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RESUMO

As formigas cortadeiras sdo pragas agricolas, pois cortam folhas verdes ativamente e
utilizam fragmentos foliares para manter vivo o fungo simbionte (Agaricales: Lepiotaceae),
que cultivam dentro da colonia. Estudos recentes observaram que, além do simbionte, outros
fungos podem estar associados aos ninhos das formigas, como por exemplo, os que
apresentam melanina na parede celular, conhecidos como dematiaceos. Historicamente, varias
espécies de fungos negros encontram-se relacionados a doencas de plantas, muitas de
importancia econdmica, por isso a alta relevancia do estudo destes grupos. Esta investigagdo

objetivou ampliar o conhecimento sobre a ocorréncia destes fungos em formigas Attini.

Aplicou-se técnicas de cultivo seletivas a fim de se isolar fungos negros (dematidceos)
de ocorréncia em ninhos de formigas Atta laevigata e A. sexdens rubropilosa, na premissa de

compreender a capacidade dispersora das formigas para com os fungos negros.

No trabalho aqui apresentado foram identificados 66 estripes pertencentes aos
seguintes géneros: Aspergillus, Penicillium, Paecilomyces, Oxyporus, Rhodotorula, Bipolaris,
Curvularia, Fusarium, Giberella, Paraphaeosphaeria, ¢ Cladosporium. Os géneros Bipolaris,
Curvularia, Fusarium e Giberella s3o tipicos fungos oportunistas, causando infec¢des até
mesmo em seres humanos, conforme dados na literatura. O género Fusarium ¢ excepcional

fitopatdgeno, com ampla descri¢do e estudos com relacdo a sua bioquimica e genética.

O perfil dos isolados ¢ de fito—associados (fito—patogénicos, endofiticos ou epifiticos),
cumprindo uma das premissas deste trabalho em alertar sobre e caracterizar a capacidade
dispersora das formigas. A compreensdo de processos fito — patogénicos pode ser esclarecida
a partir da caracterizacdo de fungos oportunistas que se utilizam de insetos, em contato com o
solo, para se dispersarem. A identificacdo de algumas estirpes com histérico patogénico eleva

o nivel de estudo, ganhando carater de saude publica.

Palavras — chave: fitopatdégenos, fungos dematiaceos, simbiose, Attini
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ABSTRACT

Leafcutter ants are considered pests in agriculture for their impact in human crops, as
they behave utilizing foliar fragments to raise their simbiont fungi (Agaricales: Lepiotaceae)
inside their nest. Recent studies have noticed that other fungi may be associated to ants inside
their nests, for instance, fungi with melanized wall, known by “dematiaceous”. Historically,
many black fungi have been noticed as fitopathogens of many plant cultures with economic

importance, highlighting dematiaceous ecological behavior importance in this study.

This investigation had the purpose of amplifying ecological knowledge of this fungi,
isolating and identificating dematiaceous fungi found in A#tini nests, having the intention of

understanding plant pathogens dispersion by ants.

In this work, 66 isolates were characterized in the following genus: Aspergillus,
Penicillium, Paecilomyces, Oxyporus, Rhodotorula, Bipolaris, Curvularia, Fusarium,
Giberella, Paraphaeosphaeria, and Cladosporium. The genus Bipolaris, Curvularia,
Fusarium and Giberella are known for their opportunistic behaviour, with some published
human infections in literature. Fusarium is a notorious fitopathogen, with wide number of

descriptions and studies involving pathogenicity development, biochemistry and genetics.

The isolates outline is of phyto — associated (phytopathogens, endophytic or epiphitic),
fulfilling this work intention in alarming fungi capacity of dispersal by ants. The
comprehension of phytopathogenical processes may be clarified based on the knowledge of
oportunistics fungi that may utilize ants bodies for their own dispersal. The identification of

isolates with capacity of infecting humans brings out public health issues.

Keywords: phytopathogens, dematiaceous fungi, symbiosis, Attin
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1. INTRODUCAO.

Formigas dos géneros Atta e Acromyrmex (ordem Hymenoptera, Familia: Formicidae,
Subfamilia: Myrmicinae, Tribo Attini), s80 comumente conhecidas como “formigas-
cortadeiras” por forragearem material vegetal fresco. Este substrato ¢ utilizado no cultivo de
um fungo simbionte (Agaricales: Lepiotaceae), o qual ¢ levado pela rainha por ocasido da

funda¢do de uma nova coldnia, passando a constituir a principal fonte nutricional da mesma.

O género Atta é bastante derivado: apresenta alto grau de polimorfismo e possui
inimeras interagdes ecologicas a nivel micro e macro-biologico, até hoje ndo muito bem
entendidas (WEBER, 1972). Estudos tém sugerido a presenca de novos simbiontes
envolvidos na manutengdo da colonia, revelando a complexidade desta interacdo
(RODRIGUES et al., 2008). Desde as primeiras observacdes feitas pelo naturalista Belt, em
1874, pioneiro na descoberta da simbiose entre formigas Attini e fungos, muitos esforgos tém
sido feitos a fim de se ampliar o conhecimento sobre a participa¢do dos micro-organismos na

sobrevivéncia dos ninhos.

Os fungos constituem um grupo muito diversificado tanto morfoldgica quanto
ecologicamente. Podem ou ndo apresentar um pigmento denominado melanina na parede
celular; na sua presenca sdo chamados fungos melanizados, negros ou dematiaceos; na
auséncia sdo conhecidos como hialinos ou claros. Recentemente, fungos melanizados, foram
encontrados nas colonias de formigas cortadeiras (LITTLE & CURRIE, 2007).
Representantes da familia Herpotrichiellaceae (filo Ascomycota, ordem Chaetothyriales),
também conhecidos como “leveduras negras” foram isolados em ninhos de Apterostigma
(LITTLE & CURRIE, 2007). Os autores sugeriram o género herpotriquielaceo Phialophora

como adicional simbionte desta interagao.

Estudos recentes envolvendo a fundag¢do da colonia e a manutencdo do fungo
simbionte revelam a grandeza da interacdo entre as formigas cortadeiras e microbiontes
(RODRIGUES et al., 2008). Os fungos cultivados pela maioria das Attini constituem
basidiomicetos relacionados ao género Leucoagaricus (CHAPELA et al. 1994), porém sabe-
se que o substrato onde cresce o fungo simbionte também favorece o desenvolvimento de
outros micro-organismos, os quais podem apresentar caracteristicas bioquimicas importantes

para desempenhar uma fung¢io nas colonias (PAGNOCCA, 1997; RODRIGUES, 2004.
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Por constituir um ambiente cuja biodiversidade microbiana ¢ ainda pouco explorada,
acredita-se na ocorréncia de espécies fungicas ainda ndo descritas, associadas as formigas
cortadeiras, o que as tornam de grande interesse para estudos desta natureza. Para esclarecer a
relagdo inseto—fungo e explorar a potencialidade de regulacdo populacional desses insetos,
indesejaveis em regides agricolas, ¢ importante investigar diferentes grupos de micro-
organismos que possam servir de subsidio para este objetivo. Neste contexto reside o

fundamento desta pesquisa.
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2. REVISAO DE LITERATURA.

2.1. Fungicultura das formigas Attini

As formigas s@o insetos sociais, filogeneticamente derivadas das vespas, das quais
herdaram os grandes olhos compostos e as antenas sensitivas. Estima-se que tenham surgido
durante o Cretaceo, ha 100 milhdes de anos e t€ém sido denominadas “sociais” por trés razdes
principais: apresentam divisdo de trabalho; existe sobreposicio de geragdes; ha

cooperatividade nos cuidados de proles mais novas (HOLLDOBLER & WILSON, 1990).

Estudos utilizando o sequenciamento de quatro genes nucleares em Attini concluiram
que a tribo apresenta duas clades distintas: Paleoattini, que forma um grupo basal
monofilético (gé€neros Mycocepurus, Myrmicocrypta e Apterostima) e Neoattini (SCHULTZ;
BRADY, 2008). Na segunda clade, observam-se géneros primitivos (Mycetophylax,
Mycetarotes, Cyphomyrmex e Mpyccetagroicus), géneros de transicdo (Sericomyrmex e

Trachymyrmex), e um grupo mais derivado (géneros Atta e Acromyrmex).

O grupo das Attini ¢ mono-filético, contendo cerca de 230 espécies descritas até o
momento, sendo exclusivas do Novo Mundo e de abundante distribui¢do Neotropical.
Estendem-se desde a Argentina aos Estados Unidos, a 44° latitude sul e 40° de latitude norte
(WHEELER, 1926). Sao consideradas pragas agricolas e a denominagdo “formigas
cortadeiras” refere-se aos géneros Acromyrmex (quenquéns) e Atta (sauvas). Acredita-se que
desenvolveram a habilidade de cultivar o fungo logo apods a separacdo das Américas do
continente africano, pela dindmica das placas tectonicas. Todas as Attini s3o dependentes da
manutengdo do jardim de fungo, que € o principal fornecedor de alimento para a coldnia

(SCHULTZ, 2007).

A associagdo entre fungos e formigas ¢ um evento muito curioso € Unico na natureza,
uma relagdo de mutuo convivio e dependéncia, estimada em aproximadamente 50 milhdes de
anos. Existem vérias hipoteses sobre a origem desta simbiose baseadas em dois modelos
gerais: a “visdo mirmicocéntrica”, onde a simbiose teria se dado por necessidade das formigas
em se alimentarem dos fungos, e a micocéntrica, que defende uma necessidade de dispersdo

do fungo, o qual utiliza as formigas como vetores (MUELLER et al, 2001).
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Segundo Chapela et al. (1994), a fungicultura das Attini pode ser dividida em cinco
sistemas biologicamente distintos de acordo com o tipo de fungo cultivado e os substratos
empregados para manutencdo do mesmo: (i) “agricultoras primitivas”, praticado
principalmente pelos gé€neros menos derivados, onde o cultivo é pouco especifico e com
grande variedade de fungos cultivares da tribo Leucocoprineae ; (ii) “coral fungus
agriculture”, praticada por espécies de Apterostigma que cultivam fungos da familia
Pterulaceae; (iii) “cultivadoras de leveduras”, praticada pelo “grupo rimosus” de formigas
Cyphomyrmex, (iv) “agricultoras generalistas mais derivadas”, praticada por Attini
intermedidrias que ndo cortam folhas e (v) “agricultoras cortadoras de folhas”, praticada pelos

géneros mais derivados, Atta e Acromyrmex, cujo cultivar € especifico. (SHULTZ, 2005).

As operarias selecionam as plantas a serem cortadas e cultivam o fungo simbionte
sobre os fragmentos vegetais, dando origem ao jardim de fungo utilizado para a alimentagao

da prole (WEBER, 1972).

Em um “jardim de fungo” de formigas cortadeiras podemos verificar duas partes: a
superior (esponja nova), caracterizada por ser mais nova, constituida de folhas relativamente
frescas e de micélios do fungo recém-implantados; a inferior, (esponja velha), por¢do da
jardim onde o fungo ja estd estabelecido ha mais tempo e onde o material vegetal ja foi
bastante exaurido, PAGNOCCA et al. (1996).

O fungo simbionte das Attini derivadas produz uma estrutura denominada gongilideo
na extremidade de suas hifas. Esta estrutura ¢ muito nutritiva, sendo coletada pelas operarias e
oferecida as larvas como alimento (HINKLE, 1994). Estudos observaram que ha duas
espécies de fungos pertencentes ao género Escovopsis (Ascomycota: Hypocreales) (CURRIE
et al. 1999; CURRIE 2001) capazes de parasitar o fungo simbionte e destruir a agricultura das
formigas, Até o momento conhece-se: Escovopsis weberi (MUCHOVE] & DELLA LUCIA,
1990) e E. aspergilloides (SEIFERT et al., 1995) e O fungo parasita ¢ altamente pernicioso a
sobrevivéncia do ninho e alguns mecanismos de defesa contra tal ameaga vém sendo

descobertos.

