e ao
fungo simbionte dessas formigas. Foram sequenciados o gene 16S rRNA de nove
actinobactérias, sendo seis do género Streptomyces, dois do género Nocardia e um
do género Kitasatospora. Foi verificado que dois Streptomyces sp. e um de
Kitasatospora sp. inibiram ndo sé o fungo Escovopsis sp., como também o fungo
entomopatogénico Metarhizium anisopliae e o fungo antagonista do cultivar simbionte
de cortadeiras Trichoderma aff. strigosellum. Uma vez que nao existem evidéncias de
cultivo de actinobactérias na cuticula de operarias do género Afta, € possivel que
essas operarias estabelegam simbiose temporaria adaptativa com microrganismos do
solo produtores de substancias antifungicas e antibiéticas e que vivem em alguma
parte de seu ninho ou mesmo no interior do seu corpo. Pode-se hipotetizar que os
fungos patogénicos para colonias de formigas-cortadeiras presentes no solo
adjacente ao ninho, apesar de constituirem um risco, sdo controlados pelas secre¢des

produzidas pelas operarias, bem como de metabdlitos de algumas actinobactérias.

Palavras-chave: antagonismo, Streptomyces, Escovopsis e Attina.
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Abstract

The complexity of interactions among soil microorganisms is poorly understood due to
their great diversity, their random encounters in nature and the scarce knowledge on
the role that each taxon plays in a food web. Considerer the colonies of leaf-cutting
ants are closely related to the soil microorganism, this work aimed to isolate and to
identify soil actinobacteria from nest chambers and to evaluate the in inhibitory effects
on fungi associated with the leaf-cutting ants colonies of Atta sexdens. The 16S rRNA
genes of nine actinobacteria were sequenced and, six belonged to the genus
Streptomyces, two to the genus Nocardia and one of the genus Kitasatospora sp. It
was determined that two Streptomyces sp. and one of Kitasatospora sp. not only
inhibited the fungus Escovopsis sp., but also inhibited the entomopathogenic fungus
Metarhizium anisopliae and the fungus antagonist of the cultivar symbiont of leaf
cutters Trichoderma aff. strigoselum. Since there is no evidence of the presence of
actinobacteria on the cuticle of workers of the genus Afta, it is possible that these
workers establish temporary adaptive symbiosis with soil microorganisms that produce
of antifungal and antibiotic substances and that live in some part of the nest or even
inside the workers body. It can be hypothesized that the fungi pathogenic to the of leaf-
cutters colonies and that occur in soil adjacent to the nest, although not constituting a
risk, can be controlled by secretions produced by the workers and by metabolites of

some actinobacteria.

Keywords: Streptomyces, antagonism, Escovopsis and Attina.
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Introducgao

O solo abriga grande quantidade de biomassa microbiana, aprox. 65% dela é
encontrada nos primeiros 25 centimetros do perfil do solo [1]. A competicdo entre
esses microrganismos pode ser uma forma de biocontrole ou, também, o motivo dos
fracassos de programas de inoculagdo de organismos benéficos no solo de
agroecossistemas. Como resposta a intensa competicdo pelos mesmos recursos, 0s
organismos envolvidos nessas interagbes desenvolveram adaptagdes defensivas,
sejam elas comportamentais, morfolégicas ou bioquimicas [2]. A complexidade de
interagbes entre os microrganismos do solo € pouco compreendida devido a sua
grande diversidade, aos encontros aleatérios que ocorrem entre eles e ao pouco
conhecimento que ha sobre o papel que cada taxon desempenha em uma teia

alimentar [3].

Alguns atributos fisico-quimicos do solo - como textura, pH, umidade e teor de
matéria organica - podem influenciar na densidade e variedade da microbiota do solo.
Em geral, os fungos sdo predominantes em solos acidos e desta forma sofrem menor
competicdo com bactérias e actinobactérias que preferem regides mais alcalinas a
neutras [4, 5]. Os ninhos de formigas-cortadeiras (Hymenoptera: Formicidae) sao
construidos no subsolo e, assim, estao sujeitos as condigdes especificas que esse
espago apresenta. A microbiota do solo exerce papel direto nas colonias de
cortadeiras e sao capazes até de limitar o desenvolvimento e a sobrevivéncia das
mesmas [6], como é o caso de fungos entomopatogénicos (e.g. Metarhizium
anisopliae Metsch.), antagonistas (e.g. Trichoderma spp. - Ascomycota:
Hypocreaceae) e parasitas do fungo simbionte de cortadeiras Leucoagaricus
gongylophorus (Basidiomycota: Agaricales) (e.g. género Escovopsis - Ascomycota:
Hypocreaceae). Em contrapartida, essas formigas podem recrutar microrganismos
produtores de substancias antimicrobianas que estdo no solo e cultiva-las em seu

jardim de fungo [7].

Esporos de M. anisopliae estdo dispersos no solo e quando entram em contato
com a cuticula do inseto e nele encontram condi¢des ideais de germinagao, provocam
infecc&o no inseto. Esse fungo provoca a morte do inseto e, apos colonizar seu corpo,
produz esporos que sao dispersos no meio ambiente [8, 9]. Os fungos do género

Trichoderma sao micoparasitas facultativos e antagdnicos de L. gongylophorus, sendo
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que o grau do antagonismo vai depender da espécie de Trichoderma utilizada e das
condigbes do meio em que estdo se desenvolvendo [10, 11]. Fungos do género
Escovopsis sao considerados parasitas especializados do fungo cultivado pelas
formigas-cortadeiras [12]. Foi observado que o genoma desses fungos sofreu
mudancgas durante a evolugado que Ihes permitiram adaptar-se ao estilo de vida de
micoparasita [13].

