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Resumo

As formigas do género Atta, popularmente denominadas satvas, pertencem a tribo
Attini (ordem Hymenoptera, Familia: Formicidae, Subfamilia: Myrmicinae) ¢ sio comumente
conhecidas por “formigas-cortadeiras” por possuirem o habito de cortar diversas espécies
vegetais, utilizadas como substrato para o cultivo do fungo simbionte (Agaricales:
Lepiotaceae).

Estudos recentes observaram que, além deste, outros fungos podem ocorrer nos ninhos
em um estado dormente ou participar da dindmica do funcionamento desta simbiose.
Pesquisas voltadas ao levantamento da biodiversidade de fungos em ninhos de diferentes
espécies de Atta encontraram importantes representantes fitopatdogenos. No Brasil, estudos
sobre manejo integrado de pragas, desenvolvidos pela Embrapa Meio Ambiente, ressaltam a
necessidade de maiores investimentos em projetos envolvendo a transmissao de fitopatdgenos
por insetos, no intuito de reduzir gastos com seu controle e minimizar o impacto ambiental.

O presente trabalho objetivou ampliar o conhecimento sobre a ecologia destes fungos,
isolando e identificando espécies associadas as formigas da tribo Attini, no intuito de entender
a amplitude da dispersao de patdgenos e fitopatdgenos por estas formigas. Para isso, icas
foram coletadas de formigueiros de Atta laevigata e Atta capiguara localizados no campus da
Unesp de Botucatu. Para o isolamento dos fungos foi utilizada a técnica de flotagdo em 6leo
mineral. A identificagcdo dos isolados foi feita baseando-se em caracteristicas microscopicas e
moleculares, através do sequenciamento do DNA ribossomal.

Géneros de maior abundancia isolados at¢é o momento foram: Cladosporium,
Exophiala, Penicillium, Acremonium, Phialophora ¢ Teratosphaeria .Representantes dos
géneros Exophiala, Phialophora e Cladosporium podem ser patégenos humanos, enquanto
Teratosphaeria e Penicillium s3o relacionados a doengas em Eucalyptus e frutos citricos,
respectivamente. Os resultados indicam que essas formigas podem albergar importantes
espécies fungicas além das ja conhecidas e estudos adicionais sdo necessarios para avaliar a
possibilidade das mesmas atuarem na dispersdo destes micro-organismos, o que poderia ter

importancia tanto na fitopatologia como na satide humana.

Palavras-chave: i¢és; ecologia de fungos; diversidade de fungos



Abstract

The ants of genus Atta belong to the Attine tribe (order Hymenoptera, family
Formicidae, subfamily Myrmicinae) and are commonly known as leaf-cutting ants for having
the habit of cutting several vegetable species used as substrate for growing mutualistic fungus
(Agaricales: Lepiotaceae).

Recent studies showed that, in addition to that, other fungi may occur in the nests in a
dorment state or participate in the functioning dynamic of this symbiosis. Researches related
to surveys of fungus biodiversity in nests of different Atta species have found important
phytopathogenic representatives. In Brazil, studies about integrated management of plagues,
developed by Embrapa Meio Ambiente (Embrapa Environment), point out the need of higher
investments in projects that involve the phytopathogenic transmission by insects in order to
reduce costs to control them or minimize environmental impact. The purpose of this study
was to broaden the knowledge about the ecology of these fungi, isolating and identifying
species associated with Attine tribe ants, thus understanding the scope of pathogenic and
phytopathogenic species spread by these ants. For that reason, gynes were collected from Atta
laevigata and Atta capiguara anthills located at Unesp Botucatu (Sao Paulo, Brazil) campus.
In order to isolate the fungus, the mineral oil floating technique was used. The identification
of the isolated fungi was done based on microscopic and molecular characteristics using DNA
ribosomal sequencing. The most highly abundant genera found so far were: Cladosporium,
Exophiala, Penicillium, Acremonium, Phialophora and Teratosphaeria. Representatives of
the genera Exophiala, Phialophora and Cladosporium may be human pathogens, whereas
Teratosphaeria and Penicillium are related to diseases in Eucalyptus and citric fruits,
respectively. The results show that these ants may host important fungal species besides the
ones already known and the fact that additional studies are necessary to evaluate the
possibility of the ants spreading these microorganisms, which would be important both for

phytopathology and human health.

Keywords: gynes; fungal ecology; fungal biodiversity
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1. INTRODUCAO

A biodiversidade do Brasil ¢ pouco conhecida e explorada, apesar do pais abrigar
cerca de 20% das espécies do planeta e ser considerado como aquele que apresenta a maior
diversidade biologica do mundo (KRIEGER et al., 2009; LACAVA; AZEVEDO, 2008). Em
relagdo a microbiota, sabe-se que ha nos diferentes ambientes e ecossistemas brasileiros um
grande numero de espécies ainda nao descritas. Micro-organismos possuem importancia
impar entre os seres vivos, pois estabelecem diversos tipos de interagdes com plantas, animais
e outros, muitas delas pouco compreendidas at¢ o0 momento. Como exemplo, podemos citar as
interagdes entre fungos e insetos sociais.

A tribo Attini (ordem Hymenoptera, Familia: Formicidae, Subfamilia: Myrmicinae)
compreende aproximadamente mais de 230 espécies de formigas, divididas em 13 géneros
(SCHULTZ; BRADY, 2008). As formigas do género Atta conhecidas popularmente como
sativas ou “formigas cortadeiras”, possuem o habito de cortar elevadas quantidades de matéria
vegetal (MARICONI, 1970), utilizadas para o cultivo de um fungo mutualista que serve de
alimento para as formas larvais e adultas (WEBER, 1972). O micélio, junto com o material
vegetal, resulta numa estrutura conhecida como “jardim de fungos”.

Estudos recentes envolvendo a fundacdo da colonia e a manutengdo do fungo
simbionte tém revelado complexidade de interagdo entre as coldnias de formigas cortadeiras e
a simbiose microbiana (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 fun¢do nas colonias (PAGNOCCA, 1997;
RODRIGUES, 2004), ou mesmo fora delas.

Pesquisas voltadas ao levantamento da biodiversidade de microfungos em ninhos de
diferentes espécies de Atta encontraram importantes representantes fitopatogenos (FISHER et
al., 1996; RODRIGUES et al., 2008; ATTILI-ANGELIS, comunicagdo pessoal).

Os fungos fitopatdgenos apresentam uma série de caracteristicas que favorecem seu
papel na natureza. Dentre elas, destaca-se a presenca de polimeros pigmentados na parede
micelial, conhecidos por melaninas, as quais os protegem do estresse ambiental garantindo
sua sobrevivéncia (HENSON et al., 1999). Além disso, inimeras sdo as estratégias de

dispersdo destes fungos, dentre elas a utilizagdo de vetores como, por exemplo, os insetos.
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O controle das formigas cortadeiras tornou-se fundamental em muitos
agroecossistemas, estimando-se um consumo nacional de aproximadamente 12.000
toneladas/ano de iscas toxicas, forma mais comumente utilizada para minimizar efeitos
negativos destes insetos. As iscas apresentam componentes como inseticidas, que ocasionam
danos ao meio ambiente (BOARETTO; FORTI, 1997).

Estudos a respeito da microbiota relacionada as formigas cortadeiras podem trazer
informacdes sobre os inimigos naturais dessas pragas, o que poderia ser utilizado para o
desenvolvimento de técnicas alternativas de controle (RODRIGUES, 2004), reduzindo os
prejuizos econdmicos em plantagdes, a poluicdo ambiental devido aos residuos produzidos e

problemas relacionados a saide humana.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Importancia do levantamento da microbiota

Os micro-organismos vém evoluindo a aproximadamente 4 bilhdes de anos, e ha 2
bilhdes de anos atras eram a tnica forma de vida na Terra (WARD, 1998). A necessidade de
adaptacao a distintos ambientes e o decorrer de sua historia evolutiva fizeram com que os
micro-organismos acumulassem grande diversidade genética, maior que organismos
eucariontes superiores (WARD, 1998; HUNTER-CEVERA, 1998).

A diversidade quimica e molecular dos micro-organismos na natureza ¢
impressionante (HUNTER-CEVERA, 1998). Fungos e bactérias sdo essenciais para a
estabilidade dos ecossistemas, atuando em diferentes niveis tréficos, em interagdes bidticas ¢
abioticas, alterando os constituintes atmosféricos gasosos, sendo também responsaveis pela
ciclagem dos compostos quimicos, incluindo a degradacdo de poluentes ambientais (TIEDJE,
1994). Alguns autores sugerem que a principal fun¢do dos micro-organismos nos
ecossistemas seja fornecer mecanismos de recuperacdo a mudangas climaticas e ambientais
(DI CASTRI; YOUNES, 1990; HAWKSWORTH, 1992).

Apesar de sua grande importancia na manutencao da biosfera, estima-se que menos de
10% dos micro-organismos existentes no planeta tenham sido caracterizados (STALEY,
1998). Menos de 5% das espécies existentes de fungos no nosso planeta foram descritas, pois
das estimadas 1,5 milhdes de espécies (considerada timida, por alguns taxonomistas), pouco
mais de 70.000 encontram-se preservadas em cole¢des de culturas no mundo todo
(THOMPSON et al., 2005).

Os estudos com micro-organismos tiveram inicio em 1673, com van Leeuwenhoek,
mas ganharam impulso somente em 1857, com os estudos de Louis Pasteur. Avangos
significativos, no entanto, ocorreram a partir da segunda metade do século 19 (TORTORA et
al., 2000). Mesmo assim, em fun¢do do paradigma cientifico que exigia que os organismos
fossem estudados in vitro (BULL et al., 2000), at¢é pouco tempo atras, a deteccdo e
identificacdo da microbiota em amostras ambientais eram realizadas basicamente através de
cultivo em meios de cultura (TORSVIK; @VREAS, 2002).

Na medicina, os fungos receberam especial atencdo desde a descoberta da penicilina
sintetizada a partir de metabdlitos do fungo Penicillium notatum pelo microbiologista escocés
Alexander Fleming em 1928 (PELCZAR, 1997). Ester6ides e hormonios para crescimento
vegetal sao também oriundos de metabdlitos desses organismos (SILVA; COELHO, 2006).
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O estudo da micota brasileira teve inicio no século XIX, com a iniciativa de botanicos
estrangeiros, principalmente europeus, que coletaram muitos basidiomicetos e alguns
representantes de outros grupos como hifomicetos e celomicetos (BERKELEY; COOKE,
1877; FIDALGO, 1962, 1968). A partir do inicio deste século, porém, intensificaram-se os
estudos voltados aos fungos de interesse na agricultura, denominados fitopatdogenos
(BERGAMIN FILHO; KIMATI, 1995).

Viérios fatores contribuiram para o estudo tardio da diversidade dos micro-organismos.
Pode-se mencionar seu tamanho microscopico; a existéncia de espécies ndo cultivaveis em
meios artificiais (PACE, 1986); as necessidades especiais de crescimento de alguns grupos; a
grande influéncia dos fatores ambientais, € em muitos casos, a dependéncia de hospedeiros
e/ou substratos especificos para sua sobrevivéncia e multiplicacio (TORSVIK; @VREAS,
2002).

As dificuldades encontradas para as classificagdes dos micro-organismos
(HAWKSWORTH, 1991, 1992), as limitagdes dos proprios pesquisadores e a falta de apoio
dos 6rgaos governamentais (SINGH, 2006), também contribuiram para a formac¢ao deficiente
de recursos humanos voltados aos estudos de levantamento e identificacdo da microbiota. A
cada ano que passa a situagdo torna-se mais critica, pois além de tudo isso os habitats naturais
que deveriam abrigar os micro-organismos ‘“ndo descritos” tem desaparecido rapidamente
devido a acdo do homem. Como exemplo, menciona-se a destruicdo de 17 milhdes de
hectares por ano de florestas tropicais (WWF, 2006).

Apesar das caracteristicas morfologicas fornecerem a base principal para a atual
sistematica de fungos, os marcadores fenotipicos Uteis para a taxonomia podem ser escassos
em diversas espécies (PEROTTO et al., 1997). Assim, para resolver e melhorar a classificacao
destes fungos, métodos moleculares tém sido largamente utilizados (THOMPSON et al.,
2005).

As metodologias de biologia molecular aplicadas ao estudo do meio ambiente tém
contribuido significativamente para um grande avango do conhecimento sobre a diversidade
microbiana (O,,DONNELL; GORES, 1999; RANJARD et al., 2000). E importante ressaltar
que grande parte dos avancos da biotecnologia moderna e agricultura sdo derivados das
descobertas recentes nas areas de genética, fisiologia e metabolismo de micro-organismos
(MANFIO et al., 1998).

A biodiversidade brasileira representa um importante valor econdmico-estratégico a

ser explorado em varias atividades (CALIXTO, 2003). Os beneficios cientificos esperados de
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um maior conhecimento sobre a diversidade microbiana sdo extensos (COWELL, 1997;
HUNTER-CEVERA, 1998).

Sabe-se que a melhor compreensdao das funcdes exercidas pelas comunidades
microbianas nos ambientes e o conhecimento das suas interagdes com outros componentes da
biodiversidade sdo de extrema importancia (OLIVEIRA et al., 2006). A compreensdao do
papel dos micro-organismos no meio ambiente fornece subsidios para o desenvolvimento de
aplicagdes biotecnologicas, além de ser fundamental no estabelecimento de politicas de
biossegurancga, de projetos em agricultura sustentavel e de programas de desenvolvimento
industrial (CANHOS, 1994).