Um destes mecanismos refere-se a presenga de uma bactéria filamentosa do género
Pseudonocardia, a qual secreta metabdlitos com propriedades antifungicas que cooperam para
a protecdo da colonia contra o fungo parasita (CAFARO & CURRIE, 2005). Demonstrou-se

que a bactéria ocorre sobre o exoesqueleto da formiga, em cavidades denominadas “foveas”,
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onde, segundo Currie e colaboradores (2006), existe uma secrecdo glandular das quais as
bactérias se nutrem. Estudos posteriores indicaram que a interacdo formiga-Pseudonocardia
teria co-evoluido junto ao fungo simbionte e ao parasita Escovopsis (CAFARO & CURRIE,
2005; CURRIE et al. 2006; CALDERA et al. 2009). A bactéria Pseudonocardia, isolada da
cuticula de Apterostigma dentigerum mostrou comprovada inibicdo do parasita Escovopsis,
proveniente da mesma colonia, sendo o composto identificado como “dentigerumycin’ (OH

et al. 2008)

2.2. Diversidade de fungos negros no meio ambiente

Dentre as caracteristicas evolutivas apresentadas por este grupo de fungos, associa-se
o carater melanizado da parede celular a capacidade fito-associativa, proporcionando-lhes a
habilidade de colonizar plantas. A melanina comprovadamente oferece prote¢do imunoldgica,
por exemplo, para que fungos endofiticos ndo sejam detectados como antigenos pela planta
hospedeira, ou para que fungos fitopatogenos ndo sejam identificados como tal (RIBEIRO et

al, 2006).

A melanina também proporciona capacidade de resisténcia a radiacdo U.V., facilitando
a fixacdo dos fungos epifiticos sobre o limbo foliar, constantemente exposto a incidéncia dos
raios solares. Favorece ainda a capacidade fotoprotetora e atua como um fator de viruléncia
(RIBEIRO et al., 2006). A questdo da incidéncia de raios U.V. ¢ forte no debate sobre a
conquista do meio terrestre em latitudes muito altas, como solo Antartico, onde a incidéncia

de raios U.V. possui niveis elevadissimos (ONOFRI, 2003).

Tanto os endofiticos quanto os fitopatogenos formam um grupo polifilético, que
ocorrem associados aos tecidos fotossintetizadores; a grande maioria das plantas atua como
hospedeira destes fungos, do artico ao tropico do planeta, em ecossistemas influenciados ou
ndo pelo homem (ARNOLD, 2007). David Hawksworth discutiu em 1991 a diversidade e a
importancia do estudo de fungos endofiticos. Somam-se outros trabalhos de pioneiros como:
Carrol, (1978); Fisher & Petrini (1992); Sieber (1989) e Welty (1975), os quais trouxeram
grande contribui¢do para o estudo da sistemadtica, ecologia e biologia evolutiva de fungos e
plantas, assim como para a pesquisa aplicada na area de controle biologico e bio-prospeccio.

Os fungos negros formam um grupo polifilético de reconhecimento mundial mas de

restrito conhecimento ecoldgico. Este grupo abrange membros de ascomicetos das ordens
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Chaetothyriales e Dothideales e alguns representantes basidiomicetos. A ordem
Chaetothyriales apresenta  patéogenos e  oportunistas humanos causadores da
cromoblastomicose € outras doengas em 6rgdos humanos, bem como estirpes saprdbias e de
ambientes ricos em hidrocarbonetos (MARQUES et al., 2006; VICENTE, 2000; VICENTE et
al., 2001).

A plasticidade morfologica das espécies desse grupo e a pouca diferenciacdo das
estruturas conidiais, com possiveis variagdes de tamanho e formato na maioria das espécies,
dificultam a classificagdo taxonomica mediante andlise morfoldgica. Assim, métodos de
biologia molecular precisam ser empregados para tal (ATTILI et al., 1998; DE HOOG, 1999;
STERFLINGER e PRILLINGER, 2001 VICENTE, 2000).

Em resumo, considera-se indiscutivel a importancia do estudo de micro-organismos
capazes de habitar as plantas principalmente do ponto de vista sécio—econdmico, tendo em
vista o poder de atuarem como parasitas e causar danos a plantagdes. O mesmo ¢ valido para

estudos que busquem recursos bioldgicos para auxiliar no controle de insetos-praga.

2.3. Ocorréncia de fungos negros em formigas

Como mencionado anteriormente, a relagio com micro-organismos ¢ vital para as
formigas da tribo Attini: a sobrevivéncia da colonia depende da manutencdo do jardim de
fungos. O inverso também ¢ verdadeiro, pois ndo ha relatos da existéncia do fungo simbionte

sem a presenga das formigas (CARREIRO et al., 1997).

Ha cerca de uma década, leveduras foram isoladas tanto de ninhos de laboratorio de A.
sexdens rubropilosa, como do depdsito de lixo da colonia (PAGNOCCA et al. 1996;
CARREIRO et al. 1997). Pagnocca e colaboradores (2008) isolaram leveduras dos pequenos
fragmentos do jardim de fungo, carregado pelas i¢as durante a revoada (denominados pellets)
nas espécies A. laevigata e A. capiguara. Observaram também a ocorréncia de diferentes
fungos em algumas partes do corpo das icas virgens, mostrando que, além do fungo

simbionte, outros fungos podem ser dispersos durante a revoada.

Fisher e colaboradores (1996) determinaram que 70% da micota presente no
formigueiro de A. cephalotes é formada pelo fungo simbionte, 20% por leveduras e 10% por

outros micro-organismos. Nos trabalhos de Rodrigues e colaboradores (2005, 2008) foi
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relatada a presenga de fungos do solo (geofungos) nos jardins de A. sexdens rubropilosa e

Acromyrmex.

A primeira men¢do oficial da presenga de fungos melanizados da familia
Herpotrichiellaceae, conhecidos como leveduras negras, em ninhos de insetos sociais foi feita
por Little & Currie em 2007. Entretanto, durante uma andlise preliminar de uma amostra do
jardim e do lixo de colonia de A sexdens criada em laboratorio, outras 3 espécies haviam sido
isoladas: Exophiala xenobiotica, Cladophialophora minourae ¢ Coniosporium epidermidis
(ATTILI-ANGELIS — comunicagado pessoal). Estudos complementares tém demonstrado uma
ocorréncia diversificada de espécies melanizadas em i¢as de A. capiguara e A. laevigata, a
principio ndo esperada. (Ana Duarte — comunicag@o pessoal).Além do interesse na interagdo
ecoldgica deste grupo de fungos negros com as formigas, os mesmos também tém sido
estudados quanto a capacidade degradadora de hidrocarbonetos. A literatura reporta que estes
insetos apresentam hidrocarbonetos na constituicdo de suas cuticulas que, dentre outras
funcdes, lhes auxilia contra perda d’agua (ENDLER et al., 2004) e permitem o

reconhecimento entre individuos de uma mesma colonia (VANDER MEER et al., 2008).

Little & Currie (2008) realizaram bio-ensaios com leveduras negras e Pseudonocardia
encontradas em ninhos de Apterostigma e constataram a influéncia negativa de leveduras
negras sobre a bactéria produtora de antibioticos, Pseudonocardia. Na figura 1 observam-se

as relagdes ecoldgicas atualmente aceitas.
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Fungo simbio?teﬂ__
+ ‘[ /

Levedura Negra Parasita Escovopsis

Figura 1: Diagrama proposto por Little & Currie (2008) relacionando interacdes
diretas e indiretas entre seres vivos dentro da colonia. As linhas continuas representam efeito
direto da fisiologia de uma espécie sobre a outra. As linhas pontilhadas representam efeitos
indiretos, efeitos que sdo influenciados pela presenca de uma espécie intermedidria.
Leveduras negras inibem efetivamente o crescimento da bactéria Pseudonocardia, o que leva
a menor eficiéncia da inibi¢do do fungo parasita Escovopsis. (indicado pelo “X” vermelho.
Esse efeito indiretamente influencia negativamente as formigas e seu fungo simbionte,
indicado pelos outros “X” vermelhos. Consequentemente, o parasita Escovopsis ¢
influenciado positivamente, indicado pelas setas verdes.
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3. OBJETIVOS.

Isolar e caracterizar fungos melanizados a partir de soldados, operarias e do

depdsito de descarte de formigas Attini,

Fomentar o acervo de fungos filamentosos e leveduras do Laboratorio de
Microbiologia do CEIS, sob responsabilidade do Prof. Dr. Fernando Carlos
Pagnocca;

Fornecer ao banco de dados do acervo informagdes sobre as estirpes isoladas,

levantando o potencial biotecnoldgico das mesmas, mencionado na literatura.
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4. MATERIAL UTILIZADO.

4.1. Meios de cultura:

Todos os meios foram fundidos em micro-ondas apos adicdo de agua destilada e

foram auto-clavados por 15 minutos a 120°C e 1 atm. Os reagentes seguem listados a seguir

4.1.1. Agar aveia (OA 2%)

gramas.L'1
Aveia em flocos 30,0
Agar 13,0
Agua destilada q.s.p. 1000mL

Os flocos de aveia foram fervidos em agua por cerca de uma hora. Posteriormente,
filtrados em gaze e o volume foi completado para 1 L.

4.1.2. Agar batata dextrose (BDA 2%)

gramas.L'1
Agar batata dextrose 39,0
Agua destilada 1000 mL
4.1.3. Agar extrato de malte (MEA) gramas.L™
Agar Extrato de Malte 61,0

Agua destilada 1000 mL



4.1.4. Agar malte (MA 2%) gramas.L™!
Extrato de Malte 20,0
Agar 15,0
Agua destilada 1000 mL
4.1.5. Caldo de Malte 2% gramas.L™
Extrato de Malte 20,0
Agua destilada 1000 mL
4.1.6. Agar Mycosel gramas.L”
Dextrose 20,0
Peptona 10,0
Agar 20,0
Cicloheximida* 500 pLL
Cloranfenicol* 200 pL
Estreptomicina* 200 uL
Agua destilada q.s.p. 1000 mL

22

Todos os antibidticos foram acrescidos posteriormente a autoclavagem, a ndo ser o

cloranfenicol, que resiste a este processo.

*A preparagdo das solugdes dos antibidticos sdo encontradas dentro do item

4.2(Solugdes e reagentes), de 4.2.8 a 4.2.11., a seguir.
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4.2.Solucdes e reagentes

4.2.1. Brometo de etidio

Brometo de etidio 10 mg
Tampao Tris-borato-EDTA (TBE) 1x 10 mL

O brometo foi adicionado ao TBE 1x e misturados até homogeneizagdo da solugdo.

4.2.2. Corante lactofenol (azul de algodio)

Acido fénico fundido-fenol 1% 20 mL

Acido latico 20 mL

Glicerina 92% 40 mL

Azul de algodao 0,05¢g
4.2.3. Gel de agarose 1% gramas.L™!

Agarose 1,0

TBE 1x 100,0 mL

4.2.4. Tampao para corrida de gel em agarose (Loading buffer)

Azul de bromofenol 0,025 ¢
Sacarose 40¢g
Agua ultra pura, qualidade Millig® 10 mL

A solucdo foi homogeneizada e armazenada a 4 °C.
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4.2.5. Solucdo de glicerol 30%

Glicerol 300 mL

Agua destilada q.s.p. 700 mL
4.2.6. Solucio salina 0,85% gramas.L™

NaCl 8,5

Agua destilada 1000 mL

A solugio foi autoclavada por 15 minutos a 120°C e 1 atm.

4.2.7. Solucdo de lise celular

Tris 50 mM

Acido etileno diamino tetra-acético (EDTA) 50 mM

NaCl 250 mM
Dodecil sulfato de sodio (SDS) 0,3% (pH= 8,0)

A solucdo foi esterilizada com membrana de poros de 0,45 um de didmetro, e

armazenada a temperatura ambiente.

4.2.8. Solucdo de cicloheximida (actidiona)

Actidiona* 10g
Acetona q.s.p. 10 mL
*A solucdo foi esterilizada com membrana de poros de 0,45 pm de diametro e

mantida a -20 °C. Para a preparacio do estoque a concentragio foi de 100 mg.mL ™.
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4.2.9. Solucdo de cloranfenicol

Cloranfenicol 1,0g
Alcool 95°GL q.s.p. 10 mL

A solugdo foi esterilizada por filtragdoem membrana com poros de 0,45 um de

didmetro e mantida a -20°C.

4.2.10. Solucdo de penicilina

Penicilina 1,0g
Agua destilada estéril q.s.p. 10 mL
A solugdo foi esterilizada por filtracioem membrana com poros de 0,45 pm de
didmetro e mantida a -20°C. Para a preparagdo do estoque a concentra¢do foi de 16.570

U/mL.