As colbnias de formigas-cortadeiras séo eficientes na prevengao de infecgao
por patdgenos devido a combinagcdo de comportamento higiénico aliado a
complexidade de sua organizag&do social. Elas utilizam substancias antifungicas e
antibidticas secretadas principalmente pelas glandulas metapleurais e mandibulares
[14], estabelecem associacdo com actinobactérias produtoras de substancias
antimicrobianas [15] e apresentam, também, o habito de afastar seus residuos das
camaras de cultivo do fungo simbionte mutualista [16—18]. No jardim de fungos de Atta
sexdens foi detectada a presenca de bactérias produtoras de substancias
antimicrobianas [7, 19], porém, apenas um trabalho relata o sucesso no isolamento

de actinobactérias da cuticula de formigas do género Atta [20].

Uma vez que as coldnias de formigas-cortadeiras estdo em contato com a
microbiota do solo, esse trabalho objetivou isolar e identificar actinobactérias de solos
de camaras de jardim de fungo de A. sexdens e avaliar o efeito inibitério desses

isolados sobre fungos patogénicos e ao fungo simbionte dessas formigas.

Material e métodos

Isolamento de microrganismos

Foi realizada bioprospecg¢ao de isolados de actinobactérias em 21 amostras de
solos de camara de jardim de fungos, das quais oito eram provenientes de colbénias
que se desenvolveram em contato com solo de area com ninhos de cortadeiras e 13
de solos de colbnias que se desenvolveram em contato com solo de area sem ninhos.
Para isso, efetuou-se a diluicdo decimal em série das amostras de solo, em que uma
aliquota de 1g foi diluida em 9 mL de solugao salina 0,9% (p/v) estéril e agitada em
vortex por 10 minutos. Foram transferidos 0,1 mL da solucédo de solo para os meios

de cultura. Dois meios de cultura seletivos foram utilizados para aumentar a detecgao
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dos microrganismos: (1) meio Agar Amido-Caseina composto de amido soltvel 10 g/L,
caseina hidrolisada 0,3 g/L, KNO3 2,0 g/L, NaCl 2,0 g/L, K2HPO4 2,0 g/L, MgSO4.7H20
0,05 g/L, CaCOs3 0,02 g/L, FeS0O4.7H20 0,01 g/L, agar 18,0 g/L, em pH 7,0 e (2) meio
BDA + 1% de amido, ambos com antifungico Fluconazol 150 mg/L e pH 6,5. As placas
foram mantidas em escotofase total em temperatura de 26 £ 1 °C e no décimo dia
foram quantificadas as unidades formadoras de colénias por grama de solo (UFC.g™").
As UFC de actinobactérias mais frequentes e que apresentavam certo grau de inibigéo
de outros isolados bacterianos foram repicadas para o crescimento isolado e livre de

contaminantes em placas de Petri contendo meio BDA + 1% de amido.

Os fungos utilizados foram obtidos no Laboratério de Controle Microbiano de
insetos, sendo que Trichoderma aff. strigosellum foi isolado de solo de area de
fragmento de floresta de cerrado stricto sensu [10], Escovopsis sp. (LESF 1110,
Central de Recursos Microbianos da UNESP, CRM-UNESP) foi isolado do lixo de
colénias de Acromyrmex balzani, Metarhizium anisopliae foi isolado de larvas de
Tenebrio molitor e Leucoagaricus gongylophorus foi isolado de col6nias de A. sexdens
mantidas no laboratério da Universidade Federal do Tocantins, Campus de Gurupi.

Identificagdo de actinobactérias - Obtengdo do DNA total e PCR

O DNA total das culturas puras bacterianas obtidas foi extraido utilizando o Kit
comercial FastDNA™ SPIN KIT (MP Biomedicals) conforme recomendagdes do
fabricante. A qualidade, concentracéo e a pureza do DNA obtido foram analisadas por
eletroforese em gel de agarose 0,8% e por espectrofotometria (NanoDrop 2000c
Spectrophotometer, Thermo Scientific). Todos os DNA obtidos foram padronizados
para a concentracao de uso de 25 ng/uL.

A reacéo de PCR (Polymerase Chain Reaction) para a amplificagdo da regido
do gene rRNA 16S de ~640 pares de bases foi realizada em termociclador
Mastercycler®, Eppendorf, utilizando os primers S-C-Act-235-a-S-20 5'-
CGCGGCCTATCAGCTTGTTG-3’ e S-C-Act-878-a-A-19 5-
CCGTACTCCCCAGGCGGGG-3', especificos para actinobactérias [21]. Com as
seguintes condi¢des de reacgdo: 0,2 uM de cada primer, 200 uM da solugao de dNTPs,
1,5 mM de MgCl2, 1X tampao da enzima Go Taq DNA polimerase, 1,25U da enzima

Go Taq DNA polimerase e 25ng de DNA de cada cultura pura em um volume final de
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50 pL. As condi¢cdes de amplificagao foram: desnaturacgao inicial de 95 °C por 4 min,
seguido por desnaturagao a 95 °C por 1 min, anelamento a 62 °C por 45 s e extens&o
a 72 °C por 40 s, com estes trés ultimos passos repetidos 35 vezes e extensao final
72 °C por 7 min. Ap6s o término das reacdes, cinco yL do produto da PCR foram
analisados por eletroforese em gel de agarose 1,2% (50 min a 90 V) [21, 22] para
verificagdo da presenca de amplicons.

Sequenciamento e construgao de arvore filogenética

Os amplicons obtidos para cada isolado foram enviados para purificagao e
sequenciamento. As sequéncias obtidas foram editadas e analisadas utilizando o
Sequencher 5.4 e, posteriormente, as sequéncias foram alinhadas pelo programa
BLAST disponivel no site do NCBI-Blast (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e sequéncias
de referéncias disponiveis no GenBank (NCBI - National Center for Biotechnology
Information, USA) foram utilizadas para o alinhamento. A arvore filogenética foi

construida utilizando o software MEGA7 [23].