O sucesso dos processos biotecnologicos estd diretamente relacionado com a
diversidade microbiana e das moléculas que eles produzem como resultado do metabolismo
primario e secundario. Conseqlientemente, o aumento da oferta de compostos quimicos para
os diferentes setores industriais depende da exploragdo destes recursos genéticos, sendo
muitos os beneficios cientificos esperados como resultado desta exploragdo (OLIVEIRA et
al., 2006). Até 2005, a participacdo de produtos microbianos no mercado global era de 50 a
100 bilhdes de dolares anuais (THOMPSON et al., 2005).

A utilizagdo dos recursos microbianos pode ser destacada em diversas atividades de
importancia socio-econdmica: producdo de antibidticos (BACHIEGA et al., 2005), de
alimentos (FURLANI; GODOY, 2007), processamento de alimentos (BURITI, 2005),
bebidas alcoolicas (ALMEIDA, 2005b), tratamento e/ou remediacao de residuos (SOUZA et
al.,, 2005), e, na agricultura, na fertilizacdo de solos (SILVA FILHO; VIDOR, 2000) e
controle biologico de pragas e doengas (KUPPER et al., 2003). Outros beneficios incluem o
prognostico e prevencdo de doencas emergentes em seres humanos, animais e plantas e a

otimizac¢do da capacidade microbiana para a despolui¢do das aguas (OLIVEIRA et al., 2006).

2.2. As formigas Attini

As formigas sdo especialmente notaveis entre os insetos por sua dominancia ecologica
como predadoras, catadoras, e indiretamente herbivoras (WILSON; HOLLDOBLER, 2005).
Com mais de 12.000 espécies descritas e muitas outras aguardando designacdo, as formigas
sdo as mais ricas em espécies de todos os insetos sociais (BOLTON et al. apud WARD,
2007). Ocupam praticamente todos os habitats terrestres importantes, com exce¢do de tundra
e florestas imidas frias (WARD, 2007). Segundo Fittkau e Klinge (1973), na Amazodnia

brasileira a biomassa de formigas ¢ aproximadamente quatro vezes maior que a de todos os
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vertebrados terrestres juntos (mamiferos, aves, répteis e anfibios). A notavel variedade de
comportamentos sociais, habitats de forrageamento e associagdes com outros organismos,
geraram interesse publico e cientifico (WARD, 2007).

As formigas Attini vivem em simbiose obrigatéria com fungos basidiomicetos
(MUELLER et al., 1998). Essa relagio mutualistica se originou ha aproximadamente 50
milhdes de anos (SCHULTZ; BRADY, 2008) e garantiu as formigas maior sucesso no
processo de adaptacdo ao ambiente, grande versatilidade nutricional e alta eficiéncia na
competicdo com outros herbivoros na colonizacdo de diversos habitats (VASCONCELOS et
al., 1990).

As formigas cortadeiras cultivam o fungo simbionte no interior de cameras
subterraneas, utilizando como substrato fragmentos de folhas e flores frescas, no caso dos
géneros Atta e Acromyrmex, e fezes de animais, carcagas de insetos ¢ material vegetal em
decomposi¢do no caso dos demais géneros (HOLLDOBLER; WILSON, 1990). O substrato
processado pelas operarias compde o “jardim de fungo”, que compreende o micélio do fungo
e o substrato (ANDRADE et al., 2002).

A relagdo simbidtica entre o fungo e as formigas proporciona beneficios a ambos
(SCHULTZ et al., 2005). Devido a acdo enzimatica. (RICHARD et al., 2005), o fungo
degrada os polissacarideos vegetais do substrato, resultando dessa hidrélise aglicares simples
que servirdo de alimento para o proprio fungo e para as operarias (SILVA et al., 2003),
enquanto que as larvas se alimentam do proprio fungo (CAETANO et al., 2002).

As formigas cortadeiras do género Afta sdo consideradas insetos eusociais por
apresentarem sobreposi¢ao de geracdes, divisdo de trabalho e cuidado com a prole
(HOLLDOBLER; WILSON, 1990). A organizacdo social caracteriza-se pelo polimorfismo
acentuado e divisdo das tarefas entre os individuos (OLIVEIRA, 2006). A casta das operarias
jardineiras ¢ responsavel pelo cuidado com a cria e manutengdo do jardim de fungo; as
operarias generalistas exploram novos recursos alimentares, cortam e transportam o substrato
vegetal e escavam os ninhos; os soldados defendem a colonia por apresentarem mandibula
bem desenvolvida e grande tamanho. As formas aladas icas (fémeas) e bitis (machos)
aparecem somente na época de reproducdo (DELLA LUCIA et al., 1993; JUSTI et al., 1996).

A fundagdo de uma nova colonia tem inicio com a revoada das formas sexuadas.
Geralmente ap6s as primeiras chuvas da primavera, todos ou pelo menos uma grande parte
das formas sexuadas dos ninhos de uma regido, saem dos ninhos para iniciar seu voo nupcial.
Ao sairem da colonia, as i¢ds carregam uma pequena por¢ao do fungo simbionte em sua

cavidade bucal (JUSTI et al., 1996). Durante o v6o os machos fecundam as fémeas que
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regressam ao solo, arrancam as asas € comegam a buscar um local para a constru¢do de um
novo ninho (CAETANO et al., 2002; AUTUORI, 1957). Uma vez escolhido o local, a rainha
comega a perfurar com as mandibulas um canal que culminard em uma pequena camara, na
qual o fragmento do fungo simbionte ¢ regurgitado e depois de cultivado, servird de alimento

para o sauveiro (JUSTI et al., 1996).

2.2.1. Rela¢ao com micro-organismos

Formigas sdo de interesse particular para estudos relacionados com micro-organismos
porque desenvolveram numerosas formas de interagir com diferentes espécies, em varios
niveis. A evolucdo desses insetos teve como fator principal o mutualismo com fungos e
bactérias, o que representa uma das chaves para o seu enorme sucesso (BOURSAUX-EUDE;
GROSS, 2000).

O fungo simbionte ¢ propagado pelas formigas as colonias que serdo fundadas
(SCHULTZ, 1999), alimentados com folhas cortadas e protegidos de organismos
competidores (POWELL; STRADLING, 1986). Em troca, os fungos alimentam as larvas e
fornecem enzimas utilizadas para a digestdo de fragmentos foliares que servirdo de alimento
para as formigas adultas (BASS; CHERRETT, 1995, 1996).

Segundo PAGNOCCA et al. (1996) no ninho das formigas cortadeiras o jardim de
fungos ¢ dividido em duas partes distintas: 1) a parte mais nova (esponja nova) € constituida
de folhas relativamente frescas e do micélio do fungo recém implantado; 2) “esponja velha” ,
parte basal do jardim de fungo onde se encontra o material vegetal ja parcialmente exaurido.
Ha também o deposito de descartes, onde fragmentos da esponja velha, formigas mortas,
gravetos e tudo o que ndo tenha utilidade ¢ encontrado.

Abril e Bucher (2004) relataram que o fungo mutualista tem natureza biotréfica, i.e.
necessita do hospedeiro vivo para completar seu ciclo de vida (DANGL; JONES, 2001),
sendo sua nutri¢do proveniente de solutos citoplasmaticos das folhas cortadas e retirada de
nitrogénio inorganico do solo. Acreditava-se que o fungo possuia habitos saprofiticos, porém
outros estudos demonstraram que ele ¢ capaz de produzir amido e carboidratos simples.
Vivendo apenas como saprobio, seria necessario um volume muito maior de material vegetal,
0 que geraria enorme quantidade de lixo, visto que o fungo metaboliza de 11 a 27% dos
componentes da folha. (SILVA et al., 2000).

As primeiras descrigdes sobre o mutualismo entre fungos e formigas consideravam os

jardins de fungos como culturas puras, nas quais as formigas excluiam micro-organismos
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parasitas (DINIZ, 2008). Na verdade, apesar de cultivar prioritariamente o fungo simbionte,
as formigas ndo conseguem evitar a presenca de outros micro-organismos no ninho. Diversas
espécies de bactérias, leveduras e fungos filamentosos podem ocorrer em um estado dormente
ou participar da dindmica do funcionamento desta simbiose (FISHER et al. 1996;
RODRIGUES, 2004) ou até mesmo prejudicar a simbiose (CURRIE et al., 1999a; CURRIE,
2001a).

Fisher et al. (1996) determinaram que 70% da microbiota presente no formigueiro de
Atta cephalotes sao formados pelo fungo simbionte, 20% por leveduras e 10% por outros
micro-organismos. O estudo de Barbosa (2004) demonstrou que jardins de fungos de Atta
laevigata podem ser contaminados com diversos fungos filamentosos, dentre eles
Trichoderma spp. ¢ Penicillium spp. Nos trabalhos de Rodrigues et al. (2005, 2008) foi
relatada a presenca de microfungos nos jardins de A. sexdens rubropilosa e de formigas do
género Acromyrmex, pertencentes a géneros comumente encontrados no solo.

Os fungos do género Escovopsis (Ascomycota: Hypocreales) sdo os principais
invasores, ocasionando decréscimo no acumulo de biomassa do jardim, diminui¢do na
produgdo de pupas, larvas e operarias, levando a um retardo no crescimento da colonia
(CURRIE, 2001b). Evidéncias sugerem que Escovopsis ¢ um fungo micoparasita, que se
alimenta indiretamente das hifas do fungo simbionte (REYNOLDS; CURRIE, 2004).

Para controlar a infestacdo de seus ninhos por este patogeno, as formigas apresentam
uma segunda simbiose com uma bactéria filamentosa do género Pseudonocardia (CAFARO;
CURRIE, 2005), que produz um antibidtico ativo capaz de inibir o crescimento do parasita
Escovopsis e estimular o crescimento do fungo simbionte (CURRIE et al, 1999b). Entretanto,
esta predi¢do vem sendo questionada por pesquisadores que consideram a associagdo mais
ocasional do que mutualistica, ja que a atividade antimicrobiana também atua contra uma
grande diversidade de outros micro-organismos (KOST et al.,2007; MUELLER et al., 2008;
SEN et al.,2009).

Ortiz et al. (1999) avaliaram em seu trabalho o comportamento de descontaminagdo do
jardim de fungo de Atta cephalotes pelo fungo Trichoderma lignorum. A descontaminagao do
jardim de fungo ndo foi realizada por jardineiras, e sim, por operdrias que ingeriam o
contaminante, ou cortavam parte dos fungos contaminados e em alguns casos, retiravam uma
parte ndo contaminada do fungo para iniciar um novo jardim em outra cdmara. Assim, as
sativas possuem alta capacidade de se adaptar as condi¢des ambientais que coloquem em risco
a colonia, o que permite respostas rapidas no caso de contaminagdao do jardim de fungo

(RODRIGUES, 2007).
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O papel de alguns desses micro-organismos ainda ¢ desconhecido, porém ¢é possivel
que exercam nos ninhos fungdes especificas que resultem na estabilidade dos mesmos. Dentre
as possiveis fungdes que eles podem realizar podemos citar: digestdo do substrato vegetal nos
jardins de fungos; producdo de nutrientes essenciais para as formigas e at€¢ mesmo a producao
de substancias que controlem outros micro-organismos indesejaveis a cultura do fungo
simbionte (MUELLER et al., 2005), (STOW; BEATTIE, 2008). Existem ainda outras
questdes interessantes a serem esclarecidas, por exemplo, a das leveduras negras relacionadas
ao género Phialophora, descritas por Little ¢ Currie (2007), os quais sugerem este fungo

como um novo simbionte das formigas Attine.

2.2.2. Forrageamento

As formigas cortadeiras sdo conhecidas pela habilidade em usar uma grande
diversidade de espécies vegetais (NORTH et al., 1997) desenvolvida ao longo da evolugdo
como uma forma de responder a uma gama de diferentes inibidores vegetais (SILVA-FILHO;
FALCO, 2000), e por isso, estdo entre os insetos mais polifagos conhecidos (HOWARD,
1987).

O forrageamento das formigas cortadeiras envolve a selecdo, o corte e o transporte do
material vegetal para o ninho, sendo efetuado por meio de trilhas fisicas bem construidas
(WEBER, 1972) e de trilhas marcadas quimicamente com substancias denominadas
feromonios (WILSON, 1962). Existe uma composi¢do quimica basica para as trilhas de todas
as espécies de formigas cortadeiras, sendo a proporcdo dos componentes na mistura e a
presenca de componentes minoritdrios os fatores responsaveis pela especificidade destas
trilhas (VILELA apud VILELA, 1994). Tais feromonios também constituem um dos
principais meios quimicos de comunicagdo entre as formigas (ASSIS; FERREIRA JUNIOR,
2003).

Estudos em florestas tropicais sugerem que a herbivoria das formigas cortadeiras pode
afetar a vegetacdo, modificando a composi¢ao e diversidade das espécies vegetais na
comunidade (VASCONCELOS; CHARRETT, 1998; RAO et al, 2001; TERBORGH et al,
2006).

Apesar de serem classificadas como “herbivoros generalistas” (ROCKWOOD, 1977),
as formigas cortadeiras fazem uma selecdo ativa das plantas atacadas, utilizando apenas parte
dos recursos disponiveis (VASCONCELOS, 1997). A seletividade das folhas pode estar

relacionada com suas propriedades fisicas, tais como: presenca ¢ densidade de tricomas
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(FALCAO, 2004), espessura (ZANETTI et al., 2000), dureza (HOWARD, 1987), substancias
atrativas por nectarios extra florais (DEL-CLARO; OLIVEIRA, 1993), palatabilidade e
qualidade nutricional (FALCAO, 2004), presenga ou auséncia de latex (DELLA LUCIA et
al., 1995), compostos quimicos secunddrios toxicos ou repelentes (HEBLING et al., 2000).

