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RESUMO

A associacdo entre formigas cortadeiras da tribo Attini e micro-organismos é
reconhecidamente vasta. No presente trabalho verificou-se a presenca de variados
taxons de fungos relacionados as operarias da formiga cortadeira Atta laevigata.
Operarias foram coletadas do interior do ninho e na trilha de forrageio,nas cidades
de Rio Claro e Bauru, e parte dessas formigas passaram por um procedimento de
limpeza para retirada de micro-organismos externos ao corpo e a outra parte nao foi
submetida a lavagem.Dos dois grupos o DNA foi extraido e amplificado para a
regido rRNA ITS de fungos. Essa regido foi sequenciada e utilizada na identificacao
de unidades taxond6micas moleculares operacionais (MOTUs). Cinquenta taxons
moleculares foram identificados, sendo vinte contaminantes eventuais, facilmente
removiveis pela limpeza, e 30 simbiontes internos ou mais fortemente aderidos ao
corpo das operarias. Dentre esses 30 taxons, quatro (Cladosporium cladosporioides,
Epicocum sp., Hypocrea virens e Nigrospora sp.) foram identificados nas duas
localidades geogréficas e em grande quantidade, sendo candidatos a simbiontes
mais estaveis e funcionais das formigas. Entre os demais tédxons prospectados
houve grande frequéncia de Trichosporon chiarelli e Coriolopsis rigida. Esse trabalho
demonstroua ampla capacidade das formigas adquirirem e transportarem uma
variada microbiota e consiste num passo inicial para elucidar o papel dos fungos
associados ao corpo de A. laevigata.

Palavras chaves: simbiose, dispersao flungica, ascomicetos, basideomicetos.



ABSTRACT

There is a deep and widely known association among Attini ants and
microorganisms. In this paper it was investigated the presence of various taxa of
fungi related to the Attini leaf-cutter antAtta laevigata. Leafcutter ants were collected
from inside the nests and foraging trails in two different localities (Rio Claro and
Bauru), and they were washed in order to remove external microorganisms from their
bodies. Leafcutters which have not been washed also were used. Ant DNA was
extracted and purifiedand the fungal rRNA ITS region was amplified. PCR products
were cloned and sequenced in order to identify fungal species based on the
operationalmolecular taxonomic unit (MOTU) criteria. As a result, 50 fungal species
were recognized; 20 of them were identified as casual contaminants and as 30 were
found as symbionts more tightly adhered to ant body. Four out of these 30 symbionts
(Cladosporium cladosporioids, Epicocum sp., Hypocrea virens and Nigrospora sp.)
were identified in the two geographic localities and in large quantity. Thus, these are
candidates to a more stable and functional symbionts of the ants. There were large
qguantity of the Trichosporon chiarelli and Coriolopsis rigida among the prospected
ants. This paper shows the enhanced capacity of the ants to acquiring and
transporting a varied of fungi and it is in an initial point to elucidate the role of fungi
associated to the body ofA. laevigata.

Key words:symbiosi, fungic dispersion, ascomycetes, basidiomycetes.



SUMARIO

L. INTRODUGAOD ...t ettt et e ettt e ettt e et e e et e e e et e e et eeetaeeenaeeeenaaeeas
J. . FORMIGAS ATTINI 1uevtnieunetuneeteetersnetnersersessessessessnessnssseessnessasssnessnessnsssnessnessnsssnessnessnsssnsssnessnessnessneesneennns

1.1.1 Caracterizacao dos tipos de operarias

1.1.2. Castas de formigas cortadeiras ..........cc.cccecveerennee.
1.2. TIPOS DE SISTEMAS AGRICOLAS E CULTIVARES DE FUNGOS EM ATTINI
1.3. OUTROS SIMBIONTES JA DESCRITOS EM ATTINI 1.vvteuvtevresereesseesseesssessseesseessessssessssessessssssssessssessesssssssssassesssesssssasns
1.4. FORMIGAS COMO VETORES DE MICRO-ORGANISMOS. . .cuuuerrunrerruneersueessueeessueeessneeessneesssnsesssnsesssasesssesesssnsessnneessnns
1.5. CRITERIOS PARA ESCOLHA DE SIMBIONTES FUNCIONAIS EM NINHOS DE ATTINI
1.6. METODOS INDEPENDENTES DE CULTIVO UTILIZADOS NA ANALISE DA DIVERSIDADE DE FUNGOS NOS

INSETOS, VANTAGENS E DESVANTAGENS. ...ttttuuiiiiieeiieeeteeeeeeeeeeeteeeeeerssssssssttannnaeseeeeeaasseesseseessssssssssssmsnnnes 19
1.7. O ESTUDO DE RELAGOES SIMBIOTICAS BASEADO EM METODOS INDEPENDENTES DE CULTIVO cuuuieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeveneenennes 21
1.8. ESPACADORES TRANSCRITOS COMO MARCADORES MOLECULARES DE FUNGOS...cvvuuunetiereruireeererninnseesessnnsseesensnnesesessens 21
1.9. AMPLIFICACAO E CLONAGEM DA REGIAO ITS DE FUNGOS «...eeeeeeeeeeeiieeeeeeeeeeressstsssssnnnnnaseeeseeeeeaaaaeessessesssssssssssssnnnnes 22
L.L0. ANALISE IN SILICO «aeieeeseeeeeee e e eeeeeeeeeeeeeeettattta s s s s s e e e e e eeeeaeeeaatee e e e e e e e aes b sssssasss s anasseeeseaeaaaeeeeeeeeessenssnnnssnnnnnn 22
1.10.1. Selegéio dos dados de boa QUAIIAAE. ...................eeeeeeieeeeeeeiie ettt ae e e e e e e e e e 23
1.10.2. CheCAGem A QUIMEIAS ........uuuuueuueeeeieeeeeeeeeeeeeee e e e e et ettt st s e e s e e aaaaaaaaaaaaaasssssssssessssssssnes 23
1.10.3. Unidade taxondmica operacional molecular (MOTU).......ccccevvrecivenivenieeieeiresieesiie e 24
.00 4. MOTHUR .ottt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e et e ettt taa sttt saasssaaassaasaaaaaaasssssssssssnnsrnes 25
2. OB IET IV O S oo e e e e e e 26
3. RESULTADOS ... ST P PP TIPS 27
DIVERSIDADE DE FUNGOS ASSOCIADOS A OPERARIAS DA FORMIGA CORTADEIRA
ATTA LAEVIGATA (FORMICIDAE: ATTINI) coiuniiiii e e e e e e e e 27
RESUMO . eetttttttttttt e s s e e e e e e e et e e e e e ettt ettt ee e e eeesaee b s aessaeeeeaaaaaaeaaeeeesseessssssssssssssss s aaasseeeseaeeeeeeeeeseeeseennsssnsssnnnnn 27
LN 2] 0 Uo7V 1 28
IVIATERIAL E IMETODOS ...eieeeeeeeeeeeeeeeeteeeeeessssssssssssnssaaasssaaesaaaaasassssssssssssssssssssssssnnnnnnssasseseeeaaasasseesssesssessssessssnnnnn 29

B REAS DE ESTUDO ...ttt et et e ettt e et et e e e eseeseese s et eneeaeeeeeneeseese e e e eneeneereesesresseeseesensereeneeressenseneeenes

COLETA E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS ...tuuuueeeseeeseeeeeeesseeseeesseenssssssesssssssssssasessssssesseseseeessensssssssnmssnsssnnssnssseesens

[ QY Yo7 o X o1 ] N

FAN Y [T Yo7 Yo TR RPN

PURIFICAGAO DOS PRODUTOS DE PCR ...iiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiises s s e e e s e e e e e eeeeeetteeeeesesaesbssssaassssassseeesessaeeeseeeeeeessessssnnsssnnnnn

CLONAGEM ...iettttieeteetttiieeeeetttie e e e e ettaa s s e eaeatassseeeaetaseeeasssaneeeeesssaseeaessansseesessasssseessssnnneeessssssnnseeessssnneeesensnnnns

SEQUENCIAMENTO
ANALISE DE DADOS
RESULTADOS E DISCUSSAO ...