A inferéncia filogenética foi realizada utilizando o método Neighbor-Joining de
agrupamento. Os ramos da arvore filogenética foram construidos com base no
agrupamento ap6s 1000 repeti¢coes (bootstrap igual a 1000) e as distancias evolutivas
foram calculadas usando o método Kimura 2-parédmetros. Como grupo externo foi
utilizada a sequéncia do gene rRNA 16S, correspondente a espécie Coriobacterium
glomerans (NR_026170.1 — NCBI), pertencente ao Filo Actinobacteria e a familia
Coriobacteriales. Para confirmar a classificagdo das sequéncias obtidas, elas foram
comparadas com as sequéncias depositadas no projeto de banco de dados
ribossémicos (http://http://rdp.cme.msu.edu/).

Teste de inibicao

O teste de inibicao pareado foi realizado com nove isolados de actinobactérias
e quatro isolados fungicos, sendo seis repeticbes cada um. Foram escolhidos os
isolados bacterianos que apresentavam frequéncia acima de 15% e/ou que exibiam
coloracao no meio de cultura, devido a secre¢cdo de metabdlitos. Discos de seis mm
de didmetro de actinobactérias foram colocados em placas de Petri contendo meio

BDA + 1% amido. Essas placas permaneceram na incubadora por 10 dias devido ao
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crescimento lento de actinobactérias. Apds esse prazo foram colocados discos de seis
mm de didametro do fungo, a trés cm de distancia do disco de actinobactéria e o
crescimento do fungo foi medido apds 10 dias de incubacdo. O controle foi realizado

com disco do fungo crescendo pareado com outro disco do mesmo fungo.

Para o teste de inibicdo por produgcdo de compostos volateis, foram
selecionados os isolados bacterianos mais eficientes em inibir o crescimento dos
fungos no teste pareado. Semelhantemente ao teste pareado, os discos de seis mm
de didmetro de actinobactérias foram colocados em placas de Petri contendo meio
BDA + 1% de amido. As placas permaneceram na incubadora por 10 dias para o
crescimento das actinobactérias. Apds 10 dias foram colocados discos de seis mm de
didmetro do fungo em outra placa de Petri contendo meio BDA + 1% de amido. A
seguir as placas foram unidas e vedadas com parafiim® de forma que a actinobactéria
e o fungo n&o mantivessem contato fisico. As placas sempre foram mantidas em

incubadora com temperatura de 26 + 1 °C e em escotofase total.

Para medir a taxa de inibicdo da actinobactéria sobre o fungo no teste de
crescimento pareado e sob efeito de volateis, foi calculada a eficiéncia de crescimento
micelial de cada isolado fungico, sendo dividido o didmetro médio final pelo didmetro
meédio inicial C1= DF/DI. Em cada teste de pareamento foi calculada a eficiéncia de
crescimento do fungo (G). Por fim, o crescimento relativo do fungo (RG) na presenca
da actinobactéria foi apresentado por CR= G/G1. A taxa de inibigdo de cada fungo foi

calculada com base no controle do mesmo fungo [24].
Analise estatistica

Os valores médios de UFC.g" de actinobactérias dos dois solos e as médias
do crescimento relativo de cada isolado fungico pareado e com efeito de compostos
volateis, na presenca dos isolados de actinobactérias, foram comparadas usando
ANOVA seguido pelo teste de comparagao multipla de Tukey. As analises estatisticas
foram realizadas no  software  Action Stat versdo  3.4.124.1308

(www.portalaction.com.br), com nivel de significancia de 5 %.

Resultados

Isolamento de microrganismos
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O numero médio de actinobactérias no solo de camara de colbnias
desenvolvidas em solo com ninhos foi maior que em coldnias que se desenvolveram
em solo sem ninhos (F1,19= 7,89); p= <0,01, apresentando 17,9 x 10* e 7,2 x 10*
UFC.g"' de solo de actinobactérias respectivamente. A partir da repicagem dos
isolados bacterianos mais frequentes e/ou relevantes foi quantificado um total de 97
morfotipos. A origem dos nove isolados selecionados para identificagdo e teste de

inibicao esta descrita na tabela 1.

Tabela 1. Origem das actinobactérias isoladas de solos de camaras de jardim de fungo

de colbnias de Atta sexdens em laboratério.

Actinobactérias Origem Grupo
M.4-1 Streptomyces sp.
M.8-9 Nocardia sp.

Solo de area sem ninhos

M.9-10 Streptomyces sp.
M.4-15 Streptomyces sp.
M.2-10 Kitasatospora sp.
N.7-2 Nocardia sp.

N.6-3 Solo de area com ninhos Streptomyces sp.
N.3-11 Streptomyces sp.
N.6-8 Streptomyces sp.

Identificacdo de actinobactérias - Obtencao do DNA total e PCR

O método de extracdo de DNA total dos nove isolados de actinobactérias foi
eficaz e o produto da PCR analisado em gel de agarose 1,2% mostrou a presenga dos
amplicons com aproximadamente 640 pares de bases (Figura 1).
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1500 pb

1000 pb

Figura 1. Eletroforese em gel de agarose 1,2% do produto da reagédo de PCR realizada
com os primers especificos para actinobactérias, fragmento de ~640 pares de base.
Marcador 1kb DNA /adder — KASVI; 1: N.6-3; 2: M.8-9; 3: M.4-15; 4: M.7-2; 5: M;4-1;
6: N.3-11; 7: N.6-8; 8: M.2-10 e 9: M.9-10. Mix: amostra sem DNA; +: controle positivo
(Streptomyces rochei — INCQS 00320); -: controle negativo, Escherichia coli

(Bacterioteca do Laboratério de Genética Molecular de Bactérias - UFV).
Sequenciamento e construgao de arvore filogenética

A construgao da arvore filogenética com a sequéncia do gene 16S rRNA dos
nove isolados de actinobactérias mostrou que M.4-1, M.9-10, N.6-3, N.6-8, M.4-15 e
N.3-11 pertencem ao género Streptomyces, M.8-9 e M.7-2 pertencem ao género
Nocardia e M.2-10 pertence ao género Kitasatospora (Figura 2). A partir da utilizagao
da ferramenta de classificagdo no projeto de banco de dados ribossémicos (RDP) foi
confirmada a classificagdo encontrada acima, apresentando 95% de confianga para
os isolados do género Nocardia e Streptomyces e 84% de confianga para o género

Kitasatospora.
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99 — JQ731858.1 Pseudonocardia sp.
% |J0?31Bﬁ'.1 Pseudonocardia sp.