Segundo North et al. (1997) o comportamento de forrageio de formigas pode ser
controlado pelo fungo simbionte através de mecanismos quimicos, que seleciona o substrato.
Dessa maneira, o fungo ndo ¢ prejudicado por plantas que contenham agentes toxicos
antifingicos (HUBBELL et al., 1984).

O horério de forrageamento de algumas formigas ¢ determinado pelo clima, presenga
de alimento e disponibilidade de forrageiras em determinado periodo (DELLA LUCIA et al.,
1993). Na espécie Atta laevigata, na revoava ha decréscimo ou até paralisagdo do forrageio
(AMANTE, 1972; SALZEMANN; JAFFE, 1990).

A espécie A. capiguara corta preferencialmente monocotiledoneas (FORTI;
BOARETTO, 1997), como os capins colonido, favorita, gordura e grama seda (JUSTI et al.,
1996). A. laevigata corta tanto monocotiledoneas quanto dicotiledoneas (FORTI,
BOARETTO, 1997), como algoddo, arroz, cana-de-aglicar, mandioca, além de goiabeiras,
castanheiras, mangueiras, capins, eucaliptos, florestas naturais (JUSTI et al., 1996).

Durante o corte do substrato vegetal, as formigas cortadeiras podem entrar em contato
com plantas infectadas por fungos, havendo uma aquisicao de esporos pela cuticula, que serdo

dispersos por essas formigas.

2.2.3. Importiancia do controle das formigas Attini

O cultivo do fungo simbionte das formigas Attini requer um substrato vegetal para seu
desenvolvimento e para isso as satvas realizam o corte de folhas, ramos, flores e sementes. A
importancia do seu estudo deve-se aos prejuizos causados as plantagdes, ao elevado nimero
de colonias que uma determinada area pode apresentar, a vasta distribuicdo e ao dificil e
oneroso controle, devido a localizacdo dos ninhos sob o solo (MARICONI, 1970; JUSTI et
al., 1996). Assim, esses insetos t€ém sido alvo de diversas pesquisas para o desenvolvimento
de metodologias de combate de suas colonias (MARINHO et al., 2006).

Estima-se que as perdas provocadas por pragas e doencas na agricultura mundial,
atinjam 37% da producdo, sendo 13% por ataques de insetos (SILVA-FILHO; FALCO,
2000). O dano econdmico total causado pelas formigas cortadeiras, no continente americano,

supera a casa dos 5 bilhdes de dolares americanos por ano (CAETANO et al., 2002).
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Dentre as espécies mais importantes destacam-se as sauvas (Atta spp.) e as quenquéns
(Acromyrmex spp.), que durante o corte do material vegetal fresco arruinam colheitas,
bosques e plantas ornamentais (CAETANO et al., 2002). Quando adulto, um sauveiro pode
medir mais de 200 m?, com uma populagdo que pode variar de 3 a 6 milhdes de formigas
(FORTI, 1985). Uma coldnia adulta de Atta laevigata, por exemplo, ¢ capaz de cortar cerca de
5 kg de material vegetal por dia (CAETANO et al., 2002).

Para minimizar os impactos causados nos agroecossistemas pelas formigas cortadeiras,
empregam-se métodos de controle, como: 1) controle mecanico, através da escavacdo e
aracao (RODRIGUES, 2004); 2) controle biologico, método ndo poluente e que nao provoca
desequilibrios bioldgicos, aproveitando o potencial biotico do agroecossistema (ALMEIDA et
al., 2003); 3) uso de plantas toxicas ou atrativas, através de iscas toxicas (RODRIGUES,
2004); 4) feromonios (VILELA; HOWSE, 1988); e 5) produtos quimicos em forma de po,
liquido ou liquidos nebulizaveis, frequentemente utilizados e aplicados diretamente nos
ninhos (BOARETTO; FORTIL 1997).

Apesar de prejudiciais a vegetacdo, quando estdo em ambiente equilibrado, as
cortadeiras exercem importante papel bioldgico, realizando o corte natural das plantas e
disseminando sementes (DUMPERT, 1981). Também acumulam grandes quantidades de
nutrientes em um Unico lugar, permitindo o crescimento de determinadas plantas que nao
podem sobreviver em solos pobres, exercendo papel de recicladoras de nutrientes. Segundo
Caetano et al. (2002) a espécie Atta capiguara, uma formiga que habita pastos com solos
pobres, permite com a morte da colonia o aparecimento de espécies e arbustos que colonizam
o ninho colapsado, devido a presenca de minerais, umidade e material organico.

As formigas cortadeiras podem atuar também como agentes dispersores secundarios
de plantas dispersas por vertebrados, rearranjando a distribui¢do das sementes e influenciando

o sucesso reprodutivo das plantas e a estrutura espacial das populacdes (KASPARI, 1993).

2.3. Os fungos

Os fungos sao heterotroficos, excretam enzimas no substrato colonizado e absorvem
os nutrientes através da parede e membrana celular. Assim, além de obterem nutrientes para
seu crescimento, também disponibilizam os produtos resultantes da degradagdo para outros
micro-organismos, participando ativamente nos ciclos de carbono, nitrogénio e fosforo
(SILVA; COELHO, 2006). Sao encontrados em diversos ambientes, pois conseguem utilizar

uma grande variedade de substratos como fonte de carbono, tornando-os mais competitivos na
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degradagdo de substratos especificos (SILVA; COELHO, 2006; SINGH, 2006). Além do
solo, encontram-se nos vegetais, na dgua e nos animais (COLOMBO, 2007), dentre outros.

Pertencem ao Reino Fungi devido as caracteristicas intrinsecas, que incluem aspectos
morfoldgicos e fisioldgicos, como: células eucaridticas, desprovidas de clorofila e celulose,
micélio uni ou pluricelular sem a capacidade de formar tecido, e imoveis na sua maioria
(BURNETT, 2003).

As células fungicas apresentam morfologia variavel, mostrando grande diferenca em
tamanho, estrutura e atividade metabdlica, formando diferentes tipos de colonias quando
cultivados em meios apropriados, estruturas de frutificacdo complexas e/ou elaborados
mecanismos de propagacao e dispersdo (CROUS et al., 2009a).

Os fungos se desenvolvem em meios de cultivos especiais, formam colonias que sdo
classificadas em dois tipos principais, leveduriformes e filamentosas. Varias espécies
apresentam a capacidade de alternar entre fase micelial e leveduriforme, fenémeno
denominado dimorfismo. A fase de levedura geralmente ocorre quando o micro-organismo ¢
um parasita, e a forma filamentosa quando o micro-organismo encontra-se em habitat natural
como saprobio ou em meio de cultura (PELCZAR, 1997). Tais alteragcdes podem ainda ser
causadas por variagcdes nos nutrientes, temperatura e/ou aeragdo (GRIFFIN, 1994).

As leveduras produzem células simples, arredondadas, ovais ou alongadas que se
reproduzem quase sempre por brotamento. As colonias de fungos filamentosos podem ser
granulares, cotonosas, aveludadas, pulverulentas, membranosas. O conjunto de hifas
denomina-se micélio, o qual pode ser visualizado a olho nu, como um emaranhado de fios
delgados que pode variar do hialino (incolor) ao colorido, dependendo da espécie. O micélio
vegetativo penetra no meio de cultivo, para absorver substancias nutritivas para o fungo, e
produz as estruturas de reproducao tipicas para cada grupo de fungos (WENDLAND, 2001).

Outro aspecto ¢ a coloracao da parede dos fungos, que ¢ determinada por diferentes
pigmentos (BUTLER; DAY, 1998). Muitas micotoxinas também sdo pigmentadas, como por
exemplo, as naftoquinonas de Penicillium e Aspergillus (RITTER, 2007).

Algumas espécies flngicas apresentam pigmenta¢do escura em sua parede celular,
ocasionada pela presenca de melanina (diidroxinaftalenomelanina), sendo assim denominados
de fungos escuros ou dematidceos. A melanizacgdo favorece a capacidade fotoprotetora e atua
como um fator de viruléncia (RIBEIRO et al., 2006). Em fungos fitopatogénicos, a melanina
pode desempenhar um papel importante na protecdo contra os radicais livres de oxigénio,

gerados pela planta, como resposta a infecgao pelo fungo (HENSON et al., 1999).
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Desenvolvem-se preferencialmente a temperatura de 25°C, sendo seu crescimento
mais lento que o das bactérias. Assim, recomenda-se o uso de antibidticos nos meios de
cultura, dentre os quais cloranfenicol nas concentracdes de 50 a 300 mg/L, muito empregado
para inibir o desenvolvimento bacteriano. Para minimizar e inibir o crescimento de fungos
anemofilos de esporulagdo intensa deve-se usar cicloheximida (SATOW, 2008).

Através de métodos especificos, os fungos podem ser isolados de seu habitat, das vias
de dispersdo, dos materiais contaminados e de diversos hospedeiros com micoses (ATTILI et
al., 1993). Para a dispersao, os fungos exibem estruturas especializadas, sendo a principal, os
esporos e conidios. Os fungos anemofilos tem como via de dispersdo o ar atmosférico
(MEZZANI et al., 2003), causando alergias no homem e a deterioragcdo de diversos materiais
(ATTILI et al., 1993).

Principalmente fungos como os ascomicetos podem também estabelecer associagdes
simbidticas com algas, formando os liquens (SPIELMANN, 2006). Como beneficios, no
estado liquenizado, a parede celular da alga se torna mais permeavel a perda de carboidratos,
fornecendo ao fungo compostos carbOnicos ricos em energia. J& a alga € protegida contra a
dissecacdo e a alta intensidade luminosa (HONDA; VILEGAS, 1998). Essa relagdo entre
esses dois simbiontes confere aos liquens a capacidade de colonizar ambientes inOspitos

(SILVA; COELHO, 2006).

2.3.1. Fungos fitopatégenos

O inicio da agricultura ha mais de 10.000 anos atras, ocasionou o surgimento de
pragas agricolas como resultado da monocultura que desequilibrou a diversidade microbiana
natural do ecossistema (ROSA, 2009). Atualmente, a agricultura moderna busca um aumento
da produtividade através da mecanizagdo, irrigacdo, adubacdo quimica e aplicacdo de
pesticidas, aliadas ao melhoramento dos gendtipos vegetais (ZILLI et al., 2003).

O controle de doencas na agricultura ainda ¢ altamente dependente do uso de
fungicidas, sendo brometo de metila um produto comumente utilizado em fumigagao de solos
(KIMATI, 1995). Apesar de ser largamente utilizado na agricultura, trata-se de um composto
de alto nivel de toxicidade, podendo causar danos ao manipulador € ao meio ambiente
(SARON, 2000), assim como outros agentes toxicos empregados (LIMA et al., 2000).
Infelizmente, o impacto ambiental causado pela exploracdo agricola provocou uma intensa
degradag¢do ambiental, com perda de recursos ndo-renovaveis e da biodiversidade (SHIKI,

1997).
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Existem cerca de 8.000 espécies de fungos fitopatogénicos (AGRIOS, 1997),
habitando o solo e causando grandes perdas em culturas econdmicas (BUENO, 2004).
Segundo Pozza et al. (1999) 70% das doencas que ocasionam danos agricolas sdo causadas
for fungos. Nas safras de frutas e vegetais, sdo responsaveis por cerca de 25% a 50% das
perdas (TORTORA et al., 2000). No campo, estes fungos se difundem com facilidade pelo
vento, chuvas e transporte por pequenos animais, percorrendo grandes distancias e
colonizando novos ambientes (FERREIRA, 2008).

Ao longo de sua evolugdo, os fungos desenvolveram estruturas para invadir e explorar
o tecido de plantas hospedeiras, como enzimas degradadoras de compostos estruturais
protetores da planta e toxinas que inibem o metabolismo celular vegetal. Alguns fatores
permitiram o sucesso dos fungos fitopatogénicos: 1) capacidade de se desenvolver em plantas
que produzem compostos toxicos depositados na superficie; 2) penetragdo através da ativacao
de genes de defesa; e 3) capacidade de permanecer e explorar o tecido da planta de maneira
prolongada, coordenada e proveitosa. Quando parasitada, a planta hospedeira sofre redugdo de
crescimento e outras alteracdes (PASCHOLATTI et al., 2008).

Na presenca de nutrientes e 6timas condi¢gdes de temperatura ¢ umidade, os fungos
desenvolvem um crescimento micelial. Sua propagacdo ocorre através da produgdo e
disseminagao de esporos, que colonizarao outros tecidos hospedeiros ou fontes alternativas de
alimentos. Além desse, existem outros mecanismos para a manuten¢ao da viabilidade e
localizagdo de tecidos-alvo, como espessamento de parede celular e desenvolvimento de
estruturas para movimentacdo (PASCHOLATI et al., 2008).