ABUNDANCIA E DIVERSIDADE DE ESPECIES DE FUNGOS ASSOCIADOS AO CORPO DAS FORMIGAS

EFEITO DO PROCEDIMENTO DE LAVAGEM SOBRE AS ESPECIES DE FUNGOS ASSOCIADAS AS FORMIGAS........cceeeeeeeeeeeereevrvnennnnnnns 34
VINTE TAXONS DE FUNGOS FORAM ELIMINADAS PELO PROCEDIMENTO DE LAVAGEM DAS FORMIGAS ....cevvvuenreeerernnneeeeennnnneeeens 36
QUATORZE TAXONS DE FUNGOS RESISTIRAM AO PROCEDIMENTO DE LAVAGEM DAS FORMIGAS ....ccevvevrrrrrrrrrrrnennnnnnnnnnnaseeeens 36
DEZESSEIS TAXONS DE FUNGOS FORAM DETECTADOS SOMENTE EM FORMIGAS LAVADAS ....vuuuunniieeeseeeeeaaaaaaseeeeeeessesssssssnnnnnes 37
EFEITO DO PROCEDIMENTO DE LAVAGEM SOBRE A AMOSTRAGEM DE FUNGOS ASSOCIADOS AS FORMIGAS .......ceevveerveevrrnnnnnnnnn 41
FUNGOS SIMBIONTES DAS FORMIGAS E PROVAVEIS PROPRIEDADES BIOLOGICAS ....cvvvvvrrvrerrnnnnnnisesseesseeesseeseeeseeeseemesmmnssennnns 41
Os PROVAVEIS FUNGOS SIMBIONTES FUNCIONAIS DAS FORMIGAS A. LAEVIGATA. «.uuueeiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeessssssssnnnnnnnnnnnaseeaeens 44
TRANSFERENCIA DE FUNGOS ENTRE FORMIGAS E PLANTAS. ...vuuttuuuuueieaeseeeeeeaeeaaseeeseesessessssssssssssnnnnnnsaaasaeessesasasasassssssnens 45
(@00 ol U 46
4. CONSIDERAC;()ES FIN A LS Lo e e 48

REFERENCIAS ..ottt e 49



10

1. INTRODUCAO

1.1. Formigas attini

As associacOes simbidticas modelam a ecologia e a evolucdo de todos os
organismos vivos. As formigas Attini s&o uma oportuna fonte de informagéo sobre a
origem dessas associacdes e seus mecanismos genéticos e moleculares, pois
apresentam grande capacidade de cooperar com diversos organismos.

Todas as espécies de formigas estdo agrupadas na familia Formicidae, que
possui 21 subfamilias. Dentro da subfamilia Myrmicinae esta a tribo Attini, um grupo
monofilético que reune todas as formigas cultivadoras de fungos mutualistas,
pertencentes a 13 géneros (Acromyrmex, Apterostigma, Atta, Cyphomyrmex,
Mycetagroicus, = Mycetarotes, = Mycetophylax, = Mycetosoritis, = Mycocepurus,
Myrmicocrypta, Pseudoatta, Sericomyrmex, Trachymyrmex) e mais de 230 espécies
(SCHULTZ; MEIER, 1995; SCHULTZ; BRADY, 2008).
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Figura 1: Cabeca de um soldado de A. laevigata. Retirado de ANTWEB, codigo da
espécie: CASENTO0173811. Fotografa: Michele Esposito. Foto retirada em
Amambay, Paraguai.

1.1.1 Caracterizacdo dos tipos de operérias

Coldnias de formigas cortadeiras sdo organizadas por grupos de individuos
morfologicamente diferentes (polimorfismo), configurando castas(LATREILLE,
1796)diversas. Também sdo organizadas conforme a funcdo exercida no ninho
(polietismo).

Num ninho de formigas cortadeiras podem ser encontradas castas
temporarias, quimicas e comportamentais, como sao definidas a seguir:

Castas temporarias: designada pela idade, normalmente os individuos mais
jovens realizam tarefas no interior dos ninhos e conforme vao envelhecendo passam

as tarefas externas.
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Figura 2: Operarias de A. laevigata.A: forrageira cortando material vegetal para
levar ao ninho. B: jardineiras e generalistas trabalhando no interior do ninho.
Imagens: Alex Wild.

Castas quimicas: os sinais que as formigas emitem ou recebem sé&o
percebidos de forma diferente por cada tipo de individuo da col6nia, por isso sao

denominadas castas diferentes para cada tipo de sinal.
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Figura 3: Castas de A. laevigata, cada uma recebe um tipo diferente de sinal
emitido pelas demais operérias.A: generalistas cuidando do ninho; B: pupas; C: a
rainha; D: soldado protegendo a colonia. Fotos retiradas do site AntWeb.

C D

Castas comportamentais: designadas pelo estado fisioldégico principal, mas

ndo necessariamente associado a anatomia ou idade, um exemplo é a inseminac&o.

Figura 4: Castas comportamentais de A. laevigata. A: fémea; B: macho
inseminando a rainha. Fotos retirada em Itirapina — SP pela autora Joana D.
Mantovani.
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1.1.2. Castas de formigas cortadeiras

As castas temporarias em formigas cortadeiras constituem as fémeas e
machos alados que s@o encontrados apenas em épocas especificas nas col6nia,
vindo a superficie dos ninhos durante o v6 o nupcial.

As fémeas de Atta sdo aladas e os maiores individuos do formigueiro, elas
sdo as primeiras a deixar o ninho durante o vb6o nupcial, sdo também muito
longevas, chegando a durar 10 anos. Os machos possuem o térax e o abdémen
muito desenvolvidos. Atuam no processo de aeracdo das larvas e no resfriamento
da colénia com o bater das asas. Sua longevidade € pequena.

As demais operarias que fazem parte do formigueiro encarregam-se das
tarefas da colonia e sdo estéreis. Segundo WILSON (1980)sédo distinguidos os
seguintes tipos de operarias:

Jardineiras e babés: operarias minimas que cuidam das hifas, do tratamento
final na implantagédo do substrato, da prole, de “andar de carona” sobre o material
vegetal transportado afim de proteger contra o ataque de forideos, eliminacdo de
esporos contaminantes nas folhas e coleta e armazenamento da seiva (VIEIRA-
NETO et al., 2006).

Generalistas dentro do ninho: degradam a vegetacao antes de incorpora-la ao
jardim de fungo, transporte de outras operarias, assisténcia a prole durante a ecdise,

cuidados com a rainha, descarte do lixo e reconstru¢éo das esponjas de fungos.
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Forrageadoras e escavadoras: exploram, coletam a vegetacéo nova, cortam e
recuperam a vegetacao, além de escavar o ninho.

Defensoras ou soldados: maiores operarias, em caso de perigo para a colonia
atuam como defensores retirando primeiramente a prole e a seguir o fungo, ao

evacuarem uma camara.

Figura 5 :Castas tipicas de formigas costadeiras. Extraido de FORMICIDAS MIREX,
imagem do Professor Dr. Luiz Carlos Forti - UNESP Botucatu.

1.2. Tipos de sistemas agricolas e cultivares de fungos em attini

A tribo de formigas Attini (Formicidae: Mirmicinae) é caracterizada por
estabelecer um tipo de sistema agricola de acordo com o fungo -cultivado.
MEHDIABADI & SCHULTZ (2009) classificaram filogeneticamente cada um desses
sistemas:

e Agricultura basal, praticada pela maioria das espécies atineas e na qual séo
cultivados variadas espécies de fungos da familia Leucocoprineae;

e Agricultura dos fungos de coral praticada por formigas do grupo
Apterostigma pilosum que cultivam fungos pertencentes a familia
Pterulaceae (géneros Pterula and Deflexula);

e Agricultura leveduriforme praticadapor formigas do grupo "Cyphomyrmex
rimosus” que cultivam uma fase unicelular (leveduriforme) dos fungos da

familia Leucocoprineae;



16

e Agricultura derivada realizada pelos géneros Sericomyrmex e
Trachymyrmex que cultivam fungos distintos grupos de Leucocoprineae;
e Agricultura das cortadeiras praticada pelos géneros Atta e Acromyrmex que

cultivam o fungo Leucoagaricus gongylophorus.

Figura 6: Descricdo sumaria do conhecimento corrente acerca da historia
coevolutiva de trés dos simbiontes das attini. Traduzido e adaptado de MEHDIABADI
& SCHULTZ (2009).

Formigas Cultivares Parasitas Escovopsis

Agricultura das cortadeiras

Agricultura derivada

Agricultura leveduriforme

Agricultura basal

Agricultura dos fungos de
coral

1.3. Outros simbiontes ja descritos em attini

A despeito de as Attini cultivarem seus fungos para alimentacdo, uma gama
de outros fungos com diversas funcbes pode ser encontrada associada a esses
insetos.