—— JQ731846.1 Pseudonocardia sp.

AB889540.2 Nocardia rayongensis
KF475817.1 Nocardia jiangxiensis

AB775558.1 Actinomycete

0.050

KP010755.1 Nocardia elegans
MR 026170.1 Caricbacterium glomerans

Figura 2. Analise filogenética construida a partir das sequéncias do gene 16s rRNA
dos nove isolados de actinobactérias selecionados.
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Teste de inibicao

Os isolados bacterianos N.6-3, N.3-11, M.4-1 e M.9-10 ndo inibiram o
crescimento dos fungos testados. Os isolados bacterianos N.7-2 e M.8-9 foram
capazes de inibir apenas L. gongylophorus, 13% e 19% de grau de inibigéo,
respectivamente (Tabela 2). Os isolados bacterianos N.6-8 e M.2-10 inibiram os trés
isolados fungicos patogénicos para coldonias de formigas-cortadeiras. O isolado
bacteriano N.6-8 se destacou por ser capaz de inibir o crescimento pareado dos
fungos testados e ainda apresentou intensa produgédo de metabdlitos secundarios no

meio de cultura (Figura 3).

Escovopsis sp.

»._ Controle

Figura 3. Efeito inibitério da actinobactéria N.6-8 sobre o crescimento do fungo
Escovopsis sp., Trichoderma aff. strigosellum e Metarhizium anisopliae, com produgao

de metabdlitos secundarios no meio de cultura.

Tabela 2. Crescimento (em mm £ desvio padréo) e taxa de inibicado de Escovopsis sp.,
Metarhizium anisopliae, Trichoderma sp. e Leucoagaricus gongylophorus, apos dez

dias pareado com diferentes isolados de actinobactérias.
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Inibicdo de

Actinobacteria ID FD G
Crescimento?®
Metarhizium anisopliae CV (%)= 15.1
Controle 60 37.0+£1.83 6.17¢"  1.00a 0%
N.7-2 60 35.7+£0.98 5.94 0.96a 4%
N.6-3 60 34.0+£1.39 5.80 0.94ab 6%
M.4-1 60 32.9+0.97 5.61 0.91ab 9%
M.8-9 60 33.3+0.95 5.54  0.89abc 11%
N.3-11 610 32.6 £ 3.38 5.44  0.88abc 12%
M.9-10 60 31.37 £ 0.65 5.36  0,87abc 13%
M.4-15 60 30.3 +1.66 5.08 0.82bc 18%
M.2-10 610 28.0 £ 6.21 4.81 0,78c 22%
N.6-8 610 23.2+0.37 3.87 0.63d 37%
Trichoderma aff. strigosellum CV (%)= 29.5
Controle 60 84.0+0 14.00¢"  1.00a 0%
M.8-9 610 84.0+0 14.00 1.00a 0%
N.7-2 60 84.0+0 14.00 1.00a 0%
N.3-11 60 84.0+0 14.00 1.00a 0%
N.6-3 610 84.0+0 14.00 1.00a 0%
M.9-10 610 84.0+0 14.00 1.00a 0%
M.4-1 60 84.0+0 14.00 1.00a 0%
N.6-8 60 46.4 + 0.52 7.70 0.55b 45%
M.2-10 610 45.9+1.30 7.65 0.55b 45%
M.4-15 610 36.2+1.13 6.00 0.43c 57%
Escovopsis sp. CV (%)= 25
Controle 60 84.0x0 14.00¢"  1.00a 0%
M.8-9 610 84.0+0 14.00 1.00a 0%
N.7-2 610 84.0+0 14.00 1.00a 0%
N.3-11 60 84.0+0 14.00 1.00a 0%
M.4-15 60 84.0+0 14.00 1.00a 0%
M.4-1 610 84.0+0 14.00 1.00a 0%

M.9-10 6+0 84.0+0 14.00 1.00a 0%
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N.6-3 60 84.0+0 14.00 1.00a 0%
M.2-10 60 o743 11.24  0.80b 20%
25.66
N.6-8 60 34.0+£1.50 5.50 0.39b 61%
Leucoagaricus gongylophorus CV (%)=13.7
Controle 60 10.5+0.60 1.76%"  1.00a 0%
N.3-11 60 10.8 £ 0.50 1.80 1.00a 0%
M.9-10 60 10.4+£0.24 1.73 0.98ab 2%
M.2-10 60 9.7 £ 0.68 1.62  0.92abc 8%
N.6-3 60 9.7 +1.61 1.61 0.92abc 8%
M.4-1 60 9.4 +0.46 1.56  0.89abc 11%
N.7-2 60 9.2+0.60 1.53 0.87bc 13%
M.8-9 60 8.6 £0.92 1.43 0.81cd 19%
N.6-8 60 8.6 £0.32 1.43 0.81cd 19%
M.4-15 60 7.6 £0.37 1.26 0.72d 28%

ID: Diédmetro Inicial; FD: Diametro Final; G: Eficiéncia de crescimento do fungo na
presenca da actinobactéria; G= FD/ID; RG: Crescimento relativo na presenca de
actinobactéria RG= G/G1; Gi1: Eficiéncia de crescimento o fungo (Controle);
aPorcentagem de inibicdo de crescimento do fungo. Médias seguidas pela mesma
letra na coluna nao diferem estatisticamente ao nivel de 5% de significancia pelo teste

de Tukey.