Patogenos podem sobreviver em estado vegetativo nos tecidos da planta hospedeira.
Muitos podem permanecer em estado latente em tecidos vegetais por longos periodos sem o
aparecimento de sintomas. Também podem viver saprobiamente como epifitas sem penetrar
no hospedeiro, em ambientes com limitagdes nutricionais (PASCHOLATTI et al., 2008). A
longevidade de esporos na natureza pode variar de meses para Puccinia graminis até anos
para Fusarium oxysporum f. sp. cubense (LUCAS, 1998). Os inibidores de germinacgdo sido
substancias quimicas das mais variadas classes, incluindo alguns compostos volateis (TARIQ;

CAMPBELL, 1991).
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3. CONTEXTO DO PROJETO

Até o momento, o laboratorio de Microbiologia do Centro de Estudos de Insetos
Sociais, ao qual esta pesquisa estd vinculada, acumulou 20 anos de experiéncia em estudos
sobre leveduras em formigas. Apesar das pesquisas com fungos filamentosos serem mais
recentes, resultados importantes ja foram gerados e publicados. Sabe-se que conhecer a
micota relacionada aos insetos-praga, como as formigas cortadeiras, pode contribuir para a
compreensdo de dois aspectos de vasta aplicagdo: 1) o processo de disseminacao de fungos,
neste caso os fitopatégenos melanizados, para induzir politicas de manejo no campo que
evitem o desenvolvimento de epidemias e ndo gerem danos ao meio ambiente e a populagdo;
e 2) evidenciar espécies flngicas que possam ter aplicacdo no controle destas formigas, a fim

de minimizar seus danos a agricultura.
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4. OBJETIVOS

Dentro do contexto apresentado, o trabalho objetivou:

1. Isolar e identificar fungos melanizados encontrados em i¢as de A. capiguara ¢ A. laevigata,

coletadas em ninhos de campo localizados na Fazenda Santana, Botucatu, SP;

2. Fomentar o acervo de fungos filamentosos e leveduras do Laboratério de Microbiologia do

CEIS, sob responsabilidade do Prof. Dr. Fernando Carlos Pagnocca;

3. Fornecer ao banco de dados do acervo informacgdes sobre as estirpes isoladas, enfocando as
espécies com potencial fitopatogeno e para uma possivel exploragdo em biocontrole de

insetos-praga.
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5. MATERIAL E METODOS
5.1. Meios de cultura

5.1.1. Agar Sabouraud com Cicloheximida e Cloranfenicol (“Mycosel”)

Dextrose 20,0 g
Peptona 10,0 g
Agar 200 g
Cicloheximida 500,0 mg
Cloranfenicol 200,0 mg
Estreptomicina 200,0 mg
Agua destilada q.s.p. 1000 mL

O meio foi esterilizado em autoclave a 1 atm, 121°C por 15 minutos.

5.1.2. Agar batata dextrose (BDA) (Acumedia Manufactures®)
Agar batata dextrose 390¢g
Agua destilada q.s.p. 1000 mL

O meio foi esterilizado em autoclave a 1 atm, 121°C por 15 minutos.

5.1.3. Agar Czapek extrato de levedura (CYA)

K,;HPO4 1,0g
Czapek concentrado (vide item 5.2.6.) 10 mL
Extrato de levedura 50¢g
Sacarose 300 ¢g
Agar 150¢g
Agua destilada q.s.p. 1000 mL

O meio foi esterilizado em autoclave a 1 atm, 121°C por 15 minutos.

5.14. Agar extrato de malte (MEA) (Acumedia Manufactures®)
Agar Extrato de Malte 61,0¢g
Agua destilada q.s.p. 1000 mL
O pH do meio foi ajustado para 5,5 e esterilizado em autoclave a 1 atm, 121°C por 15

minutos.
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5.1.5. Agar malte 2% (MA 2%) (Acumedia Manufactures®)

Extrato de Malte 20,0 g
Agar 150¢g
Agua destilada q.s.p. 1000 mL

O meio foi esterilizado em autoclave a 1 atm, 121°C por 15 minutos.

5.1.6. Caldo de malte 2% (Acumedia Manufactures®)
Extrato de Malte 20,0 g
Agua destilada q.s.p. 1000 mL

O meio foi esterilizado em autoclave a 1 atm, 121°C por 15 minutos.

5.2. Reagentes e solucoes

5.2.1. Solucio salina 0,85%
NaCl 85¢g
Agua destilada q.s.p. 1000 mL

A solug¢ao foi autoclavada por 15 minutos a 121°C e 1 atm.

5.2.2. Solucio de cloranfenicol
Cloranfenicol 1,0g
Alcool 95°GL q.s.p. 10 mL
A solucgdo foi esterilizada por ultra-filtragdo em membrana com poros de 0,22 pm de

didmetro e mantida a -20° C.

5.2.3. Solucio de estreptomicina
Estreptomicina 1.,0g
Agua destilada estéril q.s.p. 10 mL
A solucdo foi esterilizada com membrana de ultrafiltracio com poros de 0,45 pm de

diametro e mantida a -20 °C.

5.2.4. Solucao de penicilina
Penicilina 10g

Agua destilada estéril q.s.p. 10 mL
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A solugdo foi esterilizada com membrana de ultrafiltragdo com poros de 0,45 pm de

diametro e mantida a -20 °C.

5.2.5. Solucio de cicloheximida
Actidiona 1,0g
Acetona q.s.p. 10 mL
A solugdo foi esterilizada com membrana de ultrafiltracdo com poros de 0,45 um de

didmetro e mantida a -20 °C.

5.2.6. Czapek concentrado

NaNO; 300 ¢g
KCl 5.0¢g
MgSO4. 7 H,O 5,0g
FeSO,4. 7 H,O 0,1g
/nS0O4 7 H,O 0,1g
CuSO; . 5 H,O 0,05¢g
Agua destilada q.s.p. 1000 mL

A solugdo foi autoclavada por 15 minutos a 121°C e 1 atm.
O precipitado de Fe(OH); pode ser re-suspendido mediante agitacdo antes de ser

utilizada.

5.2.7. Solucao de glicerol 30%
Glicerol 300 mL
Agua destilada q.s.p. 700 mL

A solugdo foi autoclavada por 15 minutos a 121°C e 1 atm.

5.2.8. Solucio de lise

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 solugao foi esterilizada com membrana filtrante e mantida a temperatura ambiente.
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5.2.9. Tampao Tris-borato-EDTA (TBE) 10x (solucio estoque)

Tris 108,0 g
Acido bérico 550¢g
EDTA 8,3¢g
Agua ultra pura, qualidade Millig® 600 mL

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

necessario). Completar o volume para 1000 mL.

5.2.10. Tampao Tris-borato-EDTA (TBE) 1x
TBE 10x (solugao estoque) 100 mL
Agua ultra pura, qualidade Milliq® 900 mL

Misturou-se os dois volumes. Nao foi necessario esterilizar.

5.2.11. Tampao Tris-borato-EDTA (TBE) 0,5x
TBE 10x (solugao estoque) 50 mL
Agua ultra pura, qualidade Millig® 950 mL

Misturou-se os dois volumes. Nao foi necessario esterilizar.

5.2.12. Tris-EDTA (TE) (para 1 L de tampao)
Tris IM 10 mL
EDTA 0,5M 2mL
Ajustou-se para pH=8,0 e completou-se o volume para 1 L com d&gua miliq.

Autoclavou-se durante 20 minutos.

5.2.13. Gel de agarose 1%
Agarose 1,0 g
TBE 1x 100,0 mL
Pesou-se a agarose que foi adicionada a um Erlenmeyer de 250 mL, juntamente com
TBE 1x e a solugdo foi homogeneizada. Em seguida, a solugcdo foi aquecida até tornar-se

completamente limpida. Deixou-se a solugdo esfriar até atingir a temperatura aproximada de

55¢°C.
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5.2.14. Gel de agarose 1,4%
Agarose l4g
TBE 0,5x 100,0 mL
A agarose foi pesada em um Erlenmeyer de 250 mL, adicionou-se o TBE 0,5x ¢ a
solugdo foi homogeneizada. Em seguida, a solucdo foi aquecida até tornar-se completamente

limpida. Deixou-se a solugdo esfriar até atingir a temperatura aproximada de 55°C.

5.2.15. Marcador de massa molecular

DNA Ladder 1 kb (LGC®)

5.2.16. Primers

Para a amplificacdo do DNA, utilizaram-se os seguintes primers:

VIG (5'-TTACETCCCTgCCCTTTgTA-3") (ATTILI-ANGELIS et al., 1998)
LS266 (5'-gCATTCCCAAACAACTCgACTC-3") (PRYCE, 2010)

Para a reacdo de sequenciamento:
ITS1 (5'-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3") (WHITE et al., 1990)
ITS4 (5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") (WHITE et al., 1990)

Os primers foram diluidos em tampao TE até a concentracdo de 10 pmol e mantidos a -20°C.

5.2.17. Tampao de amostra para corridas em gel de agarose — “Loading Buffer”

Azul de bromofenol 0,025 g
Sacarose 4,0¢g
Agua ultra pura, qualidade Millig® 10 mL

A solugdo foi misturada e armazenada a 4 °C.

5.2.18. Soluciao EDTA (acido etilenodiaminotetracético) 0,5 M pH 8,0
Na-EDTA (Titriplex III Bio Rad 161- 0729) 186,1 g
Agua ultrapura q.s.p. 800 mL
Adicionou-se Na-EDTA a 4gua ultra pura e misturou-se com auxilio de agitador
magnético. O pH foi ajustado para 8,0 com NaOH (+ 20g NaOH em “pellet”) e a solucao foi

autoclavada.
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5.2.19. Acetato de sodio 3 M, pH 4,6
Acetato de sodio (CH3COONa-3H20) (Merck 6267) 204 ¢
Agua ultra pura q.s.p. 50 mL
Dissolveu-se o acetato de sodio em 50 mL de agua ultra pura, ajustou-se o pH para

4,6 e armazenou-se a -20 °C.

5.2.20. ANTPS (concentracio final: 1,25 mM)

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

microtubos de 0,5 mL.

5.2.21. 10X Buffer
Tampio do kit Taq-polimerase Brasil - Invitrogen® pronto para uso. Aliquotar 125 pL

em microtubos de 0,5 mL.

5.2.22. MgCl, (concentracio final: 50 mM)
Cofator do kit Tag-polimerase Brasil - Invitrogen®™ pronto para uso. Aliquotar 50 pL

em microtubos de 0,5 mL.

5.2.23. Taq polimerase (S5U/ pL)

Aliquotar 10 uL de Tag-polimerase Brasil - Invitrogen® em microtubos de 0,5 mL.

5.2.24. Brometo de etidio
Brometo de etidio 8 uL
Tampao Tris-borato-EDTA (TBE) 1x 300 mL
O brometo foi adicionado ao TBE Ix em um recipiente e misturados até

homogeiniza¢ao da solugao.

5.2.25. Corante lactofenol azul de algodao (COLLINS, 1969)

Acido fénico fundido-fenol 1% 20 mL
Acido latico 20 mL
Glicerina 40 mL

Azul de algodao 0,05 ¢
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5.3. Local de coleta

As coletas foram realizadas durante a revoada, na saida dos olheiros, momentos antes
de iniciarem o vdo nupcial, em trés ninhos adultos de Atta capiguara Gongalves (1944)
(Figura 1) e um ninho adulto de Atta laevigata Smith (1858), localizados na Fazenda Santana,
Botucatu, Estado de Sao Paulo, Brasil (localizagao no GPS: 22°50.6S; 48°26.1“ W; elevagdo
798 m) (Figura 2), em novembro 2008 e novembro 2009. Na area sdo encontradas

predominantemente gramineas Paspalum sp.

A

FIGURA 1. A - I¢as e bitus saindo dos olheiros antes de iniciarem o véo nupcial e B — I¢a
coletada e acondicionada em placa petri para transporte ao laboratorio. Imagens cedidas pelo
Prof. Dr. Fernando Carlos Pagnocca.
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5.4. Isolamento dos fungos

Para o isolamento dos fungos das igés, utilizou-se a técnica de flotagdo em oOleo
(SATOW et al., 2008). As formigas foram colocadas em tubos de 50 mL contendo 25 mL de
solugdo salina; 200 U de penicilina; 200 pg/mL de cloranfenicol; 200 pg/mL de
estreptomicina ¢ 500 pg/mL de cicloheximida (actidiona). Os tubos foram agitados
manualmente e incubados a temperatura ambiente por 30min. Apos, adicionou-se a essa
solugdo 5 mL de 6leo mineral esterilizado, seguido de uma agitagdo vigorosa por 5 minutos.
Por 20 minutos os tubos foram deixados em repouso. Da interface desta solu¢do foram
retiradas aliquotas de 100uL, e semeadas em Agar Mycosel. As placas foram incubadas a
35°C por aproximadamente 45 dias, até o aparecimento de colonias. O isolamento das
mesmas foi feito em placas contendo MA 2% e antibidticos (16.570 U/ml de penicilina;
100.000 pg/ml de estreptomicina; 10.000 pg/ml de clorotetraciclina) para garantir a pureza da
cultura.

Alguns tubos foram incubados a 25°C por um periodo de até 45 dias, sendo também
realizado um isolamento destes. Uma pequena por¢ao do micélio do fungo foi retirada do tubo
e transferida para placas contendo MA 2% e antibidticos (16.570 U/ml de penicilina; 100.000
png/ml de estreptomicina; 10.000 pg/ml de clorotetraciclina). A Figura 3 ilustra o crescimento

fingico observado.

FIGURA 3. Crescimento fingico em tubo (apontado pela seta vermelha e numerado, onde B
significa body — corpo), observado pela técnica de flotagdo em o6leo mineral. Incubagdo a
25°C por 45 dias.



34

As culturas puras foram armazenadas em tubos de cultura contendo MA 2% inclinado

e mantidas a 10°C.

5.5. Identificacio e caracterizacao dos fungos

As culturas foram observadas macro e microscopicamente mediante o uso de
estereomicroscopio e preparagdo de laminas para microscopia Optica a partir da técnica de
microcultivo. Dois pequenos blocos de agar inoculados foram colocados nas extremidades de
uma lamina esterilizada, cobertos por laminulas estéreis. Este conjunto foi mantido no interior
de uma camara umida, constituida de uma placa de Petri com um pedago de algodao
umedecido em agua destilada esterilizada, sobre um tubo de vidro em U, conforme a Figura 4

(CROUS et al., 2009a).