Currie et al. (1999 a/b) identificaram a presenca de fungos do género
Escovopsis parasitas para os fungos mutualistas, bem como bactérias capazes de
produzir compostos secundarios que controlam a infeccdo no jardim. Essas

bactérias sdo classificadas dentro do grupo dos actinomicetos, género
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Pseudonocardia. Elas se localizam no integumento das operérias e atuam como
agentes supressores de doencas que possam existir no jardim de fungos das Attini
(MULLERet al., 2008). Cafaro et al. (2010), analisando diferentes operarias de
géneros de Attini (basais e derivados), apontou ubiquidade de Pseudonocardia spp.
E, interessantemente, observou a dificuldade de isolar esses micro-organismos em
Attasp. Isso, hipoteticamente se relaciona ao fato de as cortadeiras processarem o
material vegetal antes de servi-lo ao seu fungo, restando assim poucos
actnomicetos, e também pelo seu intenso cuidado com o jardim, redistribuindo os
micro-organismos por diferentes locais dentro do ninho.

Ribeiro et al. (2012) detectaram espécies de Aspergillus sp., Cladosporium
sp., Mucor sp. ePenicillium sp. com potenciais efeitos deletérios a operarias de Atta
bisphaerica.

Rodrigues et al. (2009) encontraram espécies de leveduras dos géneros
Aureobasidium sp., Candida sp., Cryptococcus sp., Saccharomyces sp., Bullera sp.,
Bulleromyces sp., Pseudozima sp., Rhodosporidium sp., Rhodotorula sp.,
Sporiodiobolus sp., Sporizorium sp., Sympodiomycopsis sp. eTrichosporon sp.
associadas aos jardins de Atta texana.

Em ninhos de Atta sexdens, Carreiro et al. (2004) identificaram a presenca de
uma nova espécie de levedura, Sympodiomyces attinorum. Também em ninhos de
A. sexdens, Middelhoven et al. (2003) descreveram o isolamento da levedura
Cryptococcus haglerorum. Ja em um estudo com um ninho de Myrmicocryptasp.,
Pagnocca et al. (2012) descreveram o isolamento de uma nova espécie de levedura,
denominada Trichosporon chiarellii.

Leveduras negras também foram consideradas na rede de associa¢des que
ocorre em formigas Attini. Little e Currie (2007) identificaram a presenca de
leveduras do género Phialophora na parte ventral do abdémen de formigas do
género Apterostigmasp. Guedes et al. (2012) também relataram a presenca de
leveduras negras dos géneros Alternaria, Bipolaris, Cladosporium, Curvularia,
Paraphaeosphaeria e Phoma, além de outros fungos (hialinos) dos géneros
Aspergillus, Fusarium, Giberella, Paecilomyces e Penicillium em ninhos de Atta

laevigata.
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1.4. Formigas como vetores de micro-organismos

O forrageio realizado pelas formigas cortadeiras introduz uma série de micro-
organismos novos ao jardim. As operdrias cortam as folhas, carregam até o ninho,
processam o material e o0 usam como substrato para o crescimento de seus fungos
simbiontes. Nesse processo, outros fungos presentes no ambiente (solo, folhas,
flores) podem ser introduzidos. Definir que fungos sdo esses e quais seus papéis
ecoldgicos junto ao ninho das formigas é uma tarefa complexa.

Por exemplo, microfungos dos géneros Cunninghamella, Fusarium, e
Trichoderma séo frequentemente encontrados em ninhos de Atta e Acromyrmex
(RODRIGUES et al.,, 2005, 2008), mas, at¢é o momento, ndo ha evidéncias
conclusivas sobre a funcdo que estes fungos poderiam apresentar para a vida das
formigas.

Uma elucidacdo sobre o papel ecoldgico de alguns destes micro-organismos
€ a observacdo de que a presenca de endofiticos nas folhas pode ser um fator
limitante para o sucesso do jardim. Os endofiticos presentes nas folhas poderiam, ao
serem introduzidos nos jardins, competir com o fungo mutualista. Sendo assim, as
formigas cortadeiras gastariam uma boa parte do seu tempo de forrageio
“esterelizando” o material vegetal que vai para o ninho numa tentativa de diminuir a
guantidade de fungos externos (VAN BAEL et al., 2009; VAN BAEL et al., 2012).

1.5. Critérios para escolha de simbiontes funcionais em ninhos de attini

As formigas interagem com diferentes micro-organismos do ambiente. Por
onde passam carregam esporos fungicos. O material coletado também é fonte de
aquisicao de micrébios.

Quando as operarias cortam folhas, como no caso de Atta e Acromyrmex,
podem adquirir endofiticos que sao incorporados aos ninhos. O processo de limpeza
e cuidado com o jardim auxilia no controle desses simbiontes eventuais. Entretanto,
alguns deles podem persistir, causando efeitos deletérios aos jardins e/ou as
proprias operarias.

Essa persisténcia dependera de qudao infectado estd o material vegetal ou o

ambiente pelo qual o inseto forrageia. E, em se tratando de fungos, isso é ainda
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mais complexo, pois eles produzem esporos que podem resistir ao cuidado
extremado exercido pelas operdrias, permanecer em seu exoesqueleto e pernas e
serem carreados para dentro dos ninhos (GANTER, 2006).

Alguns dos simbiontes representam uma associacdo efémera com formigas,
sendo fungos que podem estar presentes no ambiente pelo qual as operarias
forrageiam. Uma abordagem técnica para eliminar esses possiveis contaminantes é
utilizar uma estratégia de “limpeza” da superficie das operarias. Isso facilitaria a
pesquisa de fungos no seguinte aspecto: a remoc¢cao da camada externa de fungos
ou fungos que ndo se aderiram a cuticula das operarias resultaria na manutencéo de
um grupo de fungos que esta mais fortemente ligado aos insetos, com maiores
chances de adentrarem o ambiente do formigueiro e constituirem alguma forma de
relacdo ecolégica com as formigas. Além disso, uma segunda abordagem para
estudar o papel dos organismos simbiontes seria a utilizacdo de um critério
geografico, que pode auxiliar na identificacdo de simbiontes persistentes. Ninhos de
localidades diferentes geralmente apresentam micro-organismos variados, mas
guando um mesmo microbio € encontrado em ninhos de locais distintos, pode haver
indicio de uma relacdo mais perene e estreita entre formigas e simbiontes.

A utilizacdo de um procedimento experimental de limpeza e a escolha de
ninhos de diferentes localidades geogréficas foram estratégias utilizadas no presente
trabalho para identificar os simbiontes funcionais entre 0s micro-organismos

prospectados junto as formigas.

1.6. Métodos independentes de cultivo utilizados na analise da diversidade de
fungos nos insetos, vantagens e desvantagens.

Os micro-organismos S&80 essenciais na natureza, entretanto s&o muito pouco
conhecidos. O numero de taxons descritos representa apenas uma porcado da
diversidade que pode ser existir no meio ambiente. Os métodos moleculares,
independentes de cultivos tém ajudado a diminuir esse abismo entre o real numero
de espécies que existe no ambiente e as que realmente conhecemos. Eles revelam
um cendrio de rica diversidade, no qual ainda falta muito estudo (WARD et al., 1990;
LUDWIG et al., 1997; HUGENHOLTZ et al., 1998). A Tabela 1 mostra a dimenséo
dessa diversidade.
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Tabela 1: Numero de espécies baseado em estimativas. Retirado de MANFIO
(2003)

O isolamento de micro-organismos deu-se principalmente pela necessidade
de conhecer sobre aqueles que causavam doencas ao homem e aos animais
(ATLAS; BARTA, 1998). Entretanto dados indicam que apenas uma pequena
parcela dos micro-organismos da natureza é cultivavel, <0,1 a 1 % (AMANN et al.,
1995). Muitos fatores sao responsaveis pela dificuldade de cultivar esses
organismos na natureza, tais como:

e pouco conhecimento sobre os requisitos nutricionais e biologia dos

organismos;

e distribuicdo numérica desigual de tdxons na natureza;

A vantagem de trabalhar com métodos ndo cultivaveis, além de atingir uma
diversidade maior que métodos de cultivo, € poder lidar com qualquer ambiente, de
lodo de esgoto até insetos e pele humana, basta padronizar um método de extracédo
de DNA da amostra, amplificar para regido especifica do organismo a ser estudado

e pronto, atinge-se a diversidade de qualquer local ou individuo.
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S&o varias técnicas existentes para utilizacdo de métodos independentes, tais

como as mostradas no infografico:

Figura 7: Métodos independentes de cultivo para estudos de diversidade.