4.2.11. Solucdo de estreptomicina

Estreptomicina 1,0g
Agua destilada estéril Milliq® 10 mL
A solugdo foi esterilizada por filtragdoem membrana com poros de 0,45 um de

didmetro e mantida a -20°C. Para a preparacdo do estoque a concentrag¢do foi de 100.000

ug/mkL.

4.2.12. “Mix” ( PCR para micro - satélite)

dNTPs (1,25 mM cada) 4,0 uL
Buffer 10x (“tampao da Taq”) 2,5 uL
MgCl; (50 mM) 1,0 uL
Primer (GTG)s — (10 uM) 2,0 uL
Agua ultrapura, qualidade Milliq® estéril 10,3 uL
Taq polimerase (5U/uL) 0,2 uL

O “mix” foi agitado em voértex e centrifugado por cinco segundos. Posteriormente foi

distribuido em aliquotas de 20 pL. em microtubos de 0,2 mL previamente marcados.
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4.2.13. “Mix” ( PCR para amplificacio)

Primer VOG 2,0 uL
Primer LS266 2,0 uL
Buffer 10x (“tampao da Taq”) 2,5 uL
MgCl, (50 mM) 1,0 puL
dNTPs (1,25 mM cada) 4,0 uL
Agua ultrapura, qualidade Milliq® estéril 18,3 uL
Taq polimerase (5U/uL) 0,2 puL

O mix foi distribuido em aliquotas de 20 pL em tubos de 0,2 mL para entrarem em

contato com material nuclear previamente extraido (DNA).

4.2.14. Solucdo de acetato de sdédio 3M ., pH 4.6

Acetato de sodio (CH3COONa-3H20) (Merck 6267) 204 g
Agua ultra pura q.s.p. 50 mL
Dissolveu-se o acetato de sodio em 50 mL de dgua Millig®, com ajuste do pH para

4.6 e armazenamento a -20°C.

4.2.15. Solucdo ANTPS 1.25mM

Pipetar em microtubo de 1,5 mL, 10 pL de cada ANTP (100mM) do kit illustra INTP
Set, 100 mM solutions - GE®. Adicionar 760 pL de 4gua ultra pura, qualidade Milliq”.
Misturar em vortex e centrifugar por alguns segundos. Aliquotar 50 pL dessa solugdo em

microtubos de 0,5 mL.
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4.2.16. Solucdo tampdo Tris-borato-EDTA 10x (TBE, solucdo estoque)

Tris 108,0 g
Acido bérico 550¢g
EDTA 83¢g
Agua ultra pura, qualidade Millig® 600 mL

Ajustar o pH da solucdo entre 8,2 - 8,3 (ajuste realizado com NaOH 1,0 M, quando

necessario). Completar o volume para 1000 mL.

4.2.17. Solucio tampdo Tris-EDTA (TE)

Tris IM 10 mL
EDTA 0,5M 2 mL

Ajustou-se para pH=8,0 e completou-se o volume para 1 L com dgua Milliq®. Auto-

clavado por 20 minutos a 120°C e latm.

4.2.18. Primers

-Para Amplificagdo das regides ITS1 e ITS4

V9G (5>- TTAGgTCCCTgCCCTTgTA -3°) (DE HOOG et al.,1998)
L5266 (5'-gCATTCCCAAACAACTCgACTC-3") (MAXCLAUS et al., 1995)

-Para Reagdo de Seqiienciamento:

ITST (5'-TCCgTAggTgAACCTgCgg-3") (WHITE et al., 1990)
ITS4 (5-TCCTCCgCTTATTgATATgC-3") (WHITE et al., 1990)

Os primers foram diluidos em tampao TE até a concentragdo de 10 pmol e

armazenados a -20°C.
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5. METODOLOGIA.

5.1. Locais de coleta das formigas

O primeiro local de coleta foi uma colonia de Atta laevigata localizado no Campus da
UNESP Rio Claro (Fig. 3), préximo ao laboratdrio de Microbiologia do Centro de Estudos de

Insetos Sociais — CEIS, de onde foram obtidos individuos da coldnia, operarias e soldados

(Fig. 2).

O outro ninho, de 4. sexdens rubropilosa, foi um ninho de lab mantido pela equipe do
professor Dr. Odair Correa Bueno desde 1999 (Fig. 5) de onde foram retiradas 5g do material

de descarte da coldnia para os isolamentos.

Figura 2: Fotos de individuos de género Atta, utilizados para identificacdo e diferenciacdo
dos ninhos. Identifica-se a espécie Atta sexdens (esq.), através do esmagamento da cabeca de
seus individuos, exalando o caracteristico cheiro de limdo. Individuo soldado de Atta
laevigata (dir), que possuem brilho da cabega evidente, sendo conhecidos como “cabeca-de-
vidro”. (Fonte: pagina antweb)
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Figura 3: a. Localizagdo de Rio Claro no Estado de Sao Paulo, Brasil; b. Foto aérea do CEIS,
indicado pela seta ; c. Foto da lateral do CEIS onde foi realizada a coleta dos individuos de
Atta laevigata, indicado pela seta pontilhada. (Autoria de Fabio Guedes).
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5.2. Isolamento dos fungos

5.2.1. Segregacio e imersio

Operérias e soldados de A. laevigata foram coletados assépticamente das trilhas e no
laboratério foram colocados a -20°C por 15 minutos, no sentido de prepara-los para o
processo de isolamento. As cabegas foram retiradas e 0 mesossoma junto com o gaster foram
raspados com bisturi. O material raspado e as cabecas foram depositados na superficie do
meio Agar Mycosel, num total de 5 cabegas/placa e idéntico nimero de material resultante da
raspagem. Ao todo doze placas foram inoculadas, seis para soldados e seis para operdrias. Das
seis placas, trés receberam as cabegas (n=15) e a outras trés receberam o material raspado
(n=15), totalizando 60 semeaduras. A incubagdo feita a 35°C por aproximadamente trés

seémanas

b

Figura 4: a.Detalhe de um soldado de Atta laevigata; b. inoculagio de cabecas de soldados
em Agar Mycosel
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5.2.2. Flotacdo em Oleo mineral:

Esta técnica somente foi utilizada para o material de descarte do ninho de laboratoério
de Atta sexdens rubropilosa. A técnica estd descrita em Satow et al, 2008.

Nesse caso, foram amostrados 5g de material de descarte retiradas de um ninho de
Atta sexdens rubropilosa criado em laboratdrio e mantido pela equipe do professor Dr. Odair

Correa Bueno desde 1999, (Figura 5).

Figura 5: aDetalhe de um individuo soldado de Atta sexdens
rubropilosa de ninho de laboratorio; b. Material de descarte produzido
pela coldnia e coletado para andlise. (Autoria: Derlene Attili de Angelis).

Para o isolamento das colonias, as placas foram observadas sob estereomicroscopio
durante trés semanas. Procurou-se realizar uma triagem das coldnias, baseando-se em
caracteristicas morfologicas como: coloragdo do micélio, superficie da colonia, tipo de
margem, presenca de pigmentos no meio s6lido. No caso de morfologias semelhantes, optou-
se por isolar ao menos trés coldnias como prevengdo contra eventuais contaminagdes ou perda

da capacidade de crescimento dos fungos.

5.3. Identificacdo dos fungos

5.3.1. Identificacdo morfoldgica
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A identificag@o das culturas foi feita mediante andlise baseada na morfologia macro e
microscopica das colonias, seguindo chaves de identificacdo filogenéticas classicas
(DOMSCH et al., 1993; HOOG et al., 2000). Apds sele¢do prévia macroscopica das coldnias,

laminas foram preparadase coradas com lactofenol azul de algodao .

Para a caracterizacdo macromorfoldgica dos fungos isolados utilizou-se trés meios de
cultivos diferentes: dgar malte (M.A. 2%) , agar aveia (O.A.), para estimular a esporulacdo
dos isolados e agar batata (BDA) para evidenciar a caracteristica da superficie da coldnia,

pois favorece o crescimento de micélio (ATTILI et al., 1993).

5.3.1.1. Técnica de Micro — cultivo

O micro-cultivo ¢ uma técnica de preparagdo de laminas para a obtencdo de

melhores imagens de micro-organismos ao microscopio. O material utilizado foi o seguinte:

e Placa de petri e Laminas e laminulas de microscopia
e Suporte para lamina e Meio de cultura sélido
e Papel filtro ou algoddo e Micro-espatula

Montagem: Dentro da placa de Petri colocou-se um pedaco de papel de filtro. O
suporte € posto proéximo do algoddo, e sobre o suporte, uma lamina para microscopia. Todo
esse kit foi autoclavado por 15 minutos, a 120°C e 1 atm. Apds a autoclavagem do kit, foi
colocado um pequeno cubo de meio so6lido, de area superficial ~ O,5mm2, sobre a lamina, o
suficiente para que fossem feitas quatro inoculagdes, uma sobre cada canto da superficie do
cubo. Apds a inoculagdo material foi coberto com uma laminula posicionada na superficie e o
papel filtro foi umedecido. Apos alguns dias, a laminula foi retirada cuidadosamente para

observacdo microscopica do fungo.

Figura 6: Foto de cAmara de micro-
cultivo (Autoria de Ana Duarte
,comunicacao pessoal).
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5.3.2. Identificacdo molecular

5.3.2.1.Extracdo de DNA

Para o processo de extragdo do DNA, micélio desenvolvido por cerca de 15 dias foi
transferida para tubos Eppendorf de 1.500 pL e ressuspendidas em 500 pL. de tampéo de lise
TNES (50 mmol Tris 1"'; 250 mmol de NaCl I''; 50 mmol EDTA I''; 0,3%, w/v, SDS; pH 8).
Em seguida, o equivalente a 100 pL de micro-esferas de vidro esterilizadas foram
adicionadas. Depois de agitados em vortex por 4 minutos, os tubos foram incubados por 1
hora a 65°C. Apds duas repeticdes da ruptura das células e aquecimento em banho-maria,
seguiu-se a centrifugacdo por 15 minutos a 13.000 rpm, e o sobrenadante foi, entdo,
transferido para tubos Eppendorf de 2.000 pL, previamente etiquetados. Esse material
contendo DNA bruto foi armazenado a -20° C e, no momento da amplificacdo, diluido 1:750

(SAMPAIO et al., 2001).

5.3.2.2. MSP-PCR (micro-satélite)

Para as leveduras, ap6s o agrupamento morfologico, foi utilizada a técnica de micro-
satélite para analise desses agrupamentos. Uma vez confirmada a similaridade das estirpes
dentro do mesmo grupo morfologico, foram escolhidos representantes a serem seqiienciados
Especificamente em relacdo ao fungo filamentoso do género Curvularia, como havia suspeita
de haver um grande niimero de isolados deste grupo a técnica de micro-satélite também foi
aplicada a este grupo, a fim de se verificar se havia a ocorréncia de uma sé espécie em tantos

isolados de mesmo género.

5.3.2.3. Amplificacdo do DNA

Para a amplificagdo da regido ITS do DNA ribossomico 26S, cada amostra de DNA
foi entrou em contato com uma solucio contendo: 2,5 uL. de tampao de PCR; 16,5 uL. de agua
ultra pura estéril (Milli-Q); 1,0 pL de “primer” VOG (10 pmol — 5 TTA CGT CCC TGC CCT
TTG TA- 37 ); 1,0 uL de “primer” LS266 (10 pmol — 5 GCA TTC CCA AAC AAC TCG
ACT C- 3%); 2,5 uLL ANTP mix (1 mM); 0,5 uLL Taq polimerase (1 U/uL). Dessa solugdo, 20
uL foi distribuido em tubos plasticos de 0,2 mL e, em seguida, 5 pL. de amostra de DNA foi
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adicionado. A amplificagdo dos fragmentos de DNA foi realizada em termociclador
programado para realizar 35 ciclos (2 minutos a 94 °C para a desnaturagdo inicial;
desnaturagdo a 94 °C por 35 s; anelamento a 52 °C durante 30 s; sintese a 72 °C por 60 s ¢ 7
minutos de extensdo final). Os produtos foram aplicados em gel de agarose 1,0%, utilizando
4,0 uL de “Loading buffer” e 2,0 uL de cada amostra, acrescidos de 2,0 uL de tampao de
corrida e submetidos a uma voltagem de 100 volts. O marcador de peso molecular “Ladder”
de 100 pb e 1Kb foi utilizado. Produtos de aproximadamente 600 pares de bases foram
obtidos, os quais foram purificados utilizando o kit de purificagdo de bandas de DNA (“GFX
PCR DNA and Gel Band Purification Kit”, GE Healthcare), seguindo o protocolo fornecido

pelo fabricante.