FIGURA 4. Microcultivo em lamina do fungo do género Cladosporium.

Sabe-se que os caracteres macromorfologicos da colonia fingica podem variar
conforme o meio de cultivo, dependendo de sua constituicdo nutricional ou devido a
diferentes tempos e temperaturas de incubacdo. A analise macroscopica dos cultivos visou
caracterizar: textura (serosa, cremosa, mucoOide, membranosa, pulverulenta, granular,
camurga, cotonosa), topografia (plana, convexa, umbilicada, pregueada, cerebriforme),
aspecto (brilhante, opaco, seco, imido), superficie (lisa, fissurada, rugosa), bordas (regulares,
irregulares, radiadas), cor da coldnia, presenca ou auséncia de pigmento, tempo de

crescimento e diametro da colonia.
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No caso dos géneros mais comuns, a caracterizacdo foi realizada baseando-se em
chaves ¢ manuais de identificacdo de acordo com medicdes de estruturas, coloracao e
superficie de coldnias, e taxa de crescimento.

Para culturas com marcadores fenotipicos insuficientes para uma identificacio
morfolégica, foi realizado o seqiienciamento do DNA ribossomico (rDNA), utilizando-se as

técnicas descritas abaixo.

5.5.1. Extracao de DNA

O equivalente a 100 pL. de micro-esferas de vidro esterilizadas (Sigma®) foram
adicionadas a microtubos de 1,5 mL contendo 500 pL de solu¢do de lise estéril. Foram
adicionadas aproximadamente duas a trés alcadas da cultura com até 10 dias de crescimento e
agitadas vigorosamente em vortex por 4 minutos, promovendo a quebra das células para
liberagao do DNA. Em seguida, os tubos foram incubados em banho-maria por 1 hora a 65°C.
Repetiu-se os procedimentos de agitacdo e aquecimento em banho-maria mais duas vezes e,
depois disso, os tubos foram centrifugados por 15 minutos a 13.000 rpm. Em seguida,
recuperou-se a fase aquosa (aproximadamente 400 uL) em novos tubos estéreis previamente

marcados (modificado de Sampaio et al.,2001 e Almeida, 2005a).

5.5.2. Eletroforese

Produtos de extracdes, amplificacdes e purificacdes foram caracterizados em gel de
agarose a 1% em TBE 1x para conferir a qualidade do procedimento. A eletroforese foi
realizada em uma cuba horizontal, onde o gel de agarose carregado com 2 pL de cada amostra
obtida do DNA bruto misturadas com 2 pL de corante (Loading Buffer) foram submetidos a
100 e 50 mA por 40 minutos. O marcador de peso molecular (ladder) utilizado foi de 1kb.
Depois da corrida, o gel foi corado em brometo de etidio 0,5 pg mL ', que permite que o
DNA fique visivel quando submetido a luz UV e visualizado através do transiluminador
Eletronic Multiwave™ Transilluminator e fotografado com auxilio do programa Kodak

Digital Science ID®.
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5.5.3. Microsatélites (MSP-PCR)

As extragdes bem sucedidas foram diluidas na propor¢do de 1 uLL de amostra para 750
uL de 4gua ultrapura estéril, qualidade Milliq® para a realizacio do procedimento de PCR
para microssatélite (MSP-PCR), adaptado de Meyer et al. (1993), no qual foram comparados
padroes de bandas para realizagdo de agrupamentos entre as linhagens, bem como para
deteccao de diferenciagdes intra-especificas. Os padrdes de bandas foram comparados com
marcador molecular (Ladder), que possui 1000 pares de bases com pesos conhecidos
(Promega®™ Corp.), aplicando-se 5ul nos pocos das extremidades do gel. Para a amplificacio
por MSP-PCR, foi preparado um mix de reagentes contendo o primer GAC, conforme Tabela
1.

Tabela 1. Reagentes para o MIX de PCR para microsatélite

Reagentes Quantidade por amostra
dNTPs (1,25 mM cada) 4,0 uL
Buffer 10x (“tampao da Taq”) 2,5 uL
MgCl, (50 mM) 1,0 uL
Primer GAC — (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 vortex e posto em centrifuga por alguns segundos, distribuido
em aliquotas de 20 pL em microtubos de 0,2 mL e por fim, adicionado 5 pL. do DNA diluido.
Essas misturas de reagentes com DNA foram agitadas brevemente em vortex e logo em
seguida centrifugadas por alguns segundos. A partir de entdo, os microtubos das amostras
foram colocados em um termociclador para dar inicio ao programa “MSP-PCR” (1° ciclo:
95°C/ 3 min, 40 ciclos a 93°C/ 45 s, 50°C/ 1 min, 72°/ 1 min e final de 72°C/ 6 min, 10°C o).
Apos a amplificagdo, as amostras foram aplicadas em gel de agarose (1,4% preparado com
TBE 0,5x), em tampdo TBE 0,5x para verificar a qualidade dos produtos formados. Depois da
corrida, o gel foi revelado em brometo de etidio, visualizado através do transiluminador
Eletronic Multiwave™ Transilluminator e fotografado com auxilio do programa Kodak
Digital Science ID®. Quando identificada a semelhanca entre as estirpes, uma foi selecionada

para seguir as etapas subsequentes de sequenciamento.
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5.5.4. Amplificacdo do DNA

Apos a extracao foi feita a amplificagao da regido ITS do DNA ribossomico 26S. Para
isso, um mix de reagentes contendo os primers VOG e LS266 foi preparado para amplificagdo

do DNA dos fungos (Tabela 2).

Tabela 2. Reagentes para o MIX de PCR para amplifica¢do da regido ITS do DNA
ribossomico 26S

Reagentes Quantidade por amostra
Agua ultrapura, qualidade Milliq® estéril 8,3 ulL
Primer V9G (10 pmol) 2,0 uL
Primer LS266 (10 pmol) 2,0 uL
Buffer 10x (“tampao da Taq”) 2,5ulL
MgCl, (50 mM) 1,0 uL
dNTPs (1,25 mM cada) 4,0 uL
Taq polimerase (5U/uL) 0,2 uL

O mix foi distribuido em aliquotas de 20 pL em tubos de 0,2 mL e, em cada tubo,
foram adicionados 5 pL de sua respectiva amostra de DNA diluido em &agua ultrapura,
qualidade Milliq® estéril na propor¢do de 1:750. Os tubos foram agitados em vortex por 5
segundos, aproximadamente, seguido de breve centrifugacdo para serem distribuidos no
termociclador e iniciar o programa de amplificagdo “BLACKIE” (1 ciclo de 94°C/ 2 min
seguido de 35 ciclos a 94°C/ 35 s, 52°C/ 30 s, 72°C/ 1 min, 10°C/ ). Para verificagdo dos
produtos de amplificagdo foi realizada eletroforese em gel de agarose 1% como realizado para

verificacao da extragao.
5.5.5. Purificacdo do DNA bruto

Depois da verificagdo da qualidade dos produtos formados na amplificagdo, as
amostras foram purificadas, utilizando-se o kit “Illustra GFX PCR DNA and gel band
purification kit”, da GE Healthcare®. As amostras puras resultantes foram aplicadas em gel de

agarose 1% para eletroforese para nova checagem.
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5.5.6. Reacdo de seqiienciamento

Utilizou-se o kit “DYEnamic™ ET Dye Terminator Kit”, da GE Healthcare® para a
reagdo de seqiienciamento de 1 pL de cada amostra purificada. Foi empregado o programa
“DYEnamic” (25 ciclos de 95°C/20 s, 50°C/ 15 s e 60°C/ 60 s). Ap6s a amplificagdo, todas as
amostras seguiram para a purificagdo da reagdo de sequenciamento, adaptado do manual de
instrucdes do kit “DYEnamic™ ET Dye Terminator Kit”, GE Healthcare®. A seguir, apos
secagem, os pellets das amostras foram re-suspendidos com 3 puL de formamida (do kit do
DYEnamic®), agitadas em vortex, centrifugadas por alguns segundos, colocadas no gelo e
abrigadas da luz até serem aplicadas no sequenciador automatico 3130 Genetic Analyser —
model 627-0040 (Applied Biosystems, Foster City, E.U.A).

As seqiiéncias resultantes foram editadas usando o software BioEdit v.7.0.5.3 (HALL,
1999). Um “blast” foi realizado no banco de dados do National Center for Biotechnology

Information — Genbank, a fim de se comparar as sequéncias “consensus’.
5.6. Preservacao dos fungos

As estirpes foram preservadas em agar malte 2% inclinado em tubos de cultura
mantidos a 10°C e em ultrafreezer mediante a técnica de criopreservagdo a -80°C. Nesta,
microtubos de 2 mL e pérolas de vidro (3 mm diametro) foram esterilizados em autoclave, a 1
atm, a 121°C, por 15 minutos. Em seguida foram etiquetados em duplicata, sendo dois
microtubos para cada linhagem a ser preservada. Em cada microtubo, foram adicionados 300
pL de caldo de malte 2% estéril. Os fungos a serem estocados foram cultivados nos
microtubos por 7 dias. Apds, foi adicionado 300 pL de glicerol 30% e agitado vigorosamente
em vortex por 10 segundos e, logo apos, foram adicionadas 12-15pérolas de vidro de 0,2-03
mm de didmetro até cobrir todo o volume de glicerol. Em seguida, os microtubos foram
congelados por 2 horas a -20°C antes de serem transferidos para os ultrafreezers a -80°C. As
duplicatas foram guardadas em caixas e freezers separados, para garantir uma copia de

seguranca para cada estirpe (modificado de CBS, 2010).
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5.7. Documentac¢io dos fungos

As espécies de fungos isoladas foram foto-documentadas através de uma camera
digital Sony Cyber-shot® DSC-W150 e utilizando-se um fotomicroscopio 6ptico Leica® DM
1000 com uma cdmera Leica™ DFC 280 acoplada.

As imagens obtidas, juntamente com as suas respectivas descrigdes e observagoes,
foram reunidas em uma ficha catalografica para cada taxon identificado. Na ficha constam:
codigo do isolado, data de coleta, identificacdo, origem, imagem da colonia, imagem de
morfologia celular, medigdes, informagdes taxondmicas, descricdes macro e microscopicas,
sequencia de DNA (quando obtida) e referéncias bibliograficas utilizadas para identificaciao

morfoldgica mediante uso de chaves.
5.8. Descarte de residuos
Nas Tabelas 3 e 4 encontram-se listados os residuos solidos e liquidos,

respectivamente, gerados durante este trabalho e a forma como foram tratados. Assim, foram

separados em solidos e liquidos, sendo os toxicos e perigosos ao meio ambiente ¢ saude

humana tratados de maneira especial.

Tabela 3. Residuos solidos produzidos, efeitos prejudiciais e formas de tratamento

Residuo

Efeitos prejudiciais

Tratamento

Materiais reciclaveis,
como papel

Compodem “lixdes” que poluem o meio
ambiente e representam perigo as
pessoas que praticam catagio (MUNOZ,
2002)

Séao coletados pelo Programa
de Coleta Seletiva da UNESP
Rio Claro para posterior venda
para a Empresa Primos (Apara
de Papel)

Materiais ndo
reciclaveis, como placas
de petri e lampadas

Por apresentarem carater perfuro-
cortante apresentam riscos as pessoas
que vivem proximas a “lixdes”, e
possuem tem de decomposicao superior
a 10 mil anos

Os pedagos foram enrolados
em pedagos de papel grosso ¢
acondicionados em tambores

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

Risco a satde publica em decorréncia a
exposi¢cao a agentes patogé€nicos e
poluicdo ambiental

Esterilizacdo do em autoclave
durante 20 minutos a 121°C,
destruindo os micro-
organismos através da
termocoagulagdo das proteinas
citoplasmaticas

Materiais contaminados

com brometo de etideo,

como luvas de nitrila e
géis de agarose

Substancia intercalante de alta
toxicidade e mutagenicidade, causando
danos a saude humana e ao meio
ambiente (MOREIRA, 2010)

Separados e etiquetados em
sacos plastico azuis e
encaminhados a Central de
Residuos da UNESP Rio Claro
para posterior incineragdo
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Tabela 4. Residuos liquidos produzidos, efeitos prejudiciais e formas de tratamento

Residuo

Efeitos prejudiciais

Tratamento

Residuos liquidos ndo-toxicos,
como solugdes aquosas

Poluigao de rios, alterando a
qualidade da agua

Langados diretamente na rede
coletora de esgoto, passando por
um tratamento na Estacdo de
Tratamento de Esgoto (ETE),
reduzindo a concentracdo de
poluentes até o ponto em que
ndo apresentem riscos para a
saude

Antibidticos: cloranfenicol
(100g em 1L de alcool),
penicilina (10g em 1L de agua),
estreptomicina (100g em 1L de
agua), clorotetraciclina (10g em
1L de élcool 70%) e
cicloheximida (100g em 1L de
acetona)

Se liberados na rede de esgoto,
persistem no meio ambiente e
ndo sdao completamente
removidos nas ETEs, podendo
causar efeitos adversos na saude
humana e de outros organismos,
como peixes (BILA; DEZOTTI,
2003). Cicloheximida ¢ uma
substancia muito toxica por
inalagdo, ingestdo e em contanto
com a pele, possuindo carater
cancerigeno

Por possuirem componentes
termossenssiveis sao inativados
durante esterilizagdo por calor
umido em autoclave, sendo o
residuo eliminado em agua
corrente durante lavagem da
vidraria (LUNN; SANSONE,
1994)

Solugao de brometo de etideo

Substancia intercalante de alta
toxicidade e mutagenicidade,
causando danos a satide humana
€ a0 meio ambiente
(MOREIRA, 2010)

Armazenadas em galdes
reforcados, encaminhados a
Central de Residuos da UNESP
Rio Claro e posteriormente
incinerados
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6. RESULTADOS

Nas tabelas 5 ¢ 6 encontram-se os resultados dos isolamentos da 1* e 2* coletas,
respectivamente. Ao todo, foram obtidas duzentas e quatorze estirpes a maioria proveniente
do ninho 2 de Atta capiguara. Na 1? coleta os fungos melanizados foram tdo freqiientes nas
amostras (56,7%), quanto os fungos hialinos (43,3%); na 2* coleta os hialinos foram menos

freqiientes (35%)(Figura 5).