1.7. O estudo de relacdes simbioticas baseado em métodos independentes de

cultivo

Os estudos de diversidade sem a utilizagdo de isolamento de micro-
organismos (métodos independentes de cultivo) contam com uma sequéncia basica
de técnicas moleculares que tem ajudado a entender melhor a diversidade
microbiana, permitindo uma deteccdo de grande numero de micro-organismos, 0
que contribui para caracterizar comunidades microbianas. Os métodos
independentes de cultivo utilizam como marcadores moleculares genes que
permitem a analise de variabilidade dentro de uma mesma espécie e de uma dada
espécie com outras dentro de um mesmo grupo (variabilidade intra e interespecifica)
(NILSSON et al., 2008).

1.8. Espacadores transcritos como marcadores moleculares de fungos

O cistron eucariotico rRNA consiste nos genes 18S, 5.8S e 28S transcritos

pela acdo da RNA polimerase I. No processo poés-transcricional ocorre a quebra do
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cistron, removendo os espacgadores internos transcritos (ITS) 1 e 2. No cistron,0s
espacadores ladeiam o gene 5.8S, formando uma regido ITS1-5.8S-ITS2 contigua
gue, conjuntamente é denominada regido ITS.

A regido ITS (Figura 1) apresenta multiplas cépias no genoma fangico, o que
facilita sua amplificacdo visandoposterior sequenciamento (SCHOCH et al., 2012).
Além disso, esse segmento tripartido combina vantagens de resolucdo em varias
escalas evolutivas (ITS1: evolucdo rapida, 5.8S: altamente conservado, ITS2:
evolucdo rapida a moderada) (NILSSON et al., 2008). Tais caracteristicas
possibilitaram a utilizacdo da regido ITS como um marcador padrdo para
identificacdo molecular de fungos (NILSSON et al., 2008; SCHOCH et al., 2012).

Figura 7— Regiao ITS de fungos.
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1.9. Amplificacao e clonagem daregido ITS de fungos

A partir de uma amostra de DNA ambiental, a amplificagdo com primers
especificos para a regido ITS resulta em uma populacdo de amplicons que pode ser
utilizada na tentativa de traduzir a diversidade de fungos presentes na amostra. Para
possibilitar sequenciar individualmente cada um dos amplicons (ou ao menos uma
boa parte deles), pode ser utilizada uma técnica de clonagem. Os clones, a seguir
podem ser sequenciados, de modo a fornecer a sequéncia de nucleotideos de cada

um dos amplicons representando a diversidade de regides ITS da amostra.

1.10. Andlise in silico
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Para construir hipéteses a respeito das sequéncias geradas num estudo, &
primordial que se utilize um critério para selecdo de sequéncias de boa qualidade

técnica. Tal processo de selecdo envolve vérias etapas, conforme descrito a seguir.

1.10.1. Selecédo dos dados de boa qualidade

Inicialmente, é necessério tratar os dados brutos gerados pelo sequenciador
de DNA, eliminando os dados de baixa qualidade. A medida da qualidade pode ser
feita através do célculo do valor Phred (EWING et al., 1998;EWING; GREEN, 1998;
PROSDOCIMI, 2006).

Posteriormente, devem ser verificadas e filtradas sequéncias contaminantes
como primer e vetor.

Apos a identificacdo de trechos de sequéncia com baixa qualidade e com
possiveis contaminantes, essas regiées sdo mascaradas (marcadas) e retiradas da
sequéncia final.

Ja limpas, € possivel ainda filtrar as sequéncias por tamanho, descartando
sequéncias menores que um tamanho pré-determinado. Geralmente os filtros

descartam sequéncias menores que 100 pb.

1.10.2. Checagem de quimeras

Boa porcentagem das sequéncias depositadas nos bancos de dados sao
amplificacbes quiméricas (HIBBETT et al., 2011), geradas acidentalmente durante a
reacao da polimerase em cadeia.

Essas sequéncias representam um misto de dois tAxons numa mesma
sequéncia e ndo tém significado ecologico. A fim de eliminar esses erros é
necessario identificar essas sequéncias antes de prosseguir com as andlises. O
programa Chimera checker(NILSSON et al., 2010) analisa sequéncias que S&o
geradas a partir da regido ITS do DNA de fungos. O algoritmo € responsavel por

separar a sequéncia de interesse em duas partes (ITS1 e ITS2), e entdo realizar um
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alinhamento no Banco de Dados NCBI de cada parte da sequéncia. Se as
sequéncias pertencerem a ordens diferentes a sequéncia € potencialmente
quimérica. Sao gerados arquivos de saida que permitem ainda uma andlise manual
das sequéncias para confirmagado das quimeras. A Figura 2 apresenta essas etapas

descritas.

Figura 7 - Esquema do processo de identificacdo de quimeras utilizado pelo
programa Chimerachecker. Traduzido e adaptado de NILSSON et al., 2010.

1.10.3. Unidade taxon6mica operacional molecular (MOTU)

Estimar a identidade e o niumero de espécies, utilizando critérios taxonémicos
pode ajudar a entender a complexa realidade ecoldgica de um ambiente. Para obter

tais estimativas, € possivel basear-se nas sequéncias nucleotidicas para uma
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amostra. Para que isso seja plausivel € necessaria uma maneira de associar dados
das sequéncias com a classificacdo taxonémica dos organismos. Tal associacdo se
faz utilizando o critério de Unidade Operacional Taxonémica Molecular (MOTU).
Nessa abordagem nédo ha o conceito tradicional de espécie, mas apenas populacdes
de sequéncias similares entre si, que compdem um pool génico (ZANDER, 2007),
considerado como uma unidade taxondmica operacional molecular. Usualmente,
para a regido ITS de fungos, considera-se que sequéncias ao menos 97%
semelhantes entre si pertencam a mesma MOTU (LANDEWWERT et al., 2003;
O’BRIEN et al., 2005; SCHLOSS; HANDELSMAN, 2005; HIBETT et al., 2011).

1.10.4. MOTHUR

A plataforma Mothur (SCHLOSS ET AL., 2009) foi criada reunindo
ferramentas necessarias para estudos envolvendo sequéncias de micro-organismos,
com a finalidade de subsidiar estudos independentes de cultivo. Com ela € possivel
analisar as sequéncias obtidas de uma determinada amostra, organizar tais
sequéncias em MOTUs e fazer comparacdes entre diferentes ambientes através da

geracao de indices de riqueza, estimadores de espécies e curvas de rarefacao.
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2. OBJETIVOS

Objetivo geral:
Analisar a diversidade de fungos associados as formigas cortadeiras da
espécie Atta laevigata(Hymenoptera: Formicidae) de duas localidades no estado de

Sao Paulo: Bauru e Rio Claro.

Objetivos especificos:

¢ |dentificar fungos com base nos espacadores internos transcritos do
RNA ribossomal;

e Avaliar padrbes de diversidade fangica entre diferentes localidades
geograficas: Bauru — SP e Rio Claro — SP;

e Verificar a utilidade de um método de limpeza para retirar fungos
presentes no exoesqueleto das operarias de formigas da espécie A. laevigata;

e Comparar a diversidade de fungos antes e apos a utilizacdo de um
método de limpeza do exoesqueleto;

e Estabelecer inferéncias a respeito de possiveis fun¢des dos fungos
prospectados, utilizando os dados gerados no presente trabalho e os dados de

literatura.

Forma de apresentacédo dos resultados
O presente trabalho é apresentado na forma de um artigo cientifico, visando
formatar os dados para futura publicagao.
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3. RESULTADOS

DIVERSIDADE DE FUNGOS ASSOCIADOS A OPERARIAS DA FORMIGA
CORTADEIRA Atta laevigata (FORMICIDAE: ATTINI)