5.3.2.4. Purificacdo do DNA

A purificagdo dos produtos do seqiienciamento foi iniciada adicionando-se 1,0 uL de
solucdo de EDTA 125 mM. Em seguida, colocou-se 1,0 pL de solu¢do de acetado de sédio
3M e 25 pL de etanol 100%. Esta solucdo foi homogeneizada de 5 — 10 vezes com a pipeta.
Os tubos fechados foram deixados no escuro, em repouso, por 15’ e entdo centrifugados por
25’ a 15.000g. Removeu-se o liquido no fundo do tubo com cautela, pois ao fundo esta
depositado o DNA. Em seguida, 35 pL. de etanol 70% foram adicionados e os tubos foram
centrifugados por 10’ a 15.000g. Novamente o liquido foi removido e os tubos foram
deixados a secar em SPEED VAC por 10°, sem aquecimento, e depois mantidas ao abrigo da
luz por 1-2 horas ou overnight para evaporar todo etanol. As amostras foram entdo
ressuspendidas em 10 pL de Hi Di Formamida (Applied Biosystems), misturadas no vortex
por 15’ e centrifugadas por 5 segundos. Em seguida, foram colocadas no gelo e abrigadas da

luz até serem aplicadas no seqiienciador.
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5.3.2.5. Seqiienciamento

O seqiienciamento por eletroforese capilar foi realizado no equipamento ABI 3500.
Para tal, prepararam-se duas solu¢des contendo 2,5 pL. Big Dye 3.1; 2,5 uL Save Money;
agua ultra-pura g.s.p. € 0,32 pL do primer ITS 1 (5° TCC GTA GGT GAA CCT GCG G 3’), ¢
no outro mix ITS4 (5> TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC 3’°). No fundo de cada tubo
adicionou-se 1 pL do DNA amplificado e quantificado (10 - 20 ng). Um volume de 9,0 uL do
mix foi transferido para cada tubo contendo o DNA. Em seguida, foram levados a um
termociclador Bioer Gene Pro, programado para realizar 28 ciclos (2 minutos a 96 °C para a
desnaturagdo inicial; desnaturacdo a 96 °C por 45 s; anelamento a 50 °C durante 30s; sintese a
60°C por 4 minutos e 4 minutos de extensdo final). As seqiiéncias obtidas foram editadas

usando o software BioEdit v.7.0.5.3 (HALL, 1999).

5.4. Purificacio e preservacio das estirpes:

A purifica¢do de culturas contaminadas por bactérias foi feita mediante a técnica de
esgotamento, no caso das leveduras. Para culturas filamentosas, a técnica mais utilizada foi a
diluicdo dos conidios do fungo em solucdo salina 0,85% acrescida de antibidticos e
subseqiiente espalhamento com al¢a de Drigalsky. As estirpes tém sido preservadas pelo
método de repicagem continua em tubo inclinado com agar Malte 2%, em duplicata, mantidos
em geladeira (6-8°C), no Laboratorio de Microbiologia do CEIS - UNESP Campus de Rio
Claro.

5.5. Preservacéo por ultra congelamento

As estirpes isoladas foram preservadas em uwltrafreezer mediante a técnica de
criopreservacdo a -80°C. Dentro de microtubos de 2 mL e pérolas de vidro (3 mm didmetro)
foram esterilizados em autoclave, a 1 atm, a 120°C, durante 15 minutos. Em seguida foram
etiquetados em duplicata. Em cada microtubo, foram adicionados 300 puL. de caldo de malte
2%, estéril. Os fungos a serem estocados foram cultivados nos microtubos por 7 dias e entdo
adicionados 300 pL de glicerol 30% e agitado vigorosamente em vortex por 10 segundos. Em
seguida foram adicionadas as pérolas de vidro, até cobrir todo o volume liquido. Em seguida,

os microtubos foram congelados por 2 horas a -20°C antes de serem transferidos para os
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ultrafreezers a -80°C. As duplicatas foram guardadas em caixas e freezers separados, para

garantir uma copia de seguranga para cada estirpe.

5.6. Tratamento de residuos

Os residuos gerados pela rotina laboratorial deste estudo foram adequadamente

tratados, como indicado na Tabela 1.

Tabela 1. Relacdo entre residuos sélidos produzidos, efeitos prejudiciais e forma de
tratamento.

Residuo Efeitos prejudiciais Tratamento

Sao coletados pelo
Compdem “lixdes” que poluem o | Programa de Coleta Seletiva

meio ambiente e representam perigo | da UNESP Rio Claro para

Materiais reciclaveis
(plastico, papel e

embalagens) as pessoas que praticam catagdo | posterior  processamento
(MUNOZ, 2002) para a Empresa Primos
(Apara de Papel)
Possuem carater cortante, Separados em tamborfes que,
Vidraria apresentam riscos as pessoas que posteriormente sao
(No — reciclavel) praticam a catagio e seu tempo de encaminhados para locais

apropriados para

decomposi¢do supera 10 mil anos .
reciclagem.

Residuos infecciosos,
como placas e tubos
com micro-
organismos cultivados
em meio de cultura
contendo agar

Materiais A .. Separados em sacos plastico

) Substancia de alta toxicidade e p: > P

contaminados com . . | azuis, devidamente

, mutagenicidade, causando danos a . : \

brometo de etideo , ) . etiquetados, encaminhados a
. saude humana e ao meio ambiente ,

(luvas de nitrila, gel Central de Residuos da

de agarose e vidraria) (MOREIRA, 2010) UNESP Rio Claro.

Esterilizagdo do material
por calor imido em
autoclave durante 20

minutos a 120°C.

Risco a saude publica em
decorréncia a exposi¢do a agentes
patogénicos e poluicdo ambiental
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram obtidas 77 estirpes, sendo 39 de micélio negro e 38 hialinos (Tabela 2). Dos 39
fungos melanizados a maioria (21 estirpes: 4 de operarias e 17 em soldados) foi obtida do
material de raspagem do mesossoma-gaster e da cabeca (16 estirpes: 1 de operaria e 15 em
soldados). Duas estirpes de fungos melanizados foram isoladas do material de descarte de A.
sexdens rubropilosa, no qual preponderaram os fungos hialinos (19 isolados) Quanto as
castas, a ocorréncia dos fungos negros foi maior em soldados de 4. /aevigata (32) do que em

operarias (5). O revelou uma preponderancia de

Tabela 2: Distribui¢do de isolados negros e hialinos no material amostrado.

Fungos isolados

Formiga Substrato
Negros Hialinos
Operarias Cabeca 1 3
Atta (15 individuos) Mesossoma 4 2
laevigata Soldados Cabeca 15 10
(15 individuos) Mesossoma 17 4
Atta sexdens Material de
rubropilosa descarte 2 19
(5 gramas)
Sub-total 39 38
Total 77

A maior ocorréncia de isolados negros na cuticula dos soldados (cerca de 80%), em
comparacdo com a porcentagem verificada nas operarias (15%) e no lixo (2%), foi inesperada.
Comumente os estudos sobre a associagdo entre micro-organismos € formigas mencionam
espécies fingicas presentes em operarias, provavelmente em funcio do papel desta casta para
o equilibrio do ninho. As mesmas sdo consideradas muito importantes para a colonia, pois
processam o substrato coletado que sera incorporado no jardim de fungos e sdo habeis em
utilizar diversos mecanismos fisicos € quimicos para remover micro-organismos antagonicos
ao fungo mutualista, do qual dependem (CURRIE; STUART, 2001). Os soldados, por sua

vez, defendem a coldnia de possiveis predadores, sdo diferenciados por terem partes do corpo
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maiores (principalmente cabeca ¢ mandibulas) e podem auxiliar as operarias de formas

variadas.

Buscando-se uma explicagdo para a preponderancia de fungos negros em soldados,
verificou-se que a literatura sobre a associacdo entre os mesmos ainda ¢ escassa. Os poucos
estudos encontrados revelaram que existem fungos capazes de causar viruléncia e morte em
soldados, o que pode ser explorado com o objetivo de enfraquecer a defesa da colonia e
controlar as formigas cortadeiras. Pesquisas revelaram que individuos de determinada casta
podem ser mais suscetiveis que os de outra, e também que determinada espécie de fungo pode
ser mais patogénica para soldados do que para operarias (LOREIRO, MONTEIRO, 2005).
Trabalhando com estirpes de Metarhizium anisopliae, Castilho e colaboradores (2010)
concluiram que o isolado ENA04 apresentou maior viruléncia para Atta bisphaerica, apesar
de ter sido encontrado infectando soldados de A. sexdens rubropilosa. Foi interessante
observar que uma espécie de formiga pode estar associada a um fungo que é mais virulento a
outra espécie, o que pode ser usado pelo inseto como uma vantagem adaptativa para garantir

maior competitividade.

Os fungos negros encontrados na cuticula dos soldados amostrados foram: Alternaria
arborescens, Curvularia clavata; C. lunata; C. trifolii; Bipolaris sorokiniana; B. eleusines;
B. zeae, Paraphaeosphaeria michotii; e Cladosporium cladosporioides, enquanto nas
operarias apenas C. /unata e alguns fungos negros ndo esporulantes (FNNE) ocorreram. A
maioria das espécies identificadas tem sido reportada como fitopatogena, com excegdo de C.
cladosporioides, cuja utilizagdo no controle bioldgico da mosca branca da mandioca ja foi
estudada (FARIAS; SANTOS-FILHO, 1992). Ressalta-se que dentro do objetivo proposto de
levantar o potencial biotecnologico das estirpes aqui isoladas, e contribuir com informagdes
relevantes para a base de dados do acervo do Dr. Fernando C. Pagnocca, este estudo sugere
que a viruléncia dos fungos negros encontrados, em especial as estirpes de Cladosporium,

sejam futuramente testadas nas duas espécies de insetos investigadas.

Em termos de levantamento taxondmico, 65% dos isolados foram identificados
baseando-se em caracteristicas morfoldgicas; 21% das estirpes foram sequenciadas e 14% se
mantém estéreis. Os géneros identificados e suas distribuicdes quanto ao substrato de
isolamento encontram-se na Tabela 3. As informagdes sobre a porcentagem de cobertura e

1dentidade molecular constam da Tabela 4.



Tabela 3: Géneros encontrados e os respectivos substratos de isolamento.
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Mesossoma Material de
Cabega
Géneros identificados + gaster descarte Sub-total
(n=15)
(n=15) (5 gramas)
Curvularia 9 7 1 17
Paraphaeosphaeria 1 5 0 6
Cladosporium 0 4 1 5
Bipolaris 2 4 0 6
Negros
Alternaria 0 1 0 1
Phoma 1 0 0 1
Estéreis 2 1 0 3
Sub-Total 15 22 2 39
Giberella (teleomorfico) 5 2 1 8
Fusarium (anamorfico) 1 | 4 6
Paecilomyces 2 1 2 5
Aspergillus 2 0 0 2
Penicillium 2 0 4 6
Hialinos .

Rhodotorula-like 1 1 0 2
Oxyporus 0 0 1 1
Estéreis 1 0 7 8
Sub-total 14 5 19 38

Total geral 77




Tabela 4. Relagao de estirpes sequenciadas e informagdes do blast.
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N° de acesso no

Cod. Identificacao Max score | Query coverage Max ident
BLAST
01 Giberella moniliformis 1208 100% 100% AM901682.1
26 Fusarium oxysporum 1131 100% 100% AM901682.1
07 Bipolaris sorokiniana 1131 96% 98% DQ337382.1
17 Bipolaris eleusines 1151 94% 97% DQ337382.1
18 Bipolaris zeae 878 97% 98% EF452447.1
30 Curvularia trifolii 918 99% 99% GQ328851.1
Cladosporium
16 1134 98% 98% GQ458030.1
cladosporioides
Paraphaeosphaeria
27 1162 100% 97% AF250817.1
michotii
Paraphaeosphaeria sp.
28 (uncultured 1214 99% 99% EU490092.1
ascomycete)
Paraphaeosphaeria sp. EU490092.1
38 (uncultured 1284 99% 96%
ascomycete)
08 Phoma sp. 939 95% 95% DQ474117.1
36 Alternaria arborescens 1306 100% 99% AY154706.1
Oxyporus
250 1018 96% 98% FN252852. 1

latemarginatus
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Na figura 7 encontra-se a porcentagem de ocorréncia dos tdxons isolados neste trabalho.