Dos trés isolados bacterianos que apresentaram maior capacidade de inibir os
fungos testados em crescimento pareado, apenas o isolado M.2-10 inibiu com efeito
de volateis o crescimento de Trichoderma aff. strigosellum e L. gongylophorus em

18,8% e 8% respectivamente (Tabela 3).

O fungo Escovopsis sp. foi inibido pelos isolados N.6-8 e M.2-10, chegando a
ser inibido em 61% do seu crescimento quando foi pareado com o isolado N.6-8
(Streptomyces sp.). Entretanto, em teste de inibicdo de crescimento com efeito de

volateis, nenhum isolado bacteriano inibiu Escovopsis sp.
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Tabela 3. Crescimento (em mm + desvio padrao) e taxa de inibicao de Escovopsis sp.,
Metarhizium anisopliae, Trichoderma sp. e Leucoagaricus gongylophorus, apos dez

dias sob efeito de volateis de trés isolados de actinobactérias.

Inibicdo de
Actinobactéria ID FD G
Crescimento?®
Metarhizium anisopliae CV (%)=5.6
Controle 6+0 38.17+0.68 6.36°" 1.00a 0%
N.6-8 60 39.67 £2.02 6.61 1.04a 0%
M.2-10 60 38.83 £ 0.26 6.47 1,04a 0%
M.4-15 60 37.83 £ 3.64 6.31 0.99a 1%
Trichoderma aff. strigosellum CV (%)=9.7
Controle 6+0 63.0+0 10.50¢"  1.00a 0%
N.6-8 60 46.4 + 0.52 7.70 0.94a 6%
M.4-15 60 60.33 + 2.46 10.06 0.96a 4.2%
M.2-10 60 459 +1.30 7.65 0.55b 18.8%
Escovopsis sp. CV (%)=0
Controle 60 63.0+0 10.50 1.00a 0%
M.4-15 60 63.0+0 10.50 1.00a 0%
M.2-10 60 63.0+0 10.50 1.00a 0%
N.6-8 60 63.0+0 10.50 1.00a 0%
Leucoagaricus gongylophorus CV (%)=6.7
Controle 60 18.03+0.19 3.01¢" 1.00a 0%
M.4-15 60 17.7 £ 0.32 2.95 0.98a 2.8%
N.6-8 60 16.8 £ 0.32 2.80 0.93ab 7.8%
M.2-10 60 16.0 £ 1.67 2.66 0.92b 8%

ID: Diédmetro Inicial; FD: Diametro Final; G: Eficiéncia de crescimento do fungo na
presenca da actinobactéria; G= FD/ID; RG: Crescimento relativo na presenca de
actinobactéria RG= G/G1; Gi1: Eficiéncia de crescimento o fungo (Controle);
aPorcentagem de inibicdo de crescimento do fungo. Médias seguidas pela mesma
letra na coluna n&o diferem estatisticamente ao nivel de 5% de significancia pelo teste
de Tukey.
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Discussao

Foi encontrada grande quantidade de actinobactérias no solo adjacente ao
jardim de fungos das colbénias de cortadeiras e, de acordo com alguns trabalhos, é
sugerido que elas podem ser utilizadas a favor dessas formigas, uma vez que
produzem compostos antifungicos e antibiéticos dentro da colénia [7, 25]. Dos nove
isolados testados no presente estudo, dois de Streptomyces sp. e um de
Kitasatospora sp. inibiram ndo sé o fungo Escovopsis sp., como também o fungo
entomopatogénico Metarhizium anisopliae e o fungo antagonista do cultivar simbionte
de cortadeiras Trichoderma aff. strigosellum. E importante destacar que Escovopsis é
um género de fungos parasitas especialistas de jardim de fungos de cortadeiras e
actinobactérias do género Streptomyces e Kitasatospora podem ser encontradas
facimente em solos. E possivel que essas bactérias, em associacdo com os
compostos produzidos pelas glandulas metapleurais e mandibulares de formigas-
cortadeiras, apresentem efeito sinérgico contra os fungos patogénicos. Ainda é dificil
compreender claramente a dindmica estabelecida pela relacdo de simbiose, termo
aqui definido no seu sentido mais amplo e aplicado a uma multitude de relagcdes [26],
que ha entre as formigas da subtribo Attina, actinobactérias, L. gongylophorus e
Escovopsis. E percebido que as substancias quimicas produzidas pelas glandulas das
formigas e também por actinobactérias podem ter agdo generalista, ou seja,
antagonizando o desenvolvimento de diversos fungos [14, 15, 27]. Desta forma, pode-
se hipotetizar que os fungos patogénicos para colénias de formigas-cortadeiras
presentes no solo adjacente ao ninho, apesar de constituirem um risco, sao
controlados pelas secregbes das operarias bem como de secregdes de algumas

actinobactérias.

Alguns trabalhos reforgam o conceito de que as formigas-cortadeiras obtém
protecao de actinobactérias do solo, ndo apenas daquelas que sdo encontradas em
sua cuticula ou no jardim de fungo. Em trabalho realizado com operarias de
Acromyrmex, foi encontrada grande diversidade de actinobactérias; dentre elas varias
dos géneros Streptomyces e Pseudonocardia [25]. Em conjunto, essas
actinobactérias produzem varios compostos antifungicos e, assim, promovem a
protecdo da coldnia contra infegdo por Escovopsis, bem como contra outros fungos
patogénicos. Tem sido hipotetizado que isolados de Streptomyces sao

80



constantemente recrutados do solo, enquanto o género Pseudonocardia coevoluiu
com as cortadeiras [25, 28]. Pouco se conhece sobre as actinobactérias associadas
com a cuticula de operarias de formigas do género Atta. No entanto, é esperado que
essas formigas consigam obter proteg¢ao contra diversos fungos a partir da diversidade

microbiana do solo.