Resumo

As formigas da tribo Attini vivem em simbiose com diversos micro-organismos,
incluindo bactérias e fungos. No presente trabalho, n6s caracterizamos a diversidade
de fungos associados as formigas Attini da espécie Atta laevigata. Para tanto, 60
operérias foram assepticamente coletadas da trilha de forrageio de trés ninhos (20
individuos por ninho) em duas localidades geograficas distintas: uma em Bauru e
outra em Rio Claro. Metade das formigas de cada ninho foi reunida em um pool e
submetida a extracdo de DNA. Os individuos da outra metade foram, um a um,
lavados com uma solucéo de hipoclorito de sédio 2% e submetidos ao ultrassom e, a
seguir, reunidos em um segundo pool, que foi também submetido a extragdo de
DNA. O DNA extraido foi amplificado na regido ITS ribossomal fingica, os produtos
gerados foram clonados e a sequéncia de nucleotideos foi determinada.
Quatrocentas e nove sequéncias foram obtidas e classificadas em 50 espécies
fungicas distintas, com base no critério de unidade taxondémica operacional
molecular. Entre estas 50 espécies, 20 s6 foram detectadas nas formigas néo
lavadas e foram consideradas como fungos contaminantes eventuais, com pouca
capacidade de aderir ao corpo das formigas; 14 espécies ndo foram eliminadas pelo
procedimento de lavagem e correspondem a fungos fortemente aderidos ao corpo
das formigas; 16 espécies ocorreram apenas em formigas lavadas e foram
consideradas como espécies de fungos presentes em menor populagédo e também
fortemente aderidas as formigas. Entre as 30 espécies aderidas ao corpo das
formigas, quatro espécies (Cladosporium cladosporioides, Epicocum sp., Hypocrea
virens e Nigrospora sp.) foram encontradas em ambas as localidades geogréficas e
foram consideradas como potenciais candidatos a simbiontes estaveis e funcionais.
Com base no que se conhece na literatura sobre essas espécies, tais simbiontes
funcionais poderiam atuar no metabolismo de polissacarideos vegetais ou na

producdo de antibidtico Uteis para as formigas. Afora estes quatro simbiontes
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funcionais, a maioria dos demais fungos identificados, e que estiveram presentes
somente em uma das regifes geograficas amostradas, se mostraram geneticamente
semelhantes a espécies flngicas normalmente associadas com plantas ou
saprofitas decompositores de matéria vegetal. Eles s&o provavelmente
contaminantes eventuais vetorizados pelas formigas, o que demonstra o intenso
papel dessas formigas como dispersores de fungos no ambiente onde vivem. Entre
0os contaminantes aderidos ao corpo das formigas, duas espécies (Trichosporon
chiarelli e Coriolopsis rigida) com grande capacidade de colonizagdo sao
possivelmente entomopatégenos em potencial para esses insetos; e uma espécie
(Trichosporon asahii) € um reconhecido patdogeno de importancia crescente para

humanos imunodeprimidos.

Palavras chaves: diversidade fungica, ascomicetos, basidiomicetos, espacador

transcrito intero de fungos.

Introducéo

As relagbes de simbiose definem a ecologia e evolugdo de todos o0s
organismos vivos. As formigas da tribo Attini sdo uma oportuna fonte de informacao
sobre a origem de tais relacdes e seus mecanismos genéticos e moleculares, pois
apresentam grande capacidade de cooperar com diversos organismos (BACCI et al.,
1995a).

Em um ninho de formigas cortadeiras € possivel identificar o fungo simbionte
Leucoagaricus gongylophorus (MUELLER et al.,, 1998), cultivado pelas formigas
para sua nutricdo (MARTIN et al., 1969), o parasita Escovopsis sp. (CURRIEet al.,
1999a) e bactérias do género Pseudonocardia (CURRIE et al.,, 1999b), que
produzem antibioticos para o controle de parasitas. Além desses simbiontes, os
ninhos das formigas Attini contém bactérias do género Burkholderia (SANTOS et al.,
2004), bactérias que degradam celulose (BACCI et al., 1995b), microfungos
(RODRIGUES et al., 2011; GUEDES et al., 2012) e leveduras (CARREIRO et al.,
1997).

Levando em consideragdo a gama de micro-organismos que pode coexistir

num ninho de formigas, o reconhecimento de novos desses micro-organismos pode
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ajudar na compreensao do complexo consércio microbiano atuando nos ninhos.
Uma forma de caracterizar os componentes desse consoércio é a abordagem
baseada no critério de Unidade Taxon6mica Operacional Molecular (MOTU). Nesta
abordagem, sequéncias de DNA sé&o obtidas a partir do pool de micro-organismos
do consorcio. A seguir, estas sequéncias sdo agrupadas por similaridade, de modo
gue sequéncias guardando grande similaridade entre si sdo reunidas em um Unico
taxon ou unidade taxonémica em potencial (ZANDER et al., 2007).

No presente trabalho, nés utilizamos uma abordagem baseada em MOTU
para identificar fungos associados as formigas Atta laevigata. NOs buscamos
determinar se um determinado fungo estava fortemente aderido ou se poderia ser
facilmente lavado da superficie do corpo dos insetos. Procuramos também verificar
se havia algum fungo que colonizasse formigas de diferentes regifes geograficas. A
forte aderéncia ao corpo das formigas e a presenca em diferentes areas geograficas
foram interpretados como indicativos de uma associacao estavel entre as formigas e

os fungos.

Material e métodos

Areas de estudo

Operarias de Atta laevigata foram coletadas de duas areas de estudo: dois
ninhos presentes no municipio de Bauru (S 22° 12' 54.07", W 49° 0' 57.49" e S 22°
13' 6.17", W 49° 0' 32.54") e um ninho no municipio de Rio Claro (S 22° 23.697',
W47° 32.542"). Em ambas as regides predominava a vegetacao do tipo Cerrado.

Coleta e processamento das amostras

Um total de 60 operarias (20 individuos de cada ninho) foi coletado de trilhas
e do interior dos ninhos, utilizando material estéril. Os individuos coletados de cada
ninho foram divididos em dois grupos compostos por 10 operarias cada. O primeiro
grupo foi submetido a um processo de lavagem para retirada de material
contaminante antes da extracdo de DNA, enquanto 0 segundo grupo nao passou

pelo procedimento de lavagem.
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O procedimento de lavagem seguiu o descrito em Marchiori et al. (em
preparacdo) e foi feito da seguinte forma: cada formiga foi colocada em um
microtubo, contendo 1 mL de agua deionizada. Procedeu-se a agitacdo em vortex
por 10 seg. Os tubos foram entédo colocados em sonicador de ultrassom por 10 min.
As formigas foram transferidas para novos microtubos, com auxilio de pincas
estéreis. Acrescentou-se 1 ml de hipoclorito de sédio 2 % e a mistura foi submetida a
agitacdo por 10 seg em vortex e a 10 min no sonicador. As formigas foram
transferidas para novos microtubos, foi adicionado 1mL de agua deionizada,
novamente agitando-se em vortex e levando ao sonicador por mais 10 mim. Por fim,

cada amostra foi armazenada em novo microtubo.

Extracdo de DNA

A extracado de DNA foi feita com o pool de 10 formigas do grupo “lavado” e o
pool de 10 formigas do grupo “ndo lavado®, para cada ninho. Em um cadinho
contendo as formigas, foi acrescentado nitrogénio liquido e, entdo, procedeu-se a
maceragao com pistilo. O material completamente macerado foi transferido para
microtubos de 1,5 ml, aos quais foram adicionados 100 pyL de tampao de lise (Tris-
Nacl-Sacarose-EDTA-SDS), repetindo a maceracao. Foram acrescentados mais 100
ML de tampéo e as amostras incubadas a 58 °C por 1 h e 30 min. Apos centrifugacao
por 30 seg a 10.000 rpm, foram acrescentados 56 uL de NaCl 5M e 40 uL de CTAB
10%, sendo a mistura homogeneizada por inversdo. As amostras foram incubadas a
65 °C por 10 min e centrifugadas por 30 seg a 10.000 rpm. Foram adicionados 600
ML de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1) e a mistura homogeneizada por inverséao
dos tubos durante 5 min. Adicionou-se 90 uL de acetato de aménio 5 M, com nova
homogeneizacao por inversdo dos tubos. As amostras foram incubadas em gelo por
10 min e centrifugadas a 14.000 rpm também por 10 min. O sobrenadante foi
transferido para outro tubo de 1,5 ml. Foram adicionados 200 pyL de etanol 100%,
seguido de centrifugagao a 14.000 rpm por 15 min. O sobrenadante foi retirado e
acrescentou-se 500 pL de etanol 70% gelado, centrifugando-se a amostra a 14.000
rpm por 5 min. O sobrenadante foi novamente retirado e foram adicionados mais 500
ML de etanol 100% com nova centrifugacao a 14.000 rpm por 5 min. O sobrenadante

foi novamente retirado, o DNA permaneceu secando por 12 ha temperatura
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ambiente e foi ressuspendido em 30 pL de Low TE (TE: 1:9). O tampéo TE (Tris 10
mM e EDTA 0,1 em pH=8,0) foi feito utilizando Tris Base (Promega Cat.#H5135) e
EDTA (Promega Cat.# 5032). As amostras foram armazenadas a -20 °C.

Amplificagéo

Foi utilizado o PuReTaqg Ready-To-Go PCR Beads kit (GE Healthcare,
catalogo nimero 27-9557-01). A montagem das reacdes partiu de 50 ng de DNA e
10 pmol de cada primer ITS1F e ITS4 (MANTER; VIVANCO, 2007), num volume
final de 25 yL. As amplificagcbes iniciaram-se com uma desnaturacédo de 5 min a 95
°C, seguida por 32 ciclos (95 °C por 30 seg, 55 °C por 30 seg, 72 °C por 60 seg) e

uma extenséao final a 72 °C por 10 min.