Relacdo geral dos fungos isolados

= Curvalaria (17)
14% B Fusarium(E)
B Giberella (6)
mBipolans (£)
mParaphasosphaeria (6)
BPaecilomyces(d)
u Cladosporiam (5)
B 10% B Aspergls (1)
# Penicilium (6)
mPhoma(l)
B g% ¥ Alternaria (1)

" REhodotomla (2)

Creyr porus(l)
Estéreig (117

Figura 7: Géneros encontrados em ninhos de A#fa estudados. Em parénteses, o nimero
absoluto de isolados.

Os resultados mostraram um baixo numero de fungos negros no material de descarte
(2), comparado ao de fungos hialinos (19). Na organizagdo da colonia, sabe-se que uma das
funcdes das operarias ¢ a de manter limpa a cuticula das demais formigas, mediante um
conhecido comportamento de grooming', o que ndo acontece com o material de descarte.
Sugere-se que este fato tenha favorecido a maior ocorréncia de géneros hialinos comuns,
altamente esporulantes e cosmopolitas como Aspergillus, Penicillium, Fusarium e
Paecilomyces. Entretanto, a utiliza¢io de um meio de cultura seletivo como Agar Mycosel
também favoreceu o aparecimento de fungos como Paraphaeosphaeria michotii, Bipolaris

eleusines, B. sorokiniana e Oxyporus latemarginatus (Agaricomycetes, Poliporaceae) que

1 : A ;. ..
Grooming ou lambedura, em portugués: comportamento tipico de seres sociais, que se

ajudam mutuamente dentro de uma populagdo a manterem-se limpos, pelos mais infinitos motivos.
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possuem poucos relatos na literatura. Em formigas, sdo mencionados pela primeira vez,
segundo fontes consultadas (http://www.cybertruffle.org.uk.; http://www.indexfungorum.org/;

http://www jbrj.gov.br).

Durante a analise comparativa das sequencias obtidas dos isolados com outras bases
de dados virtual do NCBI, observou-se que no género Paraphaecosphaeria as maiores
similaridades resultavam em ascomiceto ndo cultivavel. Sabe-se que diversas espécies
fungicas ainda apresentam caracteristicas taxonOmicas ndo completamente estabelecidas.
Muitas espécies novas tem sido descritas, em virtude da exploragdo mais intensa de novos

substratos de isolamento e de técnicas diversificadas de prospec¢do microbiana.

6.1.Fungos melanizados de maior representatividade

6.1.1.Curvularia

Fungo negro mais frequente em todo o isolamento, com 22% de ocorréncia. E um
género tipico de solo, e se desenvolve bem quando cultivado em meio de cultura, produzindo
conidios de morfologia tipica, o que facilita sua identificagdo. (ver fichas nas paginas 49 e
50). Os casos de fitopatogenicidade descritos para Curvularia sdo caracterizados por
infecgcdes negras, pontuais, ocorrendo em qualquer parte da planta, mas visivelmente nas
folhas e de baixa a alta mortalidade. Roberts e Tredway (2008), descreveram pela primeira
vez na América a ocorréncia de doenca foliar causada por varias espécies de Curvularia,
muito conhecida no Japdo, onde recebe o nome de “dog footprint”. Assun¢do (2006) realizou
estudo em que isolados identificados como Curvularia lunata (Fig. 8) foram capazes de

infectar a planta Jurubeba (Solanum paniculatum), considerada praga agricola.

O género possui historico patogénico (BAYLET, 1959), quando foi descrito um caso de
micetoma em humanos, no Senegal. Ocorrem infec¢des locais, doengas alérgicas, pneumonia,
abscessos cerebrais e infecgdes (DE HOOG et al., 2000). Rinaldi e colaboradores (1987),
publicaram cinco casos de infec¢do em humanos por estirpes do género Curvularia. C. lunata
e C. trifolii (encontradas neste estudo) possuem registros recentes alertando para a
patogenicidade de cada uma destas espécies (REVANKAR, 2007). Casos fatais de
feohifomicose foram descritos por pesquisadores identificando C. lunata como o agente da

doenca (CARTER, BOUDREAUX, 2004).
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Figura 8 Curvularia lunata. Acima, a esquerda, conidios. Acima, a direita, foto de
queratomicose em olhos cdo (BEM-SHLOMO, 2010). Abaixo, manchas foliares em Jurubeba
(Solanum paniculatum) (ASSUNCAOQ, 2006).

6.1.2.Paraphaeosphaeria

O género ¢ pouco conhecido e possui baixo numero de artigos e estudos na literatura.
E um ascomiceto comumente mencionado como endofitico, sem descrigdo de sua ecologia. A
maior parte dos trabalhos disponivel na literatura se ocupa em discutir sua filogenia, com
recentes mudancgas quanto a classificacdo taxondmica. O género foi estabelecido por Eriksson
(1967) acomodando vérias espécies de ascomicetos Lepfosphaeria, que se diferenciam pelas
ornamentacdes das ascas. Hedjaroude (1969) adicionou uma espécie e Crivelli (1983)
ampliou o conceito estabelecido por Eriksson, adicionando duas espécies que posteriormente
fariam parte de Cheatoplea (CAMARA, 2002). Kohlmeyer (1995, 1999) descreveu duas

novas espécies e atualmente reconhecem-se 22 espécies dentro do género (CAMARA, 2002).
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6.1.3.Bipolaris

O género Bipolaris possui representantes cosmopolitas e relatados como
fitopatogénicos (DOMSCH, et al. 1993). Neste trabalho, 6 isolados foram identificados,
porém a identificacdo de espécie ¢ complexa e controversa devido a diversidade de formas
proximas a Curvularia e Drechslera. Juntos, estes géneros formam um grande complexo de
fungos fito-associados cuja taxonomia carece de maiores estudos. Todos possuem carater
reconhecidamente oportunista. As espécies dos géneros Drechslera e Bipolaris sao
conhecidos entre os agricultores de todo o mundo. Alguns grupos de plantas, como palmeiras,
cactos, leguminosas, gramineas, plantas produtoras de latex, trigo, milho, arroz e café, sdo
afetados por estas espécies (CALIGIORNE et al.,1999).

O fungo Bipolaris sorokiniana, agente causal da helmintosporiose da cevada
(Hordeum vulgare), sobrevive como micélio em sementes infectadas e como saprobios nos
restos de seus hospedeiros. Sementes de cevada (Hordeum vulgare) encontram-se
frequentemente infectadas por fungos patogénicos como B. sorokiniana, Drechslera teres e
Fusarium graminearum, agentes causais de doengas que limitam a produtividade dessa
cultura no sul do Brasil, especialmente nos Estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina e

Parand (BARBA, 2002).

6.1.4.Cladosporium

Infecgdes cladospdricas ja foram detectadas em tecido cerebral, em lesdes nos
bronquios de humanos imunocompetentes e também causando granulomas cerebrais
(HALIGUR, 2010). A espécie isolada, C. cladosporioides, ¢ mencionada por Chew e
colaboradores (2009), sendo descrito um caso de queratomicose (ataque fungico ao tecido
ocular).

Farias e colaboradores (1992) realizaram isolamento de Cladosporium a partir de
larvas de mosca-branca (Aleurothrixus aepim) e sugeriram o controle bioldgico utilizando-se
este fungo. Varios fungos entomopatogénicos, como por exemplo Paecilomyces, que também
foi isolado em nosso trabalho, t€ém-se mostrado importantes no controle de pragas (FARIA;

WRAIGHT, 2001).
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6.2. Fungos hialinos de maior representatividade

O género Fusarium foi o fungo hialino mais encontrado neste trabalho, com 8
isolados. Giberella constitui sua forma teleomorfica. O grupo ¢ reconhecidamente

fitopatogénico.

O isolado FAH - 026 foi identificado como F. oxysporum, descrito na literatura como
fitopatdgeno de Allium cepa, Baccharis sp. € Phaseolus vulgaris. Nao obstante, variagdes
sub-especificas de F. oxysporum sdo infectantes de inimeras espécies de plantas, inclusive de
café e citros (DI PIETRO, 2003 ; O’DONNEL, 2007). Estudos recentes realizaram testes
com F. oxysporum e F. solani, revelando que estes fungos possuem genes hospedeiro—
especificos, que podem ser silenciados ou ativados com rapidez, existindo uma transferéncia

horizontal da habilidade patogénica.

Os géneros Aspergillus, Penicillium ¢ Paecilomyces, sdo semelhantes quanto a forma
de dispersdo de seus conidios que, produzidos em alta quantidade, sdo efetivamente
transportados pelo vento. Sdo comuns no ambiente € ao esporularem podem causar inumeras
complicagdes respiratorias a seres humanos, com ou sem gravidade patoldgica. Neste trabalho
foram frequentemente isolados a partir do material de descarte da colonia. Talvez por sua alta
habilidade competitiva, se sobressaiam em locais onde as formigas ndo pratiquem a assepsia.

A espécie Oxyporus latermaginatus também foi isolada do material de descarte
(LEE, 2008) apresentou trabalho em que esta espécie foi capaz de produzir, in vivo e in vitro,
composto que inibe o crescimento de fungos fitopatogénicos como Alternaria alternata e
Fusarium oxysporum (dentre outros), propondo a realizagdo de bio-fumigagdo visando
controle de doengas em plantas.

Finalmente, na tabela 5 encontram-se informagdes sobre a importancia dos tédxons
encontrados neste trabalho, obtidas na literatura consultada, e na sequencia encontram-se as
fichas informativas, referentes a foto-documentacdo dos fungos. As mesmas seguiram o

modelo modificado de Cruz (2010).
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Tabela 5. Aplicagio biotecnoldgica e importancia dos tdxons isolados.

Taxon

Observaciao

Referéncia

Alternaria alternata

Bipolaris sp

Cladosporium sp

Cladosporium
cladosporioides

Curvularia clavata

Curvularia lunata

Paraphaeosphaeria
michotii

Fusarium oxysporum

Paecilomyces sp.

Penicillium sp.

Oxyporus
latermaginatus

Fitopatogenia, alergénicos humanos,
oportunista.

Fitopatogenia, cosmopolitas, causam
sinusites, oportunistas

Importancia médica; controle biologico
da mosca branca da mandioca - Besimia
argentifolii).

Utilizag@o em testes de resisténcia de
materiais téxteis e tintas, causa doencgas
pulmonares e cutaneas.

Oportunista, interesse médico

Doengas no globo ocular em animais,
zoopatogénica, ataca cornea em
humanos.

Fitopatogenia, cosmopolitas,
oportunistas

Fitopatogeno; Fitopatogenia de amplo
espectro, oportunista, notificagdes
quanto a patogenia em hospitais (imuno
— deficientes).

Interesse médico; biodeteriogénico.

Producdo de micotoxinas e
contaminacdo de frutos citricos
Fitopatogenia, metabolitos potentes
contra competidores.

PATI et al., 2008

CABRERA et al., 2010 ;
SIVANESAN, 1987 ;
TSUDA, 1987.
SUTTON, 1998;
KRUSCHEWSKY et al.,
2006; FARIAS, 1992

ONIONS et al, 1981; DE
HOOG et al, 2000

DE HOOG, 2000.

GERDING et al., 1988;
LARONE, 2002.

CABRERA et al., 2010 ;
SIVANESAN, 1987 ;
TSUDA, 1987.

DOMSCH et al., 1993.
BOUTATI et al., 1997; REP
& KISTLER, 2010.

DE HOOG et al., 2000.

SAMSON et al., 2004.

NORBERG; SERRA-
FREIRE, 1993

LEE et al., 2008 ;
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Fungos Negros

Curvularia clavata. Boedijn (1933)
1) Codigo: FAH - 002
2) Data do isolamento: Dez/2009
3) Substrato: Raspagem de cuticula de soldado de Atta Laevigata

4) Foto-caracterizacio:

Colénia de Curvularia sp., com 10 dias Conidios de Curvularia sp. (A:
de crescimento, em M.A. 2%, a 25°C. 400x)

5) Medicoes:

- Conidios: 20 — 29 pm de comprimento x 8 — 16 um de largura

6) Observacdes:
-Formac@o de micélio aéreo, semelhantes a “arvoretas” negras.
-Género Curvularia possui carater oportunista.
- Referéncia para identificagdo segundo:
Ellis M. B. Dematiaceous hyphomycetes. Commonwealth Mycological Institute, Kew, 1971.