Tabela 5. Quantidade e origem das i¢as e dos fungos isolados na primeira coleta
(Novembro/2008).

Nuimero de fungos isolados

Numero de icas Total de fungos isolados
Negros Hialinos
Atta capiguara 1 30 6 17 23
Atta capiguara 2 10 19 9 28
Atta capiguara 3 30 17 29 46
Total 70 42 55 97

Tabela 6. Quantidade e origem das icds e dos fungos isolados na segunda coleta
(Novembro/2009).

Numero de fungos isolados

Numero de icas Total de fungos isolados
Negro Hialino
Atta capiguara 1 50 33 13 46
Atta capiguara 2 50 29 11 40
Atta laevigata 50 14 17 31

Total 150 76 41 117
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FIGURA 5. Relacdo de fungos negros ¢ hialinos para cada coleta em ninhos de i¢as.

Nos ninhos Atta capiguara 3 e Atta laevigata foram realizadas apenas uma coleta
cada. Das duzentas e quatorze estirpes obtidas, 81 com aspecto filamentoso foram
selecionadas para este trabalho (Tabela 7), e as restantes estdo sendo utilizadas em outros

projetos.

Tabela 7. Quantidade de fungos utilizados neste trabalho, por ninho e por coleta

Nimero de fungos filamentosos

1 Coleta 2? Coleta
Total
Negros Hialinos Negros Hialinos

A. capiguara 1 1 1 22 2 26
A. capiguara 2 17 0 10 4 31
A. capiguara 3 13 0 0 0 13
A. laevigata 0 0 5 6 11
Total 31 1 37 12 81




43

Observou-se a predominancia de géneros como Penicillium, Cladosporium e
Cladophialophora (Tabela 8), sendo a maior diversidade de géneros encontrada no ninho 1 de
A. capiguara. Como observado pela sua alta ocorréncia em ninhos especificos, essas espécies

podem estar encontrando condig¢des adequadas para sobrevivéncia e propagacao.

Tabela 8. Distribuicdo dos fungos isolados utilizados neste estudo a partir dos corpos de icas
coletadas na Fazenda Santana, Botucatu, SP, em novembro/2008 e novembro/2009.

Ninho
Género A. ;:aapiguarz? 1] A 1caapiguarga: 2 | A capiguara3 | A. laevigata
coleta coleta coleta coleta (uma coleta) (uma coleta)
Acremonium sp. 1
Cladophialophora sp. 1 2 1
Cladosporium sp. 2 4 2
Exophiala sp. 2
Paecilomyces sp. 1
Penicillium sp. 1 4 5
Phialophora sp. 1
Scolecobasidiella sp 1
Scolecobasidium sp. 1
Teratosphaeria sp. 2

Das oitenta e uma estirpes inicialmente isoladas, treze (16%) perderam a viabilidade,
possivelmente devido ao estresse sofrido durante o isolamento e em trinta e oito (46,0%) nao
se observou fase sexuada.

Os dados sobre caracteres macroscopicos, microscopicos € moleculares (quando
realizados) sobre os fungos isolados foram organizados em fichas catalograficas cujo modelo

foi modificado de Cruz (2010).
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FICHA CATALOGRAFICA
Paecilomyces sp. Bain. (1907)
1) Cadigo: F0076 2) Data do isolamento: 19/11/2008

3) Substrato de origem: Corpo de iga — Atta capiguara 2
4) Foto-caracterizacao:

Colonias de Paecilomyces sp., com 9 dias de Colénias de Paecilomyces sp., com 9 dias de
crescimento, em M. A. 2%, a 25°C crescimento, em PDA, a 25°C
Conidiéforo Conididéforos e conidios
5) Medigoes:

Conidios: 2,3 a4,5umx 1,1 a 3,4 um.
Fialides: 8,0 pm x 3,0 um.

6) Observacoes:

Colonias se espalham amplamente pela placa, com coloragdo réseo em M.A.2% e branca em PDA. As
fidlides, de paredes lisas, apresentam formato de garrafa; e os conidios sdo unicelulares, arredondados,
de parede lisa e separados das fidlides em forma de cadeias.

7) Referéncias bibliogrificas:

de HOOG, G.S. et al. Atlas of Clinical Fungi. 2nd. ed. Centraalbureau voor
Schimmelcultures, Universitat Rovira 1 Virgili, Utrecht/Reus, 2000. 720p.

DOMSCH, K. H., GAMS, W., ANDERSON, T.H.. Compendium of soil fungi. London:
Academic Press. v. 1. 120p. 1993.
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FICHA CATALOGRAFICA
Cladosporium spp, Link ex Fr. (1821)
1) Codigo: FO104 2) Data do isolamento: 19/11/2008

3) Substrato de origem: Corpo de iga — Atta capiguara 3
4) Foto-caracterizacao:

Colonia de Cladosporium sp., com 7 dias de Colonias de Cladosporium sp., com 7 dias de
crescimento, em M.A. 2%, a 25°C crescimento, em PDA, a 25°C
Ramoconidio e conidios Ramoconidio e conidios
5) Medigoes:

Conidios: 4,52 6,8 umx 1,7 a 2,8 um.

6) Observacoes:

Colbnias possuem crescimento moderado, sendo verde acinzentada em M.A.2% com aspecto
pulverulento e verde oliva em PDA com aspecto aveludado, sendo o verso preto. Os conidios sdo
unicelulares, elipticos, de parede lisa e ocorrem em cadeias ramificadas que prontamente desarticulam-
se.

7) Referéncias bibliogrificas:

CROUS, P.W. et al. The genus Cladosporium and similar dematiaceous hyphomycetes.
Studies in Mycology. Utrecht, v. 58, 2007, 253p.

DOMSCH, K. H., GAMS, W., ANDERSON, T.H.. Compendium of soil fungi. London:
Academic Press. v. 1. 120p. 1993.
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FICHA CATALOGRAFICA
Cladosporium spp. Link ex Fr. (1821)
1) Caodigo: F0109 2) Data do isolamento: 19/11/2008

3) Substrato de origem: Corpo de iga — Atta capiguara 3
4) Foto-caracterizacao:

Conidioforos e conidios

Colonia de Cladosporium sp., com 9 dias de
crescimento, em M.A. 2%, a 25°C

5) Medicoes:

Conidios: 5,72 6,8 umx 1,1 a 3,3 pm.

6) Observacoes:

Coldnias possuem crescimento moderado, sendo verde oliva acinzentada em M.A.2% com aspecto
pulverulento e verso preto. Os conidios sdo unicelulares, elipticos, de parede lisa e ocorrem em cadeias

ramificadas que prontamente desarticulam-se. O fungo libera um pigmento amarelo no meio que se
difunde na placa com o passar do tempo.

7) Referéncias bibliograficas:

CROUS, P.W. et al. The genus Cladosporium and similar dematiaceous hyphomycetes.
Studies in Mycology. Utrecht, v. 58, 2007, 253p.

DOMSCH, K. H., GAMS, W., ANDERSON, T.H.. Compendium of soil fungi. London:
Academic Press. v. 1. 120p. 1993.

de HOOG, G.S. et al. Atlas of Clinical Fungi. 2nd. ed. Centraalbureau voor
Schimmelcultures, Universitat Rovira 1 Virgili, Utrecht/Reus, 2000. 720p.
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FICHA CATALOGRAFICA
Cladophialophora spp. Link ex Fr. (1821)
1) Caodigo: F0136 2) Data do isolamento: 19/11/2008

3) Substrato de origem: Corpo de iga — Atta capiguara 2
4) Foto-caracterizacao:

Colénia de Cladophialophora sp., com 7 dias Coldnia de Cladophialophora sp., com 7 dias
de crescimento, em M.A. 2%, a 25°C de crescimento, em PDA, a 25°C
Conidioforo e conidios Conidios em cadeia
5) Medigoes:

Conidios: 2,3 a3,4 umx 1,7 a2,3 um.

6) Observacoes:

Coldnias possuem crescimento moderado, sendo verde oliva acinzentada em M.A.2% com aspecto
pulverulento e verde oliva escuro em PDA, com verso preto. Os conidios sdo elipticos, de parede lisa e
ocorrem em cadeias ramificadas.

7) Referéncias bibliogrificas:

BADALI, H. Biodiversity, pathogenicity and antifungal susceptibility of
Cladophialophora and relatives. Universiteit van Amsterdam: Digital Academic Repository.
149p. 2010.

DOMSCH, K. H., GAMS, W., ANDERSON, T.H.. Compendium of soil fungi. London:
Academic Press. v. 1. 120p. 1993.
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FICHA CATALOGRAFICA
Cladophialophora spp. Link ex Fr. (1821)
1) Cédigo: F0162 2) Data do isolamento: 26/11/2008

3) Substrato de origem: Corpo de iga — Atta capiguara 2
4) Foto-caracterizacao:

Col6nia de Cladophialophora sp., com 4 Colonia de Cladophialophora sp., com 4
dias de crescimento, em M.A. 2%, a 25°C dias de crescimento, em PDA, a 25°C
Conidioforo e conidios Conidioforo e conidios
5) Medigoes:

Conidios: 6,8 28,0 umx 1,7 a 2,8 um.

6) Observacoes:

Colonias possuem crescimento moderado, sendo verde esbranquicada em M.A.2% com aspecto
pulverulento e verde oliva acinzentado com borda branca em PDA, com verso preto. Os conidios sdo
elipticos, de parede lisa e ocorrem em cadeias ramificadas.

7) Referéncias bibliogrificas:

BADALI, H. Biodiversity, pathogenicity and antifungal susceptibility of
Cladophialophora and relatives. Universiteit van Amsterdam: Digital Academic Repository.
149p. 2010.

DOMSCH, K. H., GAMS, W., ANDERSON, T.H.. Compendium of soil fungi. London:
Academic Press. v. 1. 120p. 1993.
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FICHA CATALOGRAFICA
Cladophialophora spp. Link ex Fr. (1821)
1) Cadigo: F0269 2) Data do isolamento: 12/02/2009

3) Substrato de origem: Corpo de iga — Atta capiguara 1
4) Foto-caracterizacao:

Colonia de Cladophialophora sp., com 7 Colénia de Cladophialophora sp., com 7
dias de crescimento, em M.A. 2%, a 25°C dias de crescimento, em PDA, a 25°C
Conidiogénese Conidioforo
5) Medigoes:

Conidios: 4,52 8,0 um x 2,3 a 3,9 um.

6) Observacoes:

Colonias possuem crescimento moderado, sendo verde oliva em M.A.2% com aspecto pulverulento e
verde oliva escuro em PDA, com verso preto. Os conidios sdo elipticos, de parede lisa e ocorrem em
cadeias ramificadas.

7) Referéncias bibliogrificas:

BADALI, H. Biodiversity, pathogenicity and antifungal susceptibility of
Cladophialophora and relatives. Universiteit van Amsterdam: Digital Academic Repository.
149p. 2010.

DOMSCH, K. H., GAMS, W., ANDERSON, T.H.. Compendium of soil fungi. London:
Academic Press. v. 1. 120p. 1993.



FICHA CATALOGRAFICA

Scolecobasidiella sp M.B. Ellis (1971)

1) Codigo: FO171 2) Data do isolamento: 26/11/2008
3) Substrato de origem: Corpo de iga — Atta capiguara 2

4) Foto-caracterizacao:

Colénia de Scolecobasidiella sp., com 11 dias de
crescimento, em M.A. 2%, a 25°C

Colénia de Scolecobasidiella sp., com 11 dias
de crescimento, em PDA, a 25°C

Conidiogénese
5) Medigoes:
Conidios: 6,7 x 2,8 um.

6) Observacoes:

Conidios
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Coldnias possuem crescimento lento, sendo ver oliva em M.A.2% com aspecto pulverulento e verde

oliva escuro com borda alaranjada em PDA. Os conidios sdo individuais, septados ¢ elipsoidais.