Purificacdo dos produtos de PCR

Para purificacdo foi utilizado o Nucleo Spin Gel and PCR Clean upkit
(MACHEREY-NAGEL), seguindo recomendagdes dos fabricantes.

Clonagem

A clonagem foi realizada utilizando-se o pGEM®-T Cloning Kit,
(PromegaCat.# A1360). Foram utilizados 37,5 ng do produto de PCR purificado, de
acordo com a razdao molar 3 inserto: 1 vetor. Apoés ligacdo, foi realizada
transformacéao em Escherichia coli DH5q, adicionando-se 5 yL da solucéo de inserto
ligado ao vetor a 100 pyL de suspensao de células competentes em tampao CaCl,,
100 mM. Apés 20 min no gelo, foi aplicado um choque térmico a 42 °C por 1 min. As
amostras foram entdo resfriadas em gelo por 2 min. Foram adicionados 300 uL de
meio CG (HIMEDIA CAT# M1151) sem antibidtico e as amostras incubadasa 37 °C,
180 rpm por 50 min. Em seguida, 200 uL da cultura foram semeados em placas com
meio CG agar contendo ampicilina (20 ug.ul™), que permaneceram em estufa a 37
°C por 16 h. Para selecionar colbnias positivas para o inserto de interesse, foi
adicionado X-Gal (AMRESCO Lot 0428) ao meio de cultura em placa.



32

Sequenciamento

Para sequenciamento dos clones obtidos utilizou-se sequenciador ABI 3500 e
o BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems). As reacdes
partiram de 700 ng de DNA e 3,2 pmol do primer ITS 1F num volume final de 10 L.
As reacdes de sequenciamento seguiram as seguintes condicfes: 96 °C por 2 min,
seguidos de 25 ciclos (96 °C por 45 s, 50 °C por 30 seg 60 °C por 4 min).

Andalise de dados

As sequéncias obtidas a partir dos clones selecionados foram pré-
processadas pelo sistema de geracdo de pipelines EGene(DURHAM et al., 2005) no
gual foram selecionadas sequéncias de boa qualidade (phred = 20), livres de vetores
e com ao menos a 360 pb. As quimeras foram eliminadas utilizando o programa
Chimera checker(NILSSON et al., 2010). As sequéncias resultantes foram alinhadas
utilizando Clustal W2 (LARKINet al., 2007)e uma matriz de distancias foi gerada no
DnaDist(FELSENSTEIN, 1993) utilizando o modelo de substituicdo nucleotidica
Kimura 2-parametros. Essa matriz foi utilizada na plataforma MOTHUR verséo
1.24.1 (SCHLOSS et al., 2009) para classificacdo da diversidade fungica, com base
no critério de Unidade Taxondmica Operacional Molecular (MOTU). A similaridade
considerada para agrupamento das sequéncias em uma MOTU foi de 97%.
Sequéncias representativas de cada MOTU foram utilizadas para a identificacao de
espécies fungicas através de comparacdo com sequéncias ITS da base de dados
Nucleotide Collection do GenBank, utilizando a ferramenta BLAST (ALTSCHUL et
al., 1990). Curvas de rarefacdo e diagramas de Venn foram gerados na plataforma
MOTHUR.
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Resultados e discussao

Abundancia e diversidade de espécies de fungos associados ao corpo

das formigas

A diversidade de fungos mostrou-se maior para as formigas do ninho
localizado na cidade de Rio Claro, nas quais foram encontradas 33 espécies de
fungos. As formigas de Bauru, por sua vez, apresentaram 21 espécies de fungos
(Figura 1). Quatro espécies de fungos estiveram presentes em formigas de ambas
as localidades geogréficas (Figura 1). Estas quatro espécies foram consideradas
como potenciais candidatos a simbiontes estaveis das formigas (ver detalhes mais a

frente no texto).

Figura 1 -Diagrama de Venn mostrando a quantidade e o compartilhamento de espécies
entre as amostras de Bauru ou Rio Claro. Os nimeros indicam a quantidade de espécies

encontradas.

Em raz&o da diferenca de rigueza em ninhos das localidades geograficas
distintas, a curva de rarefacdo obtida com a amostragem em Bauru esteve proxima

da saturagao, o que n&o ocorreu em Rio Claro (Figura 2).
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Figura 2 - Curva de rarefagdo para as amostras dos municipios de Bauru e Rio Claro
(média £ desvio padréo).
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Efeito do procedimento de lavagem sobre as espécies de fungos associadas

as formigas

A Figura 3 mostra a quantidade de sequéncias em cada uma das espécies de
fungo encontradas em formigas de cada localidade geografica e ap0s os diferentes

tratamentos das amostras.
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Figura 3 -Taxons de fungos encontradas em localidades geograficas e processamentos de
amostras distintos. Entre as 30 espécies fortemente associadas ao corpo das formigas,
guatro espécies (em negrito, apontadas por setas) foram encontradas em ambas as
localidades geogréficas e foram consideradas como potenciais candidatos a simbiontes
estaveis e funcionais das formigas.

Taxons

Devido a grande diversidade de grupos fungicos encontrados, as sequéncias
ITS foram muito distintas, com varios pares delas apresentando abaixo de 80% de
identidade. Assim, foi impossivel gerar um alinhamento mdultipo e inferir uma
filogenia com seguranca. Os resultados mostram varias MOTUs classificadas num
mesmo género como, por exemplo, em trés espécies de Cladosporium, trés
espécies de Fusarium, quatro espécies de Trichosporon, e assim por diante. Dentro
de cada um destes géneros, as sequénias foram entre 5 e 14% distintas entre si,
uma alta diversidade genética que justifica a sua classificagdo em taxons distintos.
Possivelmente, cada um desses taxons representa uma associacao caracteristica e

individualizada com as formigas.
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Vinte taxons de fungos foram eliminadas pelo procedimento de lavagem das

formigas

Foram encontrados 34 taxons de fungos associadas as formigas que foram
processadas diretamente, sem lavagem prévia. Em formigas previamente lavadas,
apenas 14 destas 34 taxons foram detectadas. Sendo assim, 20 taxons de fungos
deixaram de ser encontradas ap6s o método de lavagem ser aplicado. Estas 20
taxons eliminadas pelo procedimento de lavagem das formigas apresentavam
somente uma a cinco sequéncias cada (Figura 3) e, portanto, provavelmente
representam fungos contaminantes eventuais vetorizados pelas formigas.

A maioria dos 20 tadxons foram genotipicamente semelhantes a fungos
associados a plantas (Tabela 1). Portanto, essas 20 espécies de fungos devem ser
originarias da contaminacéo a qual as formigas sdo submetidas durante a atividade
de forrageio. Trés dessas espécies podem também ser contaminacdes originarias do
solo e duas espécie de Cladosporiumsp.ja haviam sido detectadas em jardins de

fungo de Attini.

Quatorze téaxons de fungos resistiram ao procedimento de lavagem das

formigas

Os 14 taxons que puderam ser detectadas mesmo apds o procedimento de
lavagem representam fungos que provavelmente estdo fortemente associados ao
corpo das formigas (Tabela 2). Esses 14 taxons foram geneticamente semelhantes a
fungos usualmente associados a diversos ambientes e fungdes. Entre estes fungos
estdo endofiticos, alguns dos quais capazes de desconstruir parede das células
vegetais, entomopatdgenos ou, entdo, saprofitos decompositores de vegetais
mortos. De alguma forma, estes 14 fungos podem se associar mais fortemente ao
corpo das formigas, o que € uma caracteristica importante facilitando a simbiose
entre formigas e fungos.

Entre estes 14 taxons fortemente associadas as formigas, trés se destacaram
por apresentarem um grande numero de sequéncias, com 64, 74 ou até 142
sequéncias ITS detectadas em cada espécie (Figura 3). Estas trés espécies foram

identificadas como Cladosporium cladosporioides, Trichosporum chiarelli e
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Coriolopsis rigida e representam fungos que estavam provavelmente presentes em
grandes populacBes nas formigas amostradas. Cladosporium cladosporioides foi
encontrado em formigas de ambas as localidades geogréficas, enquanto
Trichosporum chiarelli e Coriolopsis rigida foram encontrados somente em formigas
de Bauru. Os 11 taxons restantes, embora mais fortemente associadas as formigas,
contiveram no maximo 16 sequéncias cada (Figura 3) e, portanto, representam
provavelmente fungos de menor prevaléncia relativa e que ndo conseguem colonizar

em grandes populacfes as operarias.