Ellis M. B. More dematiaceous hyphomycetes. Commonwealth Myec. Inst., Kew, 1976.
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Microblologia Curvularia sp. Boedijn (1933)
1) Cédigo: FAH - 03, FAH — 04, FAH — 44, FAH — 50, FAH - 51, FAH — 54, FAH - 253
2) Data do isolamento: Dez/2009

3) Substrato: Raspagem de cuticula e cabega de soldado de Atfa Laevigata e material de descarte de Atta
sexdens rubropilosa.

4) Foto-caracterizacio:

Colonia de Curvularia sp., com 10 Conidios de Curvularia sp.
dias de crescimento, em M. A. 2%,
a25°C.
5) Medigoes:
- Conidios: 20 — 25 pm de comprimento x 12 — 13 pm de largura
-Fialides 25 —30 um de comprimento
6) Observacdes:

- O seqiienciamento da estirpe FAH — 44, da regido ITS mostrou um coverage = 100% e Max.
Identity = 99% em relagfo a espécie mais proxima. Cdodigo de acesso no BLAST = GQ184733.1.

Consensus FAH 44:
ATCATTACACAATAAACATATGAAGGCTGCACCGCCAACAGGCGGCAAGGCTGGAGTATTTTATTA
CCCTTGTCTTTTGCGCACTTGTTGTTTCCTGGGCGGGTTCGCCCGCCTCCAGGACCACATGATAAAC
CTTTTTTATGCAGTTGCAATCAGCGTCAGTACAACAAATGTAAATCATTTACAACTTTCAACAACGG
ATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAGTGTGAATTGCAGAATT
CAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTATTCCAAAGGGCATGCCTGTTCGA
GSGTCATTTGTACCCTCAAGCTTTGCTTGGTGTTGGGCGTTTTTTGTCTTTGGTTTTGTCCAAAGACT
CGCCTTAAAAMGATTGGCAGCCGGCCTACTGGTTTCGCAGCGCAGCACATTTTTGMGCTTGCAATC
AGCAAAAGAGGACGGCACTCCATCAAGACTGTATATCACTTTTGACCTCGGATCAGG

- Referéncia para identificagdo segundo:
Ellis M. B. Dematiaceous hyphomycetes. Commonwealth Mycological Institute, Kew, 1971.

Ellis M. B. More dematiaceous hyphomycetes. Commonwealth Myc. Inst., Kew, 1976.
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Microblologla Bipolaris sorokiniana

1) Cédigo: FAH - 007
2) Data do isolamento: Dez/2009

3) Substrato: Raspagem de cuticula de soldado de Atta laevigata

4) Foto-caracterizacio:

ull

Colodnia de Bipolaris sorokiniana., com
10 dias de crescimento, em M.A. 2%, a
25°C.

6) Observacdes:

-Anélise molecular da regido ITS mostrou um coverage = 100% e Max. Identity = 97% em relacdo a
espécie mais proxima. Codigo de acesso no BLAST = EF452447.1.

Consensus FAH 07:

ATCATTACACAACAAAATATGAAGGTCTGGCTTCGCGGCCGGCTGAAGTATTTTTTTTCAC
CCATGTCTTTTGCGCACTTGTTGTTTCCTGGGCGGGTTCGCCCGCCACCAGGACCAAACCA
TAAACCTTTTTTTTATGTAGTTGCAATCAGCGTCAGTAAAAACAATGTAATTATTACAACT
TTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTA
GTGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGT

ATTCCAAAGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTGTACCTTCAAGCTTTGCTTGGTGTTGGG
CGTTTTTGTCTCTCGTTCTCGGGAGACTCGCCTTAAAACGATTGGCAGCCGGCCTACTGGT
TTCGGAGCGCAGCACATATTTTTGCGCTTTGTATCAGGAGAAAAGGACGGTAATCCATCA

AG
-Colonia estéril.
-Referéncia consultada:

DOMSCH, K. H. et al. Compendium of soil fungi. London: Academic Press. v. 1. 120p., 1980.
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Microblologia Phoma sp.

1) Cédigo: FAH - 008
2) Data do isolamento: Dez/2009
3) Substrato: Cabeca de soldado de Atta laevigata

4) Foto - caracterizacio:

Colonia de Phoma sp., com 10 dias de Conideos de Phoma sp.ceto
crescimento, em M.A. 2%, a 25°C.

1solado

5)Observacgdes:
-Presencga de picnidios

- Analise molecular da regido ITS mostrou um coverage = 92% e Max. Identity = 95% em relagdo a
espécie mais proxima. Codigo de acesso no BLAST = DQ474117.1.

Consensus FAH 008:

TGCGGAAGGATCATTACCTAGAGTTGTAGGCTTTGCCTGCTATCTCTTACCCATGT
CTTTTGAGCACCTTCGTTTCCTTCCGCCCGCCGACTGGACAATTTAAACCATTTGC
AGTTGCAATCAGCGTCTGAAAAAACTTAATAGTTACAACTTTCAACAACGGATCT
CTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAAAGTGTGAATTGCAGAATTCAG
TGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCGGCGGGCCCCTTGGTATTCCATG
GTGCGATAAGTGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTGTACCTTCAAGCTTTGCTTGG
TGTTGGGTGTTTGTCTCGCCTCTGCGCGTAGACTCGCCTCAAAACAATTGGCAGCC
GGCGTATTGATTTCGGAGCGCAGTACATCTCGCACTCTGCCTTCACCACGACGGC
GTCCACAAGTACATTTTACACTCTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGA
ACTTAAGCATATCAATAA

-Referéncia consultada:

DOMSCH, K. H. et al. Compendium of soil fungi. London: Academic Press. v. 1. 120p., 1980.
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Microblologia
Cladosporium sp.
1) Cédigo: FAH - 009, FAH - 046 , FAH — 047, FAH - 249
2) Data do isolamento: Dez/2009

3) Substrato: Raspagem de cuticula de soldado de Atta Laevigata ¢ material de descarte de Atta sexdens
rubropilosa

4) Foto-caracterizacio:

Colodnia de Cladosporium sp., com 10
dias de crescimento, em M.A. 2%, a
25°C.
Conidios de Cladosporium sp. (A:
400x)
5) Medigoes:
- Conidios: 3 -5 um de comprimento x 2 -3 um de largura

6) Observacdes:
-Referéncia para identificagdo microscopica:

Crous, P. W. et al. The genus Cladosporium and similar dematiaceous hyphomycetes. Studies in
Mycology, Utrecht, v. 58, 2007.
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Microblologla

Curvularia lunata Boedijn (1933)

1) Codigo: FAH- 10, FAH-25,FAH -45
2) Data do isolamento: Dez/2009
3) Substrato: Raspagem de cuticula e cabega de soldado de Atta laevigata.

4) Foto-caracterizacio:

Colodnia de Curvularia lunata, com 10 Conidios de Curvularia lunata (A:
dias de crescimento, em M.A. 2%, a 400x)
25°C.

5) Medigoes:

- Conidios: 15 — 20 pm de comprimento x 8 —10 pm de largura

6) Observacdes:
-Espécie possui muitos trabalhos alertando para sua patogenicidade.
- Referéncia para identificacio segundo:
Ellis M. B. Dematiaceous hyphomycetes. Commonwealth Mycological Institute, Kew, 1971.

Ellis M. B. More dematiaceous hyphomycetes. Commonwealth Myec. Inst., Kew, 1976.



53

Y
4

]

k=Y
Microblologia Curvularia trifolii Boedijn (1933)

1) Cédigo: FAH — 013, FAH — 21, FAH - 24 , FAH - 30FAH — 40, FAH — 41
2) Data do isolamento: Dez/2009
3) Substrato: Raspagem de cuticula e cabecga de soldado de Atta lavigata

4) Foto - caracterizacio:

Colonia de Curvularia Conidios de
trifolii, com 10 dias de Curvularia trifolii (A
crescimento, em M.A. 2%, a = 400x)
25°C.
5) Medigoes:
- Conidios: 20 — 22,um de comprimento x 1,0 —2,0pm de largura
6) Observacdoes:

-0 seqiienciamento da regido ITS mostrou um coverage = 99% e Max. Identity = 98% em relacéo a
espécie mais proxima (codigo de acesso GQ241277.1)

Consensus FAH — 13:

ATCATTACACAATAACATATGAAGGCTGTACGCGGCTGTGCTCTCGGGCGCAGTGCTGCTGAGGCT
GGATTATTTATTTACCCTTGTCTTTTGCGCACTTGTTGTTTCCTGGGCGGGTTCGCCCGCCGCCAGGA
CCACACCATAAACCTTTTTTTATGCAGTTGCAATCAGCGTCAGTACAACAAATGTAAATCATTTACA
ACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAGTG
TGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTATTCCAAAG
GGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTGTACCCTCAAGCTTTGCTTGGTGTTGGGCGTCTTGTCTTTTGGC
TCTTTGCCCAAAGACTCGCCTTAAAACGATTGGCAGCCGGCCTACTGGTTTCGCAGCGCAGCACAT
TTTTGCGCTTGCAATCAGCAAAAGAGGACGGCACTCCATCAAGACTCCTTCTCACGTTGACCTCGG

- Referéncia para identificagdo segundo:
Ellis M. B. Dematiaceous hyphomycetes. Commonwealth Mycological Institute, Kew, 1971.

Ellis M. B. More dematiaceous hyphomycetes. Commonwealth Myc. Inst., Kew, 1976.
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Microblologia Bipolaris sp.

1) Codigo: FAH — 14, FAH — 15, FAH - 37
2) Data do isolamento: Dez/2009

3) Substrato: Raspagem de cuticula e cabeca de soldado de Atta laevigata

4) Foto - caracterizacgio:

Colonia de Bipolaris sp. com 10 Conidios de Bipolaris sp.
dias de crescimento, em M.A.
2%, a 25°C.
5)Medicébes: 30 - 40 pm de comprimento x 10 - 15 um de largura
6)Observacgoes:

-Género Bipolaris € gén. Drechslera sdo formas anamorficas do gén.Cochliobolus (teleomorfo).

-Baixa capacidade esporulante (esporula sazonalmente)

-Género Bipolaris e gén. Drechslera sdo formas anamorficas do gén.Cochliobolus (teleomorfo).

- Referéncia consultada:

DOMSCH, K. H. et al. Compendium of soil fungi. London: Academic Press. v. 1. 120p., 1980.
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Microbiologia
Cladosporium cladosporioides
1) Codigo: FAH - 016
2) Data do isolamento: Dez/2009
3) Origem: Raspagem de cuticula de soldado de Atta laevigata

4) Foto - caracterizacgio:

- N
@' o o 10,0 ym

Conidios de C. cladosporioides.

Coldnia de C. cladosporioides, com 10 dias
de crescimento, em M.A. 2%, a 25°C.

5) Observacdes:
-Espécie causadora de incomuns casos de patogenia.

- A analise da regifo ITS revelou um “Max ident” = 97% e “Coverage” = 98%. Cdd de acesso no BLAST -
GQ458030.1

Consensus FAH 16:

ATTGGTTTCCTTCCTGATTCCGAGGTCAACCTTAGAAATGGGGTTGCCTTTACGGCGTAGCCTCCCGAACACCT
GAGAGGTGGTTTCCACAACGCTTAGGGGACAGAAGACCCAGCGGAAGAAGAGGAGGCACGCGGCGGACCGC
GATGCCCAATACCAAGCGAGGCTTGAGTGGTGAAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCCCCGGAATACCAGGG
GGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCG
TTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTAAAAGTTTTAATTTATTAATTAAGTTTACTCAGACTGC
AAAGTTACGCAAGAGTTTGAAGTGTCCACCCGGAGCCCCCGCCCGAAGGCAGGGTCGCCCCGGAGGCAACAG
AGTCGGACAACAAAGGGTTATGAACATCCCGGTGGTTAGACCGGGGTCACTTGTAATGATCCCTCCGCAGGTT
CACCTACGGAGACCTTGTTACGACTTTTACTTCCTCTAAATGACCGGGTTTGACCAACTTTCCGGCCCTGGGTG
GTCGTTGCCGACCTCCCTGGGCCAGTCCGAAGGCCTCACCGAGCCATTCAATCGGTAGTAGCGACGGGCGGTG
TGTACA

-Referéncia para identificagdo microscopica:

Crous, P. W. et al. The genus Cladosporium and similar dematiaceous hyphomycetes. Studies in Mycology
v. 58, Utrecht, 2007.
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Microbiologia Bipolaris eleusines

1) Codigo: FAH - 17
2) Data do isolamento: Dez/2009
3) Substrato: Cabega de soldado de Atta Laevigata

4) Foto-caracterizacio:

Coldnia de Bipolaris eleusines, com 10
dias de crescimento, em M.A. 2%, a
25°C.