Na maioria das formigas da subtribo Attina, sdo encontradas actinobactérias
em suas cuticulas. Porém, em operarias do género Afta, a presenga desses
simbiontes é reduzida ou mesmo ausente e também nao sdo encontradas estruturas
morfolégicas no seu exoesqueleto que sejam adaptadas ao desenvolvimento desses
ectossimbiontes [20, 29]. Apesar de diversas tentativas de isolar actinobactérias em
cuticulas de operarias de A. sexdens, nao foi obtido sucesso (observagdes pessoais).
Uma vez que nao existem evidéncias de cultivo de actinobactérias na cuticula de
operarias do género Afta, é possivel que essas operarias estabelecam simbiose
temporaria adaptativa com microrganismos do solo produtores de substancias
antifungicas e antibiéticas e que vivem em alguma parte de seu ninho ou mesmo no

interior do seu corpo.

As actinobactérias dos géneros Streptomyces, Nocardia e Kitasatospora
identificados nas amostras de solos de camara de jardim de fungos sao
actinobactérias usualmente encontradas em solos, porém, somente o género
Streptomyces e Kitasatospora tém sido associados as colénias de formigas-
cortadeiras. A comparacgao dos isolados obtidos, por meio da arvore filogenética, com
algumas sequéncias de Streptomyces obtidos de formigas do género Atta por Marsh
et al. [20], demonstra que apenas o isolado N.3-11 apresenta similaridade com as
sequéncias de Streptomyces isolados por esses autores supracitados.
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CAPITULO 3 - Colénias de Atta sexdens aceitam formulagées granuladas de

Escovopsis sp.

- Sugestao de periddico para publicagao: Pesquisa Agropecuaria Brasileira

Resumo

As formigas-cortadeiras (Hymenoptera: Formicidae) cultivam o fungo simbionte
mutualista Leucoagaricus gongylophorus (Basidiomycota: Agaricales) para sua
nutricdo. Escovopsis sp. € um género de fungo que se tornou parasita especializado
do fungo simbionte cultivado pelas cortadeiras, porém ainda ndo é clara a forma de
transmissao desse parasita para as colénias. O objetivo deste trabalho foi verificar a
aceitacao e incorporacao de iscas contendo micélio de Escovopsis sp. em coldnias de
Atta sexdens. Verificou-se o transporte de iscas em todas as col6nias do teste e,
ainda, foi verificado que as colénias que receberam iscas com fungo gastaram menor
tempo para que o primeiro grénulo de isca entrasse no jardim de fungo. Houve
reducao no peso do jardim de fungos das colbnias que receberam iscas com
Escovopsis sp., e aumento no peso do jardim de fungos de colbnias que receberam
tratamento controle. Pode-se concluir que a utilizacdo de iscas com micélio de
Escovopsis sp. misturado com polpa citrica foi satisfatéria para introduzir o fungo

parasita no jardim de fungos de colbnias de Atta sexdens.

Palavras-chaves: Attina, fungo parasita, bioformulagdes e formigas-cortadeiras.
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Abstract

The leaf-cutting ants (Hymenoptera: Formicidae) cultivate the symbiotic fungus
Leucoagaricus gongylophorus (Basidiomycota: Agaricales) for their nutrition.
Escovopsis sp. is a fungus that has become a specialized parasite of the symbiotic
fungus cultivated by the cutters, but it is still unclear how this parasite is transmitted to
the colonies. The objective of this work was to verify the acceptance and incorporation
of baits containing mycelium of Escovopsis sp. in colonies of Atta sexdens. We verified
the transport of baits in all the colonies of the test and also noticed that the colonies
that received baits with fungus spent less time for the first bait granule to enter the
fungus garden. There was a reduction in the weight of the fungus garden of the
colonies that received baits with Escovopsis sp., and an increase in the weight of the
fungus garden of colonies that received control treatment. We can conclude that the
use of baits with mycelium of Escovopsis sp. mixed with citrus pulp was satisfactory to

introduce the fungus parasite in the fungus garden of A. sexdens colonies.

Keywords: Attina, parasitic fungus, bioformulations and leaf-cutting ants.
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Introducgao

As formigas da subtribo Attina cultivam o fungo simbionte mutualista para sua
nutricdo. Essa associagao fungo-inseto evoluiu até o ponto em que as formigas e o
fungo mutualista ndo podem viver isoladamente (Mueller et al., 2005). As formigas-
cortadeiras (Hymenoptera: Formicidae) dos géneros Atta e Acromyrmex, conhecidas
como sauvas e quenquéns respectivamente, transportam material vegetal fresco que
serve de substrato para o fungo -cultivado Leucoagaricus gongylophorus

(Basidiomycota: Agaricales) (Della Lucia, 2011).

O fungo filamentoso do género Escovopsis sp. se tornou um parasita
especializado do fungo simbionte cultivado pelas cortadeiras (Reynolds & Currie,
2004). Podemos encontrar modificagdes adaptativas em Escovopsis (por exemplo,
genoma reduzido pela perda de genes envolvidos no metabolismo do material vegetal,
quando comparado com parentes fungicos proximos) comprovando assim que houve
coevolugao para se adaptar ao estilo de vida de micoparasitismo (de Man et al., 2016).
O mecanismo de transmissao de Escovopsis para as colbénias ainda ndo é bem
compreendido. Em trabalho recente de Augustin et al. (2017) ficou claro que os
esporos do parasita podem estar dormentes em meio aos rejeitos da colbnia,
tornando-se ativos quando entram em contato com L. gongylophorus.