Dezesseis taxons de fungos foram detectados somente em formigas lavadas

Apoés o procedimento de lavagem das formigas, foram detectados 16 taxons
de fungos distintas daquelas 36 espécies de fungos que haviam sido amostradas
nas formigas nado lavadas (Tabela 3). Portanto, essas 16 espécies também estavam
mais fortemente associadas ao corpo das formigas. Uma ou duas sequéncias foram
encontradas em cada uma dessas espécies, que, portanto, devem estar em
populagcbes reduzidas. Esses 16 taxons sdo fungos normalmente associados a
plantas, com excec¢do de Trichosporon chiarellii, que j& foi encontrado associado a
formigas do género Myrmicocrypta sp. (PAGNOCCA et al., 2010)e Trichosporon
xylopini, que ja foi isolado de besouros da espécie Xylopinus saperdioides
(Tenebrionidae) (GUJJARI et al., 2011).
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Efeito do procedimento de lavagem sobre a amostragem de fungos

associados as formigas

Lavar as formigas permitiu detectar em torno de 32% (16 das 50
espécies caracterizadas) da diversidade de fungos a elas associados. Todos
esses taxons fungicas que foram detectados somente apds a lavagem das
formigas estiveram provavelmente presentes em pequenas quantidades, pois
apresentaram somente uma a sete sequéncias cada. Tais fungos raros seriam
somente encontrados com esforcos de sequenciamento mais intenso, nao
fosse a lavagem das formigas. Sendo assim, lavar as formigas mostrou-se uma
maneira econdmica e rapida de detectar fungos presentes em menor niamero
associados as formigas.

Além de aumentar a capacidade de amostragem da diversidade de
fungos, o procedimento de lavagem das formigas retirou uma série de fungos
gue nao estavam fortemente associados com o corpo das formigas. Estes
fungos perfizeram 40% (20 em 50 espécies) da diversidade caracterizada. Tais
dados que indicam que 40% dos fungos néo estédo fortemente associados ao
corpo das formigas, enquanto os 60% restantes estdo, provavelmente porque
sdo capazes de colonizar mais eficiente o corpo das formigas, podendo,
portanto, representar simbiontes adaptados a crescer em associacdo mais
estreita com o0s insetos. Portanto, o procedimento de lavagem permitiu
classificar os fungos em dois grupos distintos, quanto a capacidade de adesao

fisica ao corpo das formigas.

Fungos simbiontes das formigas e provaveis propriedades biolégicas

Entre os 50 taxons de fungos encontrados associados ao corpo das
formigas, houve representantes nas ordens Xylariales, Hypocreales,
Capnodiales, Pleosporales (todos ascomicetos), Tremellales (basidiomicetos) e
Mucorales (Zigomiceto).

NOs utilizamos um critério para prever se, entre estes fungos simbiontes,
haveria alguma espécie que poderia ter uma fungdo importante para a vida das

formigas, ou seja, ser um simbionte funcional. Assumimos que algumas
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caracteristicas seriam importantes em um simbionte funcional, como (1)
capacidade de aderir ao corpo das formigas, (2) presenca em grandes
populacdes, indicando sucesso em colonizar o corpo das formigas, e (3)
presenca em individuos de diferentes localidades geograficas, mostrando que a
associacdo do fungo com as formigas independe da regido geogréafica onde
esta o ninho.

Entre os 50 tdxons de fungos identificados nas formigas, 20 foram
removidos prontamente pelo procedimento de lavagem das formigas (Tabela
1). Dos 30 taxons restantes, 20 estavam presentes em populacdes pequenas,
com cinco ou menos clones encontrados em 409 clones amostrados. Portanto,
estes taxons de fungos sdo provavelmente eventuais contaminantes
vetorizados pelas formigas. Entre estes contaminantes estdo principalmente
fungos que vivem associados a plantas.

Entre os 10 tédxons de fungos que nao foram removidos pelo
procedimento de lavagem e que estavam presentes em populacdes
relativamente elevadas, seis tdxons foram encontrados somente em uma das
regides geograficas. Embora estes seis taxons ndo satisfagam a todas as
condicbes que nos utilizamos para a selecdo de candidatos a simbiontes
funcionais, alguns delas merecem destaque por sua ocorréncia em grandes
populagcdes ou por seu histérico de associacdo com formigas Attini, endofiticos
ou patégenos humanos.

Dois destes fungos sdo provavelmente entomopatdégenos potenciais
para as formigas Atta laevigata. O primeiro deles € Coriolopsis rigida, que foi o
fungo com maior populagdo encontrado nas formigas, com 142 clones. Esta
espécie estava fortemente associada ao corpo dos insetos, pois foi detectada
somente em formigas lavadas, mas esteve presente exclusivamente em
formigas de Bauru. Coriolopsis rigida € um fungo basidiomiceto (whiterot)
decompositor de ligninas (SAPARRAT et al., 2002) e proveniente do solo. E,
portanto, um provavel contaminante com grande capacidade de colonizacao,
gue pode representar uma infeccdo eventual, mas importante, para as
formigas. Este provavelmente também é o caso de Trichosporon chiarelli, com
72 clones encontrados exclusivamente em formigas de Bauru, a maioria deles

em formigas lavadas. Esta espécie de levedura foi isolada e descrita a partir de
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amostras coletadas de jardim de fungo e material de descarte (ou lixo) de um
ninho da formiga Attini Myrmicocryptasp. de Botucatu.

Trés outras espécies de fungos séo provaveis patégenos de plantas ou
de humanos e que podem ser vetorizados pelas formigas. E o caso de
Trichosporon asabhii (7 clones) encontrado somente em formigas de Botucatu, e
gue é um fungo infeccioso para humanos, que causa infec¢cdo oportunista,
muitas vezes fatal, em pacientes imunodeprimidos (EBRIHT et al., 2001). Nao
se sabe ao certo a origem dessa infeccdo, mas, até onde indicam nossos
dados, as formigas poderiam atuar como importantes vetores desse agente
infeccioso. Outro caso ocorreu com Microdochium sp. (11 clones), presente
somente em formigas de Rio Claro e que foi a espécie mais prevalente entre
aguelas na ordem Xylariales encontradas em Atta laevigata. Muitas das
espécies nesse género sao endofiticos e reconhecidos fitopatogénicos
(SYDOW, 1924) de modo que é possivel gue as formigas atuem como vetores
desses fungos causadores de doengas em plantas. O quinto fungo de destaque
foi Fusarium oxysporum (5 clones), um fungo de solo que pode ser patégeno
para plantas (DI PIETRO et al., 2003) e humanos (PRADOS-ROSALES et al.,
2006).

Finalmente, o sexto fungo que merece destaque é Toxocladosporium
sp., que esteve presente em populacdes relativamente altas (15 clones), mas
somente em formigas de Rio Claro. Este género de fungo contém espécies
associadas a plantas, que poderiam também ser a fonte da espécie de fungo
encontrada associada as formigas.

Entre as 50 espécies de fungos identificadas quatro estavam fortemente
aderidas ao corpo das formigas, em populagbes relativamente altas e
presentes em diferentes regides geograficas: Cladosporium cladosporioides,
Epicocum sp., Hypocrea virens e Nigrospora sp. Essas espécies de fungos sdo
candidatas a simbiontes estaveis, que poderiam desempenhar tanto papéis
benéficos quanto prejudiciais para os ninhos das formigas, na producédo de
antibioticos protetores contra infeccdes entomopatogénicas. Também é
possivel que estes fungos degradem polissacarideos vegetais ativamente, o
gue poderia ser benéfico para as formigas, se gerassem produtos por elas
assimilaveis a partir da matéria vegetal forrageada, ou poderia resultar um

efeito negativo para as formigas, se estes fungos competissem com 0s
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mutualistas fungo e formiga na assimilacdo de carbonos dos vegetais a partir

do substrato vegetal nos jardins de fungos.

Os provaveis fungos simbiontes funcionais das formigas A. laevigata.

Somente quatro taxons de fungos satisfizeram a cada um dos critérios
propostos para selecionar simbiontes funcionais, ou seja, estiveram em
populacdes relativamente altas, fortemente aderidos ao corpo das formigas e
em ambas as localidades geogréficas (Figura 3): Cladosporium
cladosporioides, em maior populacdo, com 64 sequéncias, seguido de
Epicocum sp (16 sequéncias), Hypocrea virens (13 sequéncias) e Nigrospora
sp (sete sequéncias). Algumas caracteristicas descritas na literatura para estes
guatro taxons de fungos permitem postular funcbes que eles possam ter na
vida das formigas.