7) Referéncias bibliogrificas:

ELLIS, M.B. More dematiaceous hyphomycetes. Commonwealth Mycological Institute, Kew,

Surrey, England, 1976; pp. 507
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FICHA CATALOGRAFICA
Scolecobasidium sp Abbott (1927)
1) Codigo: F0297 2) Data do isolamento: 03/12/2009

3) Substrato de origem: Corpo de iga — Atta capiguara 1
4) Foto-caracterizacao:

Colonia de Scolecobasidium sp com 17 dias de
crescimento, em M.A. 2%, a 25°C

5) Medigoes:
Colonias estéreis.
6) Observacoes:

Consenso — regido ITS:
ATCATTACTGAGTGGGCTTTTCTTAGGAATTGCAACACCCGATCTGATGTCATTTGATCGTTGGGGT
GAGGTGTGGCTTTTTTGGGACGAACTGGAATTCGGGTAACCGAGAGCTAGCACGGACCACCAAGTC
AACCTCACAGCCAACACTGATATTTCGCCGGAAGAGGTAGTCATTGAATTGCCCGCCGGCGGCCAT
ATTTACAACTCTGTTTGAATTGTGAAGTCTGAATACGACAAAAAATGAAAAGCAAAACTTTCAACA
ACGGATCTCTTGGCTCTGGCAACGATGAAGAACGCAGCGAAACGCGAAAGGTAATGCGAATTGCA
GAATCAGTGAGTCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCTCTTGGTATTCCAGGAGGCACGCCTG
TTCGAGCGCCATTACAAACTCCAAGCTTGGCTTGATGATGGGGGATGTTTGAACTTAGTATCTAAC
ACCTCTGGAACGCGTTGGCGCCGCCGGCGAACCACGAGCGTAGCAAGACGAAAGTCATCGCATCG
TTGGGATCGTCGGACGGTCTGCCTTGTCGATATAACAACCGATATACACTTACCA

7) Referéncias bibliograficas:

DOMSCH, K. H., GAMS, W., ANDERSON, T.H.. Compendium of soil fungi. London:
Academic Press. v. 1. 120p. 1993.

ELLIS, M.B. More dematiaceous hyphomycetes. Commonwealth Mycological Institute, Kew,
Surrey, England, 1976; pp. 507
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FICHA CATALOGRAFICA
Cladosporium sp Link ex Fr. (1821)
1) Codigo: F0312 2) Data do isolamento: 03/12/2009

3) Substrato de origem: Corpo de ica — Atta laevigata
4) Foto-caracterizacao:

Colonias de Cladosporium sp., com 13 dias de Colonias de Cladosporium sp., com 7 dias
crescimento, em M.A. 2%, a 25°C de crescimento, em PDA, a 25°C
Ramoconidio Conidios
5) Medigoes:

Conidios: 6,2a7,9 umx 2,3 a 2,8 um.
6) Observacoes:

Colonias possuem crescimento moderado, sendo verde oliva em M.A.2% com aspecto pulverulento e
verde oliva claro em PDA. Os conidios sdo elipticos, de parede lisa.

7) Referéncias bibliograficas:

CROUS, P.W. et al. The genus Cladosporium and similar dematiaceous hyphomycetes.
Studies in Mycology. Utrecht, v. 58, 2007, 253p.

DOMSCH, K. H., GAMS, W., ANDERSON, T.H.. Compendium of soil fungi. London:
Academic Press. v. 1. 120p. 1993.
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FICHA CATALOGRAFICA
Exophiala salmonis Carmichael (1966)
1) Codigo: F0322 2) Data do isolamento: 03/12/2009

3) Substrato de origem: Corpo de iga — Atta capiguara 1
4) Foto-caracterizacao:

Conidiogénese e conidios
Colonia de Exophiala salmonis, com 12 dias

de crescimento, em M.A. 2%, a 25°C

5) Medigoes:
Conidios: 8,0 um x 3,0 a 4,0 um.

6) Observacoes:
Colonias possuem crescimento lento sendo verde oliva escuro em M.A.2% com aveludado . A forma
leveduriforme ¢é geralmente ausente. Os conidios sdo elipticos, de parede lisa.

Consenso — regido ITS:
CCCGATCTCCCACCCTTTGTCTACTTGACCATCGTTGCTTCGGCGAGCCCGTCCTCATGGACCGCCG
GAGGGCCCTCACGCCCTCTGGCCCGCGCCCGCCGACAGCCCCCTCTTTAAAATCTTAACTAAACGT
GTCTTGAATCTAAGTATTTATTTGTTAAATTAAAAACAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCT
GGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGCGAATTGCAGAATTCCAGTGAGTCAT
CGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTATTCCGAAGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTATC
ACCCCTCAAGCCCTCGGCTTGGTGTTGGACGGTTTGGTGGAGGCCCCGGCCCCTACCCCTCCCAAA
GACAATGACGGCGGCCTCGTTGGACCCCCGGTACACTGAGTTCTTCACGGGACACGTATCGGACAC
ACGGGTTTACGGGACACGGTCTGCCTCCCCTCAGGGAGAATTTTCTAAGGTTGACCTCGGATCAGG
TAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAACCAACAGGGATTGCCT
CAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAACAGCTCAAATTTGAAATCTGGCCTCTTTGGGGTCCGAGTTGT
AATTTGTAGAGGGATGTTTCGGGT

7) Referéncias bibliograficas:

de HOOG, G.S. et al. Atlas of Clinical Fungi. 2nd. ed. Centraalbureau voor
Schimmelcultures, Universitat Rovira i Virgili, Utrecht/Reus, 2000. 720p.

DOMSCH, K. H., GAMS, W., ANDERSON, T.H.. Compendium of soil fungi. London:
Academic Press. v. 1. 120p. 1993.
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FICHA CATALOGRAFICA

Phialophora sp. Medlar

1) Codigo: F0324 2) Data do isolamento: 03/12/2009

3) Substrato de origem: Corpo de iga — Atta capiguara 1

4) Foto-caracterizacao:

Cultura de Phialophora sp, com 35 dias de
crescimento em M.A. 2%, a 25°C

5) Medigoes:
Conidios: 3,0 24,0 pm x 2,0 a 3,0 um.

6) Observacoes:

Conidiogénese e conidios

Coldnias possuem crescimento lento, colorag@o negras e topografia plana em MA2%. Os conidios sdo

elipticos, de parede lisa.

7) Referéncias bibliograficas:

de HOOG, G.S. et al. Atlas of Clinical Fungi. 2nd. ed. Centraalbureau voor
Schimmelcultures, Universitat Rovira i Virgili, Utrecht/Reus, 2000. 720p.
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FICHA CATALOGRAFICA
Penicillium citrinum Thom
1) Codigo: F0332 2) Data do isolamento: 03/12/2009

3) Substrato de origem: Corpo de ica — Atta capiguara 1
4) Foto-caracterizacao:

Coldnias de Penicillium citrinum, com 7 Colonias de Penicillium citrinum, com 7
dias de crescimento em MEA, a 25°C dias de crescimento em CYA, a 25°C
Conidioforo Conidioforo
7) Medigoes:

Dimensdes das colonias apos 7 dias a 25°C: CYA (26mm; 22mm; 28mm), MEA (16mm;
I5mm; 16mm).

Conidios: 1,7 22,8 pm

Fialide: 5,6 2 7,9 um

Métula: 10 a 18 pm

8) Observacoes: Colonias em tons de verde (CYA: verso amarelo/verde claro, sulcado;
MEA: verso amarelo). Conidio globoso e liso, parede do conididforo lisa; fidlides em formato
flask-shaped.

9) Referéncias bibliograficas:
PITT, J.I. The genus Penicillium and its teleomorph states Eupenicillium and
Talaromyces. London: Academic Press Inc. 1979. 633p.

SAMSON, R.A. FRISVAD, J.C. Penicillium subgenus Penicillium: new taxonomic schemes,
mycotoxins and extrolites. Studies in Mycology. Utrecht, v. 49, 2004. 260p.



FICHA CATALOGRAFICA

Acremonium sp Link

1) Codigo: F0340 2) Data do isolamento: 03/12/2009
3) Substrato de origem: Corpo de ica — Atta laevigata

4) Foto-caracterizacao:

Col6nia de Acremonium sp., com 12 dias de
crescimento, em M.A. 2%, a 25°C

Colo6nia de Acremonium sp., com 16 dias de
crescimento, em PDA, a 25°C

Fialides aciculares
5) Medigoes:
Conidios: 6,22 7,9 umx 2,3 a 2,8 um.

6) Observacoes:

Conidios
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Colonias possuem crescimento moderado, sendo verde oliva em M.A.2% com aspecto pulverulento e
verde oliva claro em PDA, presenca de pigmento amarelo difuso no meio. Os conidios sdo elipticos,

de parede lisa.

7) Referéncias bibliogrificas:

CROUS, P.W. et al. The genus Cladosporium and similar dematiaceous hyphomycetes.
Studies in Mycology. Utrecht, v. 58, 2007, 253p.

DOMSCH, K. H., GAMS, W., ANDERSON, T.H.. Compendium of soil fungi. London:

Academic Press. v. 1. 120p. 1993.
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FICHA CATALOGRAFICA
Exophiala spinifera (Nielsen & Conant) McGinnis
1) Codigo: F0359 2) Data do isolamento: 03/12/2009

3) Substrato de origem: Corpo de iga — Atta capiguara 1
4) Foto-caracterizacao:

Cultura de Exophiala spinifera, com 9 dias Células com 15 dias de incubagdo a 25°C
de crescimento, em M.A. 2%, a 25°C

5) Medigoes:
Células: 2,0 2 6,0 pm x 2,0 24,0 pm.
6) Observacoes:

Sdo leveduriformes e com o tempo tornam-se filamentosas, com coloragdo olivacea-negra e verso
negro. As células sdo elipticas.

Consenso — regido ITS:
ATCATTACCGAGTTAGGGTCCTCATCGGGCCCGACCTCCCAACCCATTGTTTATGATACTCAGTGTT
GCTTCGGCAGGCCTGGTCTCGACCTGCCGGAGGGCCGTAACACGCCCCCCGGAGAGTGCCTGCCGA
CGGCCCCAACTTCCAAATTCTTTAACTAAACGTGTCTTTGTCTGAGTAAAGTCTTTAATAAAAGCAA
AACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAAT
GCGAATTGCAGAATTCTCGTGAGTCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTATTCCGAA
GGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTTCACCCCTCAAGCCCCCGGCTTGGTGTTGGACGGTTTGGTCC
CGGGACGCCCCTGGACCCCTCCCAAAGACAATGACGGCGGGCTGTTGCACCCCCGGTACACTGAGC
ATCTTCACGGAGCACGTACCGGTCTCAAGGGTCGACGGCACCCGGTCTTACCTATATCTTCAAGGT
GACC

7) Referéncias bibliograficas:

de HOOG, G.S. et al. Atlas of Clinical Fungi. 2nd. ed. Centraalbureau voor
Schimmelcultures, Universitat Rovira i Virgili, Utrecht/Reus, 2000. 720p.

DOMSCH, K. H., GAMS, W., ANDERSON, T.H.. Compendium of soil fungi. London:
Academic Press. v. 1. 120p. 1993.
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FICHA CATALOGRAFICA
Terastosphaeria sp Syd. & P. Syd.
1) Caodigo: F0386 2) Data do isolamento: 10/12/2009

3) Substrato de origem: Corpo de iga — Atta capiguara 2
4) Foto-caracterizacao:

Colonia de Teratosphaeria sp., com 11 dias Coldnia de Teratosphaeria sp., com 11
de crescimento, em M.A. 2%, a 25°C dias de crescimento, em PDA, a 25°C
Conidios em cadeia Conidiogénese
5) Medigoes:

Conidios: 6,82 10,0 um x 1,1 a 2,8 um.

6) Observacoes:

Coldnias possuem crescimento lendo, sendo verde olivaceas-negras em M.A.2% e PDA. Os conidios
sdo elipticos, de parede lisa, encontrados em cadeias.

Consenso — regido ITS:
CCCGACCTCCACCCCATGTAAATCATACCATGTTGCCTCGGGGGCGACCCGGCCCTTTTGGGCGTC
GGGGCCCCCGGTGGACCCATAACACTGCATCTGTGCGTCTGAGTGATTAATCAATCAATTAAAACT
TTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGA
ATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTCGGTATTCCGGGGGGC
ATGCCTGTTCGAGCGTCATTACACCACTCAAGCCTGGCTTGGTATTGGGCACCGCGGTCCCGCCGC
GCGCCCTAATGTCTCCGGCTGAGCCGTCTGTTCTCCAGCGTTGTGGTTACATCATCCGCTGCCGGGA
CACGATGGTTCATCGCCGTTAAACCCTTTTTTRTCAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCG
CTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAACCAACAGGGATTGCCCTAGTAACGGCGA
GTGAAGCGGCAACAGCTCAAATTTGAAATCTGGCGCAAGCCCGAGTTGTAATTTGTAGAGGACGCT
TCTGGGCAGCGGCCGGTCTAAGTTCCTTGGAACAGGACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTATGCG
ACCGGTTGGCACCC

7) Referéncias bibliograficas:
CROUS, P.W. et al.Mycosphaerella is polyphyletic. Studies in Mycology. Utrecht, v. 58,
2007, p.1-32.
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FICHA CATALOGRAFICA
Terastosphaeria sp Syd. & P. Syd.

1) Cédigo: F0387 2) Data do isolamento: 10/12/2009
3) Substrato de origem: Corpo de i¢a — Atta capiguara 2
4) Foto-caracterizacao:

Colonia de Teratosphaeria sp., com 11 dias Colonia de Teratosphaeria sp., com 11
de crescimento, em M.A. 2%, a 25°C dias de crescimento, em PDA, a 25°C
Conidios em cadeia Conidiogénese
5) Medigoes:

Conidios: 4,3 25,0 um x 3,0 2 4,0 um.

6) Observacoes:

Coldnias possuem crescimento lendo, sendo verde olivaceas-negras em M.A.2% e PDA. Os conidios
sdo elipticos, de parede lisa, encontrados em cadeias.