Um patégeno quando entra na coldnia de formigas-cortadeiras é identificado
pelas operarias por causa da divisdo do trabalho que ha entre as diferentes castas
morfoldgicas (Little et al., 2006; Griffiths & Hughes, 2010; Montoya-Lerma et al., 2012).
Aliado a este comportamento social, € destacado também que a cavidade infrabucal
das formigas funciona como um aparato capaz de filtrar e neutralizar particulas. Nesta
cavidade, os esporos sao armazenados sob a forma de "pellets" e sado eliminados
como rejeitos (Della Lucia, 2011). Desta forma, €& um desafio introduzir
microrganismos patogénicos na colbnia, quando se trata de controle biologico

aplicado.

A tentativa de introduzir esporos de Escovopsis sp. em colbnias de Atta
misturados com flocos de aveia e de arroz ndo foi bem sucedida, uma vez que nao
houve o transporte desses substratos contaminados para o jardim de fungos, sendo

descartados pelas operarias (Zamunér, 2015). Entretanto, em ensaios que
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camuflaram esporos de diferentes fungos entomopatogénicos em iscas com polpa
citrica, foram observados boa aceitagao e pouca rejeicao dessas iscas pelas operarias
(Lopez & Orduz, 2003; Cardoso et al., 2012). Esporos de Escovopsis sp. sao
detectados e rejeitados por operarias de formigas-cortadeiras; assim, a introdugéo da
forma micelial do fungo parasita pode ser mais eficiente, desta forma, o objetivo desse
trabalho foi verificar a aceitagdo e incorporacdo de iscas contendo micélio de
Escovopsis sp. em coldnias de Atta sexdens.

Material e métodos

Crescimento massal de micélio de Escovopsis sp.

O fungo Escovopsis sp. (LESF 1110, Central de Recursos Microbianos da
UNESP, CRM-UNESP), isolado do jardim de fungo de uma colénia Acromyrmex
balzani coletada no Campus de Gurupi da Universidade Federal do Tocantins, foi
cultivado em placa de Petri com meio de cultura batata dextrose agar (BDA), pH 6,5,
em temperatura de 25 + 1 °C durante sete dias. Posteriormente, cinco discos com o
micélio e esporos de Escovopsis sp. foram adicionados em 250 ml de meio de cultura
nutritivo liquido estéril - caldo de batata e dextrose. O recipiente com o meio de cultura
permaneceu em mesa agitadora magnética com agitagdo de 500 rpm em sala
climatizada de 25 + 2 °C, por 10 dias. Apds o crescimento do micélio do fungo, o meio
liquido misturado com hifas foi filtrado usando papel filtro qualitativo (N° 40,
Whatman®).

Preparo de iscas com polpa citrica

Para a confecg¢ao das iscas com micélio fungico, foram misturados: polpa citrica
(50%), farinha de trigo (30%) e micélio de Escovopsis sp. (20%). Para as iscas sem
fungo (controle), foram misturadas: polpa citrica (70%) e farinha de trigo (30%). A
polpa citrica foi previamente liofilizada e triturada para a obtengao de um pé fino. Os
ingredientes foram misturados em misturador elétrico (Philips Walita®, modelo
RI1364/0) juntamente com agua para obter uma mistura pastosa. Essa mistura
pastosa foi colocada em tubo com bico de 0,3 cm de didmetro e pressionado para

moldagem das iscas. Para a secagem, as iscas permaneceram sob ventilacéo
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constante em temperatura de 15 £ 1 °C por 48hs. As iscas secas foram entao cortadas
do tamanho de 0,5 cm (Figura 1).

Figura 1. Iscas produzidas com mistura de polpa citrica e farinha de trigo, com
Escovopsis sp. e sem Escovopsis sp. (controle), que foram oferecidas para col6nias

de A. sexdens.
Fornecimento de iscas para col6nias jovens de Atta sexdens

Foram utilizadas cinco colénias jovens de A. sexdens de aproximadamente
cinco meses. O jardim de fungos estava sendo desenvolvido em pote plastico (10 cm
de altura x 6 cm de didmetro) com gesso no fundo e tampa com furos. O pote com o
jardim de fungos foi colocado em outro conjunto de potes maiores, sendo potes (10
cm altura x 13 cm didmetro) e conectados por um tubo de 2,5 cm de didmetro (figura
2). Foram fornecidas diariamente folhas de Acalypha wilkesiana e flocos de cereais
para as coldnias e permaneceram em sala com temperatura de 25 + 2 °C e fotoperiodo
(12 horas luz: 12 horas escuro). As coldnias ficaram sem receber alimento por um
periodo de 24 horas antes do fornecimento das iscas. Duas colOnias receberam iscas
com Escovopsis sp. e trés colbnias receberam iscas sem fungo (controle). Foram
realizados trés fornecimentos de iscas, sendo oferecidas 0,5 g de iscas em cada vez,
com intervalo de sete dias, totalizando 21 dias de experimento. No dia do oferecimento
da isca para as colbnias foi verificada a viabilidade do fungo, sendo colocadas as iscas
em placa de Petri com BDA contendo L. gongylophorus crescido previamente. Durante
o fornecimento das iscas, foram anotados o tempo (em minutos) para a entrada da

primeira isca no pote com jardim de fungos. Apés 24 horas do oferecimento das iscas,
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foram coletadas as iscas rejeitadas, ou seja, que nao foram transportadas para o
jardim de fungos. O lixo produzido pelas colbnias foi coletado diariamente apds o
fornecimento das iscas durante sete dias. O desenvolvimento do jardim de fungo
(massa fresca, em gramas) foi avaliado pesando-se o pote com o jardim de fungo no
inicio e no final do experimento. O lixo produzido e as iscas rejeitadas foram
previamente desidratados para serem pesados em balanga analitica. Uma por¢ao do
lixo produzido de cada semana, apds ser desidratado, foi colocado em placa de Petri
com BDA contendo L. gongylophorus crescido previamente para verificar a presenga

de Escovopsis sp.

g,

S

Figura 2. Conjunto de potes utilizados para o desenvolvimento de colénias de A.

sexdens e fornecimento de iscas.