O primeiro destes taxons foi Cladosporium cladosporioides, um fungo
gue ja foi isolado com bastante frequéncia de jardins de fungos das formigas
Attini Cyphomyrmex wheeleri, presentes no Texas (RODRIGUES et al., 2011).
Este género inclui fungos tipicamente saprofiticos (ELLIS, 1971; RIESEN;
SIEBER, 1985; KUMARESAN; SURYANARAYANAN, 2002) ou fitopatdgenos
(PEREZ et al, 2009)com crescimento extremamente rapido, podendo
representar uma ameaca potencial para o funcionamento dos jardins de
fungos. Cladosporium cladosporioides € entomopatogénico e é utilizado no
biocontrole de insetos e de fungos produtores de toxinas em grdos de café
(OLIVEIRA et al., 2004), podendo representar sério risco para as formigas.
Estes fungos, por viverem em grande populacdo e associados ao corpo das
formigas, representam potenciais patégenos para estes insetos.

Epicocum sp. apresentou sequéncias ITS 99 ou 100% idénticas e de um
fungo endofitico de coniferas da Carolina do Norte (HOFFMAN; ARNOLD,
2008) ou a um fungo de solo (PORRAS-ALFARO et al., 2011), sendo uma
dessas fontes de contaminacdo provavelmente envolvidas com a aquisicdo
desse fungo pelas formigas.

Hypocrea virens vive no solo ou em madeira em decomposic¢do, produz
celulases e hemicelulases, antibiéticos (ESPOSITO; SILVA, 1998) e é usado
para biocontrole (KUBICEK; HARMAN, 1998). E possivel que este fungo possa
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ser uma fonte de antibibticos para as formigas, ou mesmo um
entomopatdgeno, podendo também atuar como degradador de polissacarideos
vegetais, se for transmitido do corpo das operérias para os jardins de fungos no
interior dos ninhos.

Nigrospora é género com representantes endofiticos (ROSA et al., 2012)
com capacidade de producdo de exopolissacarideos (SUDHAKARAN;
SHEWALE, 1988) e produc¢do de metabdlitos secundarios (ROSA et al., 2012).
Nigrospora sp.também contém espécies relacionadas a desconstrucdo da
parede celular de Miscanthus sp e cana-de-acucar (SHRESTHA et al., 2011).
Desta forma, € possivel inferir que o simbionte do género Nigrospora possa
atuar na decomposi¢cdo da matéria vegetal coletada pelas formigas. De modo
alternativo, a espécie de Nigrospora encontrada associada aos ninhos de A.
laevigata poderia atuar como competidor do fungo mutualista por carbonos
advindos da hidrélise de polissacarideos vegetais.

N&do é possivel saber ao certo qual seria o papel desses quatro
simbiontes, a partir dos dados de ITS, que servem apenas para identificar as
espécies e estimar a sua abundéancia relativa frente as demais espécies de
fungos associados as formigas. Estudos posteriores de prevaléncia em
diferentes ninhos, possivelmente com primers especificos, bem como a partir
do isolamento dessas quatro espécies, devem ser feitos para uma
caracterizacdo mais detalhada desses quatro provaveis simbiontes funcionais

das formigas cortadeiras Atta laevigata.

Transferéncia de fungos entre formigas e plantas

Cerca da metade dos fungos encontrados associados as formigas (26
dos 50 taxons) s@o espécies que sao encontradas associadas a plantas. Dez
deles séo facilmente removidos das formigas, mas 16 taxons estdo fortemente
aderidos ao corpo das formigas, indicando que sdo capazes de colonizar os
insetos. Isso mostra que ha um consideravel fluxo de fungos entre formigas e
plantas, que provavelmente ocorre durante a atividade de forrageio. O fluxo de
fungos das plantas para as formigas pode indicar a capacidade das formigas
de adquirirem novos simbiontes a partir das plantas visitadas. Alguns destes

simbiontes devem ser apenas contaminantes facilmente removidos pelas
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formigas. Outros devem representar um estadgio mais adiantado da simbiose,
provavelmente um comensalismo ou parasitismo, que originou a partir de
fungos das plantas, mas que se desenvolveu com os fungos que apresentaram
a habilidade em aderir e colonizar o corpo das formigas. Estes fungos
provavelmente venceram a barreira imposta pelas formigas, que sdo capazes
de remover os fungos endofiticos das plantas forrageadas (VAN BAELet al.,
2009). Apds vencer esta barreira, tornaram-se habitantes do corpo das
formigas. Desta forma, provavelmente os endofiticos conseguem adentrar aos
ninhos, dando origem aos contaminantes observados nos jardins de fungos das
formigas cortadeiras (FISHER et al., 1996; RODRIGUES et al., 2008).

O caminho inverso, das formigas para as plantas, deve ser também
considerado como uma importante forma de contaminacdo das plantas que
pode ocorrer quando as formigas visitam e interagem com as diferentes
espécies vegetais. Como as formigas cortadeiras visitam uma grande
variedade de espécies de plantas (WIRTHet al., 2003) as formigas cortadeiras
podem ser consideradas como uma importante forma de vetorizagdo de fungos
para as plantas. Como algumas das espécies de fungos identificadas no
presente trabalho séo fitopatdgenos ou endofiticos, as formigas cortadeiras
podem ser consideradas como vetores de simbiontes ou mesmo agentes

infecciosos causadores de doengas para 0s vegetais.

Conclusdes

Conclui-se que aestratégia aqui utilizada para preparacdo das amostras
e identificacdo molecular de fungos associados a estas amostras mostrou-se
simples e satisfatoria. Tal estratégia resultou na deteccdo de 50 espécies de
fungos e revelou potencial para a identificagdo de candidatos a simbiontes
associados as formigas. A maioria desses fungos sdo contaminantes
eventuais, grande parte deles vindos de plantas e provavelmente adquiridos
pelas formigas durante a sua atividade de forrageio. E possivel que as formigas
tenham uma fungdo importante para a vetorizagdo desses fungos entre as
diferentes plantas que visitam, pois muitos deles sédo endofiticos ou
fitopatdogenos. Duas espécies de fungos (Trichosporon chiarelli e Coriolopsis

rigida), por estarem presentes em altissimas populacdes, mas somente em
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uma das regibes geograficas estudadas, podem representar contaminantes
importantes fortemente aderidos ao corpo das formigas, com grande
capacidade de colonizacdo, e possivelmente entomopatégenos em potencial
para esses insetos. Uma curiosidade foi a presenca de Trichosporon asahii,
gue é um patogeno para humanos imunodeprimidos e que foi eventualmente
encontrado e em populagéo relativamente elevada, mas fortemente associado

ao corpo das formigas.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

A presente dissertacdo teve como foco o estudo da diversidade de
taxons fungicos em operarias da formiga cortadeiraA. laevigata. Pode-se
observar que as formigas adquirem uma microbiota vasta em suas atividades
forrageadoras e de cuidado com o ninho. Um segundo ponto a se considerar é
gue essa microbiota fungica pode simplesmente entrar em contato e ser
vetorizada pelos insetos, como no caso dos 20 taxons aqui reportados,
possiveis comensais na vida das formigas e no cotidiano do ninho. A terceira
consideracdo € que o emprego de um critério geografico no estudo tornou
possivel a caracterizagdo de taxons possivelmente com alguma funcéo junto as
formigas A. laevigata. Esses taxons (Cladosporium cladosporioides, Epicocum
sp., Nigrospora sp., e Hypocrea virens) tém funcbes variadas, conforme a
literatura corrente. C. cladosporioides, ja isolado em ninhos de Attini, apresenta
crescimento rapido e pode competir por nutrientes com o fungo mutualista das
formigas o que pode torna-lo um provavel amensal. Epicocumsp. eNigrospora
sp. podem atuar como decompositores de matéria vegetal dentro do
formigueiro, o que pode tornar essas espécies possiveis protocooperadores.
Hypocrea virens € um fungo parasita endofitico provavelmente adquirido
durante o processamento do material vegetal pelas formigas.

Esse trabalho demonstra quéo vasto € o ninho das formigas em relacéo
aos micro-organismos. As operarias sdo provavelmente capazes de realizar um
transito gigantesco de simbiontes do ambiente para sua col6nia e da colbnia
para o ambiente, em especial em relagdo aos vegetais que carregam. Dessa
forma h& ainda uma microbiota a se descobrir nesse ambiente, mais estudos
podem demonstrar e confirmar o grau de complexidade das relacbes

estabelecidas nos formigueiros.
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