Consenso — regido ITS:
CCCCATGTAAATCATACCATGTTGCCTCGGGGGCGACCCGGCCCTTTTGGGCGTCGGGGCCCCCGG
TGGACCCATAACACTGCATCTGTGCGTCTGAGTGATTAATCAATCAATTAAAACTTTCAACAACGG
ATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATT
CAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTCGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCG
AGCGTCATTACACCACTCAAGCCTGGCTTGGTATTGGGCACCGCGGTCCCGCCGCGCGCCCTAATG
TCTCCGGCTGAGCCGTCTGTTCTCCAGCGTTGTGGTTACATCATCCGCTGCCGGGACACGATGGTTC
ATCGCCGTTAAACCCTTTTTTCTCAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAG
CATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAACCAACAGGGATTGCCCTAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCA
ACAGCTCAAATTTGAAATCTGGCGCAAGCCCGAGTTGTAATTTGTAGAGGACGCTTCTGGGCAGCG
GCCGGTCTAAGTTCCTTGGAACAGGACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTATGCGACCGGTTGGCA
CCCGTCACGTAGCTCCTTCGACGAGTCGAGTTGTTTGGGGAATGCAA

7) Referéncias bibliograficas:
CROUS, P.W. et al.Mycosphaerella is polyphyletic. Studies in Mycology. Utrecht, v. 58,
2007, p.1-32.
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7. DISCUSSAO

Para a caracterizagdo macromorfoldgica dos fungos isolados utilizaram-se dois meios
de cultivos diferentes, sendo M.A.2%, para estimular a esporulacdo e PDA, para observar o
crescimento micelial, especialmente com o intuito de evidenciar a superficie da colonia
(ATTILI et al., 1993).

O uso das caracteristicas morfologicas para a identificagdo de 46% dos taxons foi
dificultada pela auséncia de estruturas reprodutivas destes isolados. Em condigdes de estresse
ambiental, onde um menor gasto de energia parece garantir a sobrevivéncia do fungo, o
mesmo pode ndo esporular (CRUZ, 2010).

Diferentemente de outros trabalhos sobre a interagdo de microfungos e formigas
cortadeiras (RODRIGUES, 2004, 2009), nao foi isolado nenhum representante do género
Escovopsis sp., conhecido por ser um parasita especifico dos jardins de fungos de Attini
(CURRIE et al., 1999b). Pagnocca et al. (2008) também relataram a auséncia de desse fungo
em icas de Atta capiguara e Atta laevigata . A presenga deste género nas Attini derivadas ndo
¢ muito freqiiente (CURRIE et al., 1999a) embora também deva ser ressaltado que neste
trabalho a metodologia de isolamento empregada foi seletiva para fungos melanizados em
geral, o que garantiu maior biodiversidade dos géneros de fungos negros isolados comparado
ao estudo de Pagnocca et al. (2008), cujo isolamento teve como principio a caminhada de icas
em placas fechadas contendo YMA.

A maioria das espécies encontradas sdo cosmopolitas, como Cladosporium sp. e
Penicillium sp. e outras menos comuns como Exophiala sp., Scolecobasidium sp e
Scolecobasidiella sp. Embora reportado por Rodrigues (2004) como um fungo contaminante
dos ninhos de formiga, em nosso estudo Penicillium citrinum teve 10 ocorréncias, sendo uma
no ninho 1 de A. capiguara, quatro no ninho 2 de A. capiguara e cinco no ninho de A.
laevigata. Estudando a relagdo entre microfungos e formigas da espécie Cirsium wheeleri,
Rodrigues (2009) observou que alguns taxons como Cladosporium cladosporioides,
Paecilomyces lilacinus e espécies de Penicillium, ocorreram nos jardins de fungo em todas as
estacdes do ano, sugerindo que esses fungos podem permanecer nas colonias em forma
latente. Entretanto, considerando a freqiiéncia com que foi isolado neste trabalho pensamos
que o papel biologico desta espécie deva ser melhor investigado pois pode ndo ser um
contaminante ocasional.

Acremonium, Cladosporium e Penicillium sdo géneros muito presentes em amostras

de solos e possuem aplicacdo em biocontrole (Tabela 9), tendo sido encontrados também em
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outros estudos envolvendo ninhos de Atta sexdens (RODRIGUES, 2004), Atta laevigata
(BARBOSA, 2004) ¢ em Atta cephalotes (ORTIZ et al., 1999). Tais resultados revelaram que
¢ provavel que as formigas entrem em contato com esses fungos no momento do
forrageamento e, segundo Currie (2002) os mesmos podem ser levados para dentro do ninho
através de sua cuticula, sendo dispersos entre as formigas e no proprio ambiente. Essas
espécies fungicas podem contaminar o fungo simbionte, sendo necessarias agdes rapidas por
parte das formigas operarias para evitar ou remediar o aparecimento dos mesmos
(RODRIGUES, 2004).

Little & Currie (2007) fizeram a primeira meng¢do oficial da presenca de leveduras
negras (Herpotrichiellaceae), do género Phialophora, em ninhos de Apterostigma spp,
também encontrado no presente trabalho.

Assim como no presente estudo, Mayer ¢ Voglmayr (2009) relataram a presenca de
fungos melanizados da ordem Chaetothyriales (como Cladophialophora e Exophiala),
presentes em tuneis construidos por formigas Azteca brevis (Formicidae). A presenca
simultanea de varias espécies envolvidas na constru¢do dos tuneis sugere uma relagdo muito
generalizada entre Azteca e seus fungos simbiontes, diferenca marcante entre as formigas
cortadeiras dos géneros Atta e Acromyrmex que cultivam uma unica espécie de fungo.

Os géneros Scolecobasidium e Scolecobasidiella sdo habitantes naturais do solo
(DOMSCH et al., 1993; ELLIS, 1976), porém nao sdo cosmopolitas, tendo relatos apenas em
solo, substrato vegetal e folhas em contato com o solo (DOMSCH et al., 1993). Existem
apenas duas espécies descritas de Scolecobasidiella, sendo assim este trabalho podera
possibilitar um melhor entendimento a respeito da fisiologia e ecologia deste fungo.

Exophiala salmonis ¢ uma espécie patdogena de peixes (OTIS; WOLKE, 1985),
enquanto Exophiala spinifera pode causar sérias infec¢des em humanos (DE HOOG et al.,
2000). A constatacao da associacao dessas espécies com as formigas pode ser considerada um
problema para a sociedade tendo em vista a grande capacidade de adaptacdo das formigas ao
ambiente urbano e de dispersdo de micro-organismos (BUENO; CAMPOS-FARINA, 1999).

Cladophialophora constitui um género encontrado em solo e materiais em
decomposicdo (DE HOOG et al., 2000), porém em humanos ocasiona lesdes sistémicas e
cutdneas que podem ser fatais (DIXON et al, 1989). O isolamento dessas espécies
potencialmente patogénicas nesses ninhos e a ocorréncia de fato semelhante com outras
espécies de Attini basais, como foi o caso do isolamento de Candida dubliniensis em ninho de
Myrmicocrypta por Pagnocca et al., (2010) deve ser melhor investigado pela importancia em

relagdo a satde publica.



62

Além disso, também foram isoladas espécies fitopatogénicas classicas ou
potencialmente fitopatdgenas, como os géneros Teratosphaeria, particularmente conhecido
por causar lesdes foliares em Eucalyptus sp (CROUS et al. ,2009b; HUNTER et al., 2009) e
Penicilium é um fungo que inclui espécies fitopatogénicas, além das conhecidas produtoras de
antibidticos (TAKAHASHI; FERREIRA-LUCAS, 2008). Nao sabemos se as formigas
cortadeiras podem estar atuando como agentes dispersores de fungos entomopatogénicos, mas
o fato de que tais fungos estdo no interior de seus ninhos nos permite inferir que os mesmos
podem chegar a superficie foliar durante o forrageamento e nesse caso, além dos danos para a
agricultura ja conhecidos, temos um problema adicional.

Outros estudos sdao necessarios para definir melhor o papel exercido por estes micro-
organismos nos ninhos de formigas cortadeiras e o efeito secunddrio da dispersdo de

patodgenos potenciais no ambiente.

Tabela 9. Importancia econdmica e aplica¢des dos taxons isolados.

Taxon

Importancia e Aplicacio

Referéncia

Acremonium sp.

Cladophialophora sp.

Cladosporium sp

Exophiala sp

Paecilomyces sp

Penicillium citrinum

Phialophora sp.
Teratosphaeria sp

Biocontrole de Botrytis cinerea e
Penicillium expansum; interesse médico
(patogenicidade); degradacdo de
compostos xenobiodticos

Biorremedia¢ao de BTEX. Interesse
médico (patogenicidade)

Patogena (lesdes na pele, sinusites e
infecgdes pulmonares); fitopatogena de
Passiflora; controle bioldgico de insetos

(mosca branca da mandioca - Besimia
argentifolii).
Espécie patdgena responsavel por

feohifomicose, cromoblastomicose e

micetoma.

Interesse médico; biodeteriogénico.

Produc¢do de mitoxinas e contaminacao
de frutos citricos
Interesse médico.
Fitopatogena de Eucalyptus spp.

JANISIEWCZ, 1988;
FINCHER et al., 1991;
SILVA; MONTEIRO, 2000

PRENAFETA-BOLDU, et
al., 2002; PATTERSON et
al., 1999

SUTTON, 1998;
KRUSCHEWSKY et al.,
2006; FARIAS; SANTOS
FILHO, 1992

SUDDUTH et al., 1992; DE
HOOG et al., 2000

DE HOOG et al., 2000.
SAMSON et al., 2004.
NORBERG; SERRA-
FREIRE, 1993
DE HOOG et al., 2000.
HUNTER et al., 2009

Portanto, nos ninhos das formigas Attini ocorrem muitos micro-organismos que

podem ser transientes ou participar de fungdes que os tornem mais freqiientes nas colonias.
(CURRIE, 2001a,b; RODRIGUES, 2009). Essas associacdes t€ém impacto na dispersdo e

sobrevivéncia da microbiota associada.
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Segundo observagdes de Bueno et al. (2002), durante a producdo de individuos alados
para a reproducao, ha um declinio na biomassa do jardim de fungo, pois a producao de fémeas
adultas e machos exige grandes quantidades de energia. Nessa etapa do ciclo de vida da
colonia ¢ possivel que alguns micro-organismos, especialmente fungos filamentosos, se
proliferem devido ao menor controle das formigas cortadeiras (PAGNOCCA et al., 2008), o
que pode explicar porque foram predominantes neste estudo.

Os resultados demonstram que a biodiversidade de fungos encontrados em ninhos de
formigas cortadeiras ndo foi ainda totalmente explorada. Como possuem natureza oportunista
nos ninhos de formigas cortadeiras, ¢ possivel que alguns desses micro-organismos possam
ser empregados como coadjuvantes em métodos de controle desses insetos, o que diminuiria a
utilizagdo de produtos quimicos toxicos e prejudiciais ao meio ambiente e saide. Além disso,
a literatura indica alguns isolados como fitopatdogenos, o que pode abrir perspectivas para
outra area das agrociéncias.

E importante ressaltar que o Brasil é um pais de destaque no cenario mundial da
producdo agricola, se consolidando como um dos maiores exportadores de soja, acucar, café,
laranja e fumo. Nos ultimos 15 anos, a produgdo agricola brasileira cresceu numa taxa média
de 6% e as expectativas futuras indicam um crescimento igual ou superior (SCOLARI, 2008).
Pesquisas que favoregam o setor agro-industrial brasileiro devem ser encorajadas, assim como

a preocupagao com a formagao de recursos humanos para o desenvolvimento das mesmas.
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8. CONCLUSOES

- O 1solamento dos fungos a partir do corpo das i¢as revelou que o ninho alberga um

numero muito diversificado de fungos, que podem ser dispersados pelas formas aladas;

- Dentre os isolados filamentosos escolhidos para este estudo, o ninho 1 de A.

capiguara apresentou maior diversidade de géneros;

- Os fungos Cladosporium sp, Penicillium citrinum e Teratosphaeria sp, possuem
potencial fitopatogénico, e a possivel dispersdo destes tdxons pelas formigas cortadeiras

deveria ser objeto de futuros estudos;

- Dos taxons encontrados, Acremonium e Cladosporium apresentam potencial para

biocontrole de insetos;

- Considerando-se que insetos sociais apresentam grande capacidade de adaptagdo ao
ambiente urbano, transportando propagulos fungicos e atuando como reservatorios de micro-
organismos, concluiu-se que a ocorréncia de espécies patogénicas como Exophiala spinifera e
E. salmonis no corpo das igas estudadas, pode se tornar um fator preocupante em termos de

saude publica;

- Os resultados sdo promissores e motivam a continuagdo destes estudos. Considera-se
que a associagdo dos fungos com as formigas-cortadeiras deve ser melhor compreendida para

que novas metodologias de controle desses insetos sejam desenvolvidas.
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9. CONSIDERACOES FINAIS

A Pesquisa Nacional de Saneamento Basico 2000 (IBGE, 2000), revela que 228.413
toneladas de lixo geradas diariamente no Brasil, 21% tem como destinacdo lixdes a céu aberto
ou areas alagadas, 37% sdo levadas a aterros controlados, 36% vao para aterros sanitarios,
2,8% sao utilizadas na compostagem, 0,9% va@o para usinas de triagem e 0,5% sdo
incineradas.

Nas instituicdes de ensino e pesquisa sdo realizadas atividades que utilizam
substancias consideradas perigosas por apresentarem caracteristicas como inflamabilidade,
corrosividade, reatividade e toxicidade estabelecidas pela NBR 10.004 da Associagdo
Brasileira de Normas Técnicas, e, assim, geram residuos também considerados perigosos,
oferecendo risco potencial aos seres vivos e/ou ao meio ambiente (FONSECA, 2009). Assim,
procurou-se durante o desenvolvimento do trabalho descartar corretamente os residuos

gerados.
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