Resultados e discussao

Verificou-se o transporte de iscas em todas as colbnias do teste e, ainda,
percebe-se que as colbnias que receberam iscas com fungo gastaram menor tempo
para que o primeiro granulo de isca entrasse no jardim de fungo, quando comparadas
as colbnias que receberam o tratamento controle (Tabela 1). Desta forma, ficou
demonstrado que as iscas foram atrativas para as operarias. Outro fator importante
que pode-se destacar € que, aparentemente, as operarias ndo conseguiram detectar
a presencga do patégeno na isca e fizeram a sua incorporagao no jardim de fungos.
Foi verificado o crescimento do fungo Escovopsis sp. nas amostras de iscas que foram
colocadas em placas de Petri, comprovando assim a viabilidade do fungo no dia do

experimento. Outros autores tentaram incorporar esporos de Escovopsis sp. em
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colonias de cortadeiras por meio de pulverizacdo do jardim de fungos e também
aderidos a substratos utilizados para alimentacdo e perceberam que houve uma
rapida detecgao pelas formigas. Em col6nias em que foram pulverizadas suspensao
de esporos de Escovopsis em seu jardim de fungos, as operarias realizaram a poda
das areas infectadas (Currie, 2001) e em coldnias que receberam cereais
contaminados com esporos de Escovopsis houve o transporte do cereal contaminado
diretamente para o descarte de lixo (Zamunér, 2015). Quando Zamunér (2015)
forneceu iscas peletizadas com esporos de Escovopsis, verificou-se o carregamento
normal e incorporagao destas ao jardim de fungos, porém n&o houve alteragdo no
crescimento do jardim de fungos, sendo entdo constatado que os esporos n&o

germinaram em placas de Petri com meio de cultura.

Tabela 1. Tempo médio (em minutos) + desvio padrao para a entrada da primeira isca

no pote com o jardim de fungos.

1° 2° 3° Tempo
Colbnia
Fornecimento Fornecimento Fornecimento médio
1- Tratamento fungo 1,77 6,2 3,75
477 +1,22
2- Tratamento fungo 5,28 8,13 3,5
3- Tratamento controle 4 55 0,67 1,5
4- Tratamento controle 9,75 14,63 5,03 6,79 £+ 4,00
5- Tratamento controle 8,87 12,58 3,563

Ap06s 21 dias do primeiro fornecimento de iscas e observacao das coldnias, foi
verificado a redugéo no peso do jardim de fungos das col6nias que receberam iscas
com Escovopsis sp. (colénias 1 e 2), e aumento no peso do jardim de fungos de
colénias que receberam tratamento controle (col6nias 3, 4 e 5). Nas col6nias 1 e 2
houve também maior producido de lixo que as colénias 3, 4 e 5. As colbnias 1 e 2
apresentaram maior rejeigao de iscas (Figura 3). A partir dessas observagoes, sugere-
se que o fungo Escovopsis sp. presente na isca foi capaz de contaminar o jardim de
fungos das colbnias 1 e 2, causando assim prejuizo no desenvolvimento dessas
colénias, chegando a reduzir o crescimento em 76,6% na colénia 1 e em 1,8 % na
colénia 2. Consequentemente maiores quantidades de produgdo de lixo foram

observadas nessas coldnias que receberam o tratamento com fungo. Houve o
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crescimento de Escovopsis sp. nas trés amostras de lixo descartado pelas colbnias 1

e 2, evidenciando assim a contaminagdo do fungo simbionte com o parasita.

Pode-se concluir que a utilizagdo de iscas com micélio de Escovopsis sp.
misturado com polpa citrica foi satisfatério para introduzir esse fungo parasita no

jardim de fungos de colénias de formigas-cortadeiras.
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Figura 3. Proporgédo de crescimento do jardim de fungos, produgao de lixo e iscas
rejeitadas, apos trés fornecimentos de iscas com micélios de Escovopsis sp. (colonias

1 e 2) e iscas sem fungo (colbnias 3, 4 e 5).
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CONCLUSAO GERAL

Os resultados dos trabalhos apresentados apontam que as coldnias incipientes
de Atta sexdens estao submetidas a forte presséo seletiva de microrganismos do solo
no momento da fundagédo. Apds o surgimento da forga operaria, os mecanismos de
defesa imune social garantem o desenvolvimento da colbnia a despeito da presenca
de microrganismos patogénicos que estao presentes no solo do ninho.

Em solos de camaras de jardim de fungos foram encontrados dois isolados de
Streptomyces sp. e um de Kitasatospora sp. que inibiram ndo s6 o fungo Escovopsis
sp., como também o fungo entomopatogénico Metarhizium anisopliae e o fungo
antagonista do cultivar simbionte de cortadeiras Trichoderma aff. strigosellum. Desta
forma, pode-se hipotetizar que os fungos patogénicos para col6nias de formigas-
cortadeiras presentes no solo adjacente ao ninho, apesar de constituirem um risco,
sdo controlados pelas secrecdes das operarias bem como de secre¢des de algumas

actinobactérias.

Podemos concluir também que a utilizagao de iscas com micélio de Escovopsis
sp. misturado com polpa citrica foi satisfatério para introduzir esse fungo parasita no

jardim de fungos de colénias de formigas-cortadeiras.
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