5) Observacdes:
- Género Bipolaris e gén. Drechslera sdo formas anamorficas do gén.Cochliobolus (teleomorfo).

-A analise da regio ITS revelou um “Max ident” = 97% e “Coverage” = 94%. Cdd de acesso no
BLAST - DQ337382.1

Consensus FAH - 017:

TTTACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGCTACTACCGATTGAATGGCTCAGTGAGGCGTT
CGGACTGGCTCGGGGAGGTTGGCAACGACCACCCCAAGCCGGAAAGTTCGTCAAACTCGGTCATTT
AGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTCTCCGTAGGTGAACCTGCGGAGGGATCATTACACAACAA
AATATGAAGGTCTGGCTTCGCGGCCGGCTGAAGTATTTTTTTTCACCCATGTCTTTTGCGCACTTGT
TGTTTCCTGGGCGGGTTCGCCCGCCACCAGGACCAAACCATAAACCTTTTTTTTATGTAGTTGCAAT
CAGCGTCAGTAAAAACAATGTAATTATTACAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGA
TGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAGTGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTG
AACGCACATTGCGCCCTTTGGTATTCCAAAGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTGTACCTTCAAGC
TTTGCTTGGTGTTGGGCGTTTTTGTCTCTCGTTCTCGGGAGACTCGCCTTAAAACGATTGGCAAACC
GGCCTACTGGTTTCGGAGCGCAGCACATATTTTTGCTTCTTTGTTCAGGAGAAAAGGACGGTAATC
CATCAAGAGCTACATTTTTTTTAACTTTTGACCTCGGATCAGGTTGGAAACCCCG

-Referéncia consultada:

DOMSCH, K. H. et al. Compendium of soil fungi. London: Academic Press. v. 1. 120p., 1980.
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Microbiologia Bipolaris zeae
1) Codigo: FAH - 018
2) Data do isolamento: Dez/2009
3) Origem: Raspagem de cuticula de soldado de Atfa laevigata

4) Foto - caracterizacio:.

3

Coldnia de Bipolaris zeae sp., com
10 dias de crescimento, em M.A.
2%, a 25°C.

Conidios de Bipolaris zeae.

5) Medigoes:
- Conidios: 20 — 30 pm de comprimento x 13 -20 pm de largura

6) Observacdes:

-A analise da regifo ITS revelou um “Max ident” = 98% e “Coverage” = 96%. Cod de acesso no
BLAST - DQ123600.1.

Consensus FAH — 018

ATCATTACACAACAAAATATGAAGGTCTGGCTTCGCGGCCGGCTGAAGTATTTTTTTTCAC
CCATGTCTTTTGCGCACTTGTTGTTTCCTGGGCGGGTTCGCCCGCCACCAGGACCAAACCA
TAAACCTTTTTTTTATGTAGTTGCAATCAGCGTCAGTAAAAACAATGTAATTATTACAACT
TTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTA
GTGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGT
ATTCCAAAGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTGTACCTTCAAGCTTTGCTTGGTGTTGGG
CGTTTTTGTCTCTCGTTCTCGGGAGACTCGCCTTAAAACGATTGGCAGCCGGCCTACTGGT
TTCGGAGCGCAGCACATATTTTTGCGCTTTGTATCAGGAGAAAAGGACGGTAATCCATCA
AGACTACATTTTTTTTAACTTTGACCTCGGATCAGGTACGGTTCCCAT

-Referéncia consultada:

DOMSCH, K. H. et al. Compendium of soil fungi. London: Academic Press. v. 1. 120p., 1980.
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Microbiologia
Paraphaeosphaeria michotii Erikss (1967)
1) Codigo: FAH - 027 ,FAH - 035
2) Data do isolamento: Dez/2009
3) Substrato: Raspagem de cuticula de soldado de Atta laevigata

4) Foto - caracterizacio:.

Colodnia de Paraphaeosphaeria
michotii, com 10 dias de crescimento,
em M.A. 2%, a 25°C.

5)Observacgdoes:
-Colonia estéril.

- Analise da regido ITS mostrou um “coverage” = 100% e “Max. Identity” = 97% em relacdo a
espécie mais proxima. Codigo de acesso no BLAST: AF250817.1.

Consensus FAH - 27:

ATCATTATCCATACCAAAACCAGGTGCGGTCGCGGCCTCCGGGCAACCGGGTGGTTTCGC
GCCGCATTCCTGCACCCTTTTTTTACGAGCACCTTTGTTCTCCTTCGGCGGGGCAACCTGC
CGCTGGAACTTATAAAACCTTTTITITGCATCTAGCATTACCTGTTCTGATACAAACAATCG
TTACAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGC
GATAAGTAGTGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGC
CCCTTGGTATTCCATGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATCTACACCCTCAAGCTCTGCTTG
GTGTTGGGCGTCTGTCCCGCCTCTGCGCGTGGACTCGCCCCAAATTCATTGGCAGCGGTCT
TTGCCTCCTCTCGCGCAGCACAATTGCGTCTGCGAGGGGGCGTGGCCCGCGTCCACGAAG
CAACATTACCGTCTTTGACCTTCGGATCAGG

-Referéncia consultada:

DOMSCH, K. H. et al. Compendium of soil fungi. London: Academic Press. v. 1. 120p., 1980.
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Paraphaeosphaeria sp. (uncultured ascomycete) Erikss (1967)

1) Codigo: FAH — 028, FAH - 38 ,FAH -39, FAH - 49
2) Data do isolamento: Dez/2009
3) Substrato: Cabeca de soldado de Atta laevigata

4) Foto - caracterizacio:.

Colbdnias de Paraphaeosphaeria sp., com 10 dias de crescimento, em
M.A. 2%, a 25°C.

5)Observacoes:
-Col6nia estéril.

- Analise de regido ITS da estirpe FAH - 038 revelou “Max ident”: 97% ; “coverage”: 98% , para
com espécie identificada. Cdod. de acesso no BLAST = EU490092.1

Consensus FAH — 038:

GGTGCGGTCGCGGCCTCCGGGCAACCGGGTGGTTTCGCGCCGCATTCCTGCACCCTTTTTTTACKAGCACCTTT
GTTCTCCTTCGGCGGGGCAACCTGCCGCTGGAACTTATAAAACCTTTTTTTGCATCTAGCATTACCTGTTCTGAT
ACAAACAATCGTTACAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGA
TAAGTAGTGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCATG
GGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATCTACACCCTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGGGCGTCTGTCCCGCCTCTGCGCG
TGGACTCGCCCCAAATTCATTGGCAGCGGTCTTTGCCTCCTCTCGCGCAGCACAATTGCGTCTGCGAGGGGGCG
TGGCCCGCGTCCACGAAGCAACATTACCGTCTTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCA
TATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAACCAACAGGGATTGCCCTAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAACAGCTCAA
ATTTGAAATCTGGCTCTCTTTGGGGGTCCGAGTTGTAATTTGCAGAGGATGCTTTGGCATTGGCGGCGGTCTAA
GTTCCTTGGAACAGGACATCACAGAGGGTGAGAATCCCGTACGTGGTCGCCTGCCCTTGCCGTGTAAAGCTCCT
TTCGA

-Referéncia consultada:

DOMSCH, K. H. et al. Compendium of soil fungi. London: Academic Press. v. 1. 120p., 1980.
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Microblologia Alternaria arborescens
1) Codigo: FAH - 036
2) Data do isolamento: Dez/2009
3) Substrato: Raspagem de cuticula de soldado de Atta Laevigata
4) Foto-caracterizacio:

W
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Colodnia de A. arborescens, com 10 dias
de crescimento, em M.A. 2%, a 25°C.

Conidio de Alternaria arborescens.

5) Observacdes:

- Analise de regifo ITS revelou “Max ident.” = 99% ; Coverage: 100% com espécie identificada.
Cdd. de acesso no BLAST = AY 154706.1.

Consensus FAH — 036

CCTCTCGGGGTTACAGCCTTGCTGAATTATTCACCCTTGTCTTTTGCGTACTTCTTGTTTCCTTGGTG
GGTTCGCCCACCACTAGGACAAACATAAACCTTTTGTAATTGCAATCAGCGTCAGTAACAAATTAA
TAATTACAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGAT
AAGTAGTGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTA
TTCCAAAGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTGTACCCTCAAGCTTTGCTTGGTGTTGGGCGTCTTG
TCTCTAGCTTTGCTGGAGACTCGCCTTAAAGTAATTGGCAGCCGGCCTACTGGTTTCGGAGCGCAG
CACAAGTCGCACTCTCTATYAGCAAAGGTCTAGCATCCATTAAGCCTTTTTTCAACTTTTGACCTCG
GATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAACCAACAGGG
ATTGCCCTAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAACAGCTCAAATTTGAAATCTGGCTCTTTTAGAGTCC
GAGTTGTAATTTGCAGAGGGCGCTTTGGCTTTGGCAGCGGTCCAAGTTCCTTGGAACAGGACGTCA
CAGAGGGTGAGAATCCCGTACGTGGT

-Referéncia consultada:

DOMSCH, K. H. et al. Compendium of soil fungi. London: Academic Press. v. 1. 120p., 1980.
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Fungos hialinos:

Giberella moniliformis
Microbiologia 1) Cédigo: ~ FAH — 001
2) Data do isolamento: Dez/2009
3) Substrato: Raspagem de cuticula de soldado de Atta laevigata

4) Foto - caracterizacgio:

Colodnia de G. moniliformis, com Micro — conidios de G. moniliformis.
10 dias de crescimento, em PDA, a
25°C.

5) Medigoes:

- Micro-conidios: 1-2 pm de comprimento x 1-2 pm de largura

6) Observacoes:

-O seqiienciamento da regido ITS mostrou um coverage = 100% e Max. Identity = 100% em relagdo
a espécie mais proxima (codigo de acesso GU982311.1)

Consensus FAH - 001

ATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACCAATTGTTGCCTCGGCGGATCAGC
CCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCCGCCAGAGGACCCCTAAACTCTGTTTCTATATGTAACTTCT
GAGTAAAACCATAAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAA
CGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCAC
ATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCCCAGCTT
GGTGTTGGGACTCGCGAGTCAAATCGCGTTCCCCAAATTGATTGGCGGTCACGTCGAGCTTCCATA
GCGTAGTAGTAAAACCCTCGTTACTGGTAATCGTCGCGGCCACGCCGTTAAACCCCAACTTCTGAA
TGTTGACCTCGGATCACGAGATCCCCTA

-Auséncia de macro-conidios, produgéo apenas de micro-conidios, de formato semi-globoso.
-Gén. Giberella é teleomorfo de gén. Fusarium.
-Literatura consultada como referéncia para identificagéo:

Nelson et al: Fusarium species an illustrated manual for indentification, 1983.
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Microbiologia
Fusarium sp. (Fries, E. M., 1832)
1) Codigo: FAH - 05, FAH — 06, FAH — 22, FAH - 052 , FAH — 53, FAH — 56, FAH - 259
2) Data do isolamento: Dez/2009

3) Substrato: Raspagem de cuticula e cabega de soldado de Atta laevigata e lixo de A. sexdens rubropilosa.

4) Foto - caracterizacio:

Coldnia de Fusarium sp., com 10 Conidios de Fusarium sp.
dias de crescimento, em P.D.A.
2%, a 25°C.

5) Medigoes:

- micro - conidios: 1 — 4 pm de comprimento x 1,5 — 5,0 pm de largura
-Macroconidios: 20 - 30 um de comprimento x 2,4 —2.5 um de largura
6) Observacoes:

-Micélio aéreo branco
-Coloragao lilias/roxa no centro
-Literatura consultada como referéncia para identificacéo:

- Nelson et al: Fusarium species an illustrated manual for indentification, 1983.
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Microbiologia

Giberella sp.

1) Codigo: FAH -011, FAH —239, FAH — 242, FAH — 248, FAH — 260,
2) Data do isolamento: Dez/2009
3) Origem: Cabega de soldado de Atfa laevigata e material de descarte de Atta sexdens rubropilosa.

4) Foto - caracterizacgio:

Micro — conidios de Giberella sp.

Colonia de Giberella sp., crescido de
10 dias, em M.A. 2%, a 25°C.

5) Medigoes:

- Micro - conidios: 5,6 — 8,4 um de comprimento x 2,5 — 2,8 um de largura

6) Observacdes:
-Colonia de aparéncia macroscopica gelatinosa.
-Baixa taxa de crescimento.
-Producdo de micélio aéreo na porgéo central da colonia.
-Presencga tnica de micro — conidios.
-Gén. Giberella é teleomorfo de gén. Fusarium.
-Literatura consultada como referéncia para identificagéo:

Nelson et al: Fusarium species an illustrated manual for indentification, 1983.
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Microbiologia Rhodotorula sp.

1) Cédigo: FAH - 12, FAH - 32
2) Data do isolamento: Dez/2009
3) Origem: Raspagem de cuticula e cabeca de soldado de Atta laevigata

4) Foto - caracterizacio:
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Colonia de Rhodotorula sp. , Células de leveduras de Rhodotorula sp.

com 10 dias de crescimento,
em P.D.A. a25°C.

5) Observacdes:
- Leveduras de cor “salmio”.
-Referéncia consultada:

-BARNETT, J.A. et al YARROW, D. Yeasts: characteristics and identification. 3. ed.
Cambridge: Cambridge University Press, 2000. 1152p.
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Microbiologia Paecilomyces sp.

1) Cédigo: FAH - 023, FAH - 29, FAH — 48, FAH — 241, FAH - 254
2) Data do isolamento: Dez/2009

3) Origem: Corpo de soldados e operarias de Atta laevigata e material de descarte de Atta sexdens rubropilosa.

4) Foto - caracterizacio:

Colonia de Paecilomyces sp., com Micro - conidios de
10 dias de crescimento, em P.D.A. Paecilomyces sp.
a25°C.

5) Medi¢des dos conidios: 5 pm de comprimento X 4 - 5 pm de largura

6) Observacdes:

-Coldnia de coloragdo rosea.

-Colonia altamente esporulante
-Referéncia para identifcagéo:

Pitt, J. I.A Laboratory guide to common Penicillium species. Commonwealth Scientific and
Industrial Research Organisation, Div. of Food Research, 1985.
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Fusarium oxysporum

1) Codigo: FAH - 026
2) Data do isolamento: Dez/2009
3) Substrato: Raspagem de cuticula de soldado de Atta laevigata

4) Foto - caracterizacio:.

Colonia de F. oxysporum, com 10
dias de crescimento, em P.D.A.

5)Observacaes: 2%, a 25°C.

-Espécie de Fusarium estudada para casos de fito — patogenicidade.

- A analise da regido ITS mostrou um “coverage” = 100% e “Max. Identity” = 100% em relacdo a
espécie mais proxima. Codigo de acesso no BLAST GU982311. 1.

Consensus FAH — 026:

ATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACCAATTGTTGCCTCGGCGG
ATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCCGCCAGAGGACCCCTAAACTCTGTTTCTA
TATGTAACTTCTGAGTAAAACCATAAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGT
TCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAG
TGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTT
CGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCCCAGCTTGGTGTTGGGACTCGCGAGTCAAATCGCGT
TCCCCAAATTGATTGGCGGTCACGTCGAGCTTCCATAGCGTAGTAGTAAAACCCTCGTTA
CTGGTAATCGTCGCGGCCACGCCGTTAAACCCCAACTTCTGAATGTTGACCTCGGATTCA

-Literatura consultada como referéncia para identificagao:

Nelson et al: Fusarium species an illustrated manual for indentification, 1983.
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Penicillium sp.

1) Codigo: FAH -034, FAH -42, FAH - 238, FAH — 243, FAH — 247, FAH - 256
2) Data do isolamento: Dez/2009
3) Substrato: Cabeca de soldado de Atta laevigata

4) Foto - caracterizacio:

Colonias de Penicillium sp.com 10 dias de crescimento, em
P.D.A. 2%, a 25°C.

5) Medigoes:

- Conidios: 2 -4 um de comprimento x 2 -4 um de largura

6)Observacoes:
-Referéncia para identifcacéo:

Pitt, J. I.A Laboratory guide to common Penicillium species. Commonwealth Scientific and
Industrial Research Organisation, Div. of Food Research, 1985.
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Aspergillus sp.

1) Codigo: FAH - 043 ,FAH - 57
2) Data do isolamento: Dez/2009
3) Substrato: Cabeca de soldado de Atta laevigata

4) Foto - caracterizacio:

Colonia de Aspergillus sp.com 10 Conidios de Aspergillus sp. (A:400x)
dias de crescimento, em M.A. 2%,
a 25°C.

5) Medigoes:

- Conidios: 2-4 pmde comprimento x 2-4 pm de largura

6)Observacgoes:

-Referéncia para identifcagéo:

Pitt, J. I.A Laboratory guide to common Penicillium species. Commonwealth Scientific and
Industrial Research Organisation, Div. of Food Research, 1985.
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Oxyporus latemarginatus

1) Cédigo: FAH - 250
2) Data do isolamento: Dez/2009
3) Substrato: Material de descarte (lixo) de Atta sexdens rubropilosa

4) Foto - caracterizacgio:

Colodnia de O. latemarginatus
com 10 dias de crescimento,
em P.D.A. 2%, a 25°C.

5)Observacgdoes:

-Analise da regido ITS mostrou um coverage = 97% e Max. Identity = 98% em relacéo a espécie
mais proxima. Codigo de acesso FN252852. 1.

Consensus FAH — 150

ATCATTATCGAGTTTTGAACGGGTTGTAGCTGGTCTTTAACGAGACATGTGCACGC
CTGGCTCATCCACTCTCAACCTCTGTGCACTTTATGTAAGAAACGGTGTAAGTCAGCTATC
TAATAGTTGGTAATAAGCCTTTCTTATGTTTACTACAAACGCTTCAGTTATAGAATGTTTA
CTGTGTATAACACAATTATATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATG
AAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAAT
CTTTGAACGCACCTTGCACTCCTTGGTATTCCGAGGAGTATGCCTGTTTGAGTCTCATGGA
ATTCTCAACCCCTAAATTTTGTAATGAAGTTTAGTGGGCTTGGACTTGGAGGTTGTGTCGG
CTTCTAGTCGACTCCTCTGAAATGCATTAGCGTGAATCTTACGGATCGCCTTCAGTGTGAT
AATTATCTGCGCTGTGGTGTTGAAGTATTTATTAGTTCATGCTTATAGTCGTCTCTTACCG
AGACAATTTATGACAATCTGAGCYCMAATCAGGWGAWCATCCCACGCTCC



6.3. Banco de culturas

As culturas isoladas foram todas armazenadas a -80°C.
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Todas as informacgdes

decorrentes do processo de isolamento e cultivo dos micro-organismos serdo adicionadas as
fichas que fardo parte do banco de culturas do Prof. Dr. Fernando Carlos Pagnocca.

Tabela 6: Relacdao de armazenamento das culturas

Estirpe n°® | Substrato Identificacio -80
0001 A Giberella moniliformis °
0002 A Curvularia clavata °
0003 B Curvularia sp. °
0004 B Curvularia sp. °
0005 B Fusarium sp. °
0006 B Fusarium sp. °
0007 A Bipolaris sorokiniana °
0008 B Phoma sp. °
0009 A Cladosporium °
0010 B Curvularia lunata °
0011 B Giberella sp. °
0012 B Rhodotorula -like °
0013 A Curvularia trifolii °
0014 B Bipolaris sp. °
0015 B Bipolaris sp. °
0016 A Cladosporium cladosporioides °
0017 A Bipolaris eleusines °
0018 A Bipolaris zeae °
0019 A FNEE °
0020 B FNEE °
0021 B Curvularia trifolii )
0022 A Fusarium sp. °
0023 B Paecilomyces sp. °
0024 B Curvularia trifolii °
0025 A Curvularia lunata °
0026 A Fusarium oxysporum o
0027 A Paraphaeosphaeria michotii °
0028 B Paraphaeospheria sp. °
0029 A Paecilomyces sp. °
0030 B Curvularia trifolii °

C °

0031

FNEE




0032 C Rhodotorula-like. °
0033 B FNEC °
0034 B Penicillium sp. °
0035 A Paraphaeospheria michotii °
0036 A Alternaria arborescens °
0037 A Bipolaris sp. °
0038 A Paraphaeosphaeria sp. °
0039 A Paraphaeosphaeria sp. °
0040 A Curvularia trifolii )
0041 A Curvularia trifolii °
0042 B Penicillium °
0043 B Aspergillus )
0044 B Curvularia sp. °
0045 D Curvularia lunata °
0046 A Cladosporium °
0047 A Cladosporium °
0048 D Paecilomyces sp. °
0049 A Paraphaeosphaeria °
0050 A Curvularia °
0051 B Curvularia °
0052 B Fusarium °
0053 D Fusarium °
0054 C Curvularia °
0056 B Fusarium °
0057 D Aspergillus °
238 Descarte Penicillium o
239 Descarte Giberella o
0241 Descarte Paecilomyces °
0242 Descarte Giberella °
0243 | Descarte Penicilium o
0245 Descarte FNEC )
0246 Descarte FNEC °
0247 Descarte Penicillium °
0248 | Descarte Giberella o
0249 Descarte Cladosporium °
0250 Descarte Oxyporus latemarginatus °
0251 Descarte FNEC °
0252 Descarte lev amarela - levedura °
0253 Descarte Curvularia sp °
0254 Descarte Paecilomyces °
0255 | Descarte FNEC .
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0256 Descarte Penicilium
0257 Descarte FNEC
0258 Descarte FNEC
0259 Descarte Fusarium
0260 Descarte Giberella

Legenda: Os substratos foram abreviados para A: Torax de Soldado, B: Cabeca de
soldado, C: Torax de operaria, D: Cabeca de operaria e Descarte: material de
descarte (lixo). FNEC: fungo ndo esporulante claro, FNEE: fungo ndo esporulante
escuro.
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7. CONCLUSOES

»  Fungos endofiticos (Paraphaosphaeria) e fitopatégenos como Curvularia, Fusarium,
Bipolaris, Alternaria, comumente presentes no ambiente, também ocorrem no corpo de
operarias e soldados de coldnias de formigas cortadeiras, sugerindo que podem ser dispersos

pelas mesmas;

»  Os taxons Paraphaeosphaeria michotii, Bipolaris eleusines, B. sorokiniana e
Oxyporus latemarginatus foram encontrados em ninhos de formigas pela primeira vez,

mostrando que a diversidade de fungos associados a estes insetos ainda carece de estudos;

»  Fungos mencionados na literatura com potencial para aplicagdo biotecnoldgica como
Oxyporus latemarginatus, Fusarium e Paecilomyces ocorrem em ninhos de formigas
cortadeiras das espécies A. sexdens rubropilosa e A. laevigata, indicando que as mesmas

constituem substratos de pesquisa interessante, € incentivando a continuidade do trabalho;

» A identificagdo molecular de estirpes dos géneros Bipolaris ¢ Paraphaeosphaeria,
trouxe baixas relacdes de identidade com a base de dados do BLAST, sugerindo que podem

se tratar de espécies ainda ndo descritas, e portanto precisam ser melhor investigadas.
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8. CONSIDERACOES FINAIS.

Ao longo do trabalho observou-se que a técnica utilizada para extragdo de DNA
empregada em nosso laboratdrio ¢ satisfatoria principalmente para leveduras e outros fungos
hialinos, porém para fungos melanizados optou-se por introduzir mais um passo de
aquecimento a 65°C e agitagdo em vortex, para garantir a quebra eficiente da parede celular,

mais rigida neste grupo de fungos.

A utilizacdo de ferramentas moleculares tem sido considerada, no meio cientifico,
determinante para a identificacdo de isolados microbianos, porém, nesta investigagdo, a
taxonomia classica nunca foi deixada de lado, e sim, utilizada conjuntamente as analises

moleculares.

Este projeto serviu para mostrar o quanto os insetos estudados constituem um material
rico para investigagdes sobre a interagdo ecoldgica entre formigas e fungos, € o quanto ainda

ha para se descobrir.
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