OCORRENCIA DE FUNGOS FILAMENTOSOS EM
NINHOS DE Atta sexdens rubropilosa Forel, 1908 (HYMENOPTERA:
FORMICIDAE) SUBMETIDOS A TRATAMENTOS COM ISCAS
TOXICAS

ANDRE RODRIGUES

Dissertacio apresentada ao Instituto de
Biociéncias da Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho”, Campus de Rio
Claro, para obtencao do titulo de Mestre em
Ciéncias Biolégicas (Area de Concentragio:
Microbiologia Aplicada).

Rio Claro
Estado de Sao Paulo, Brasil
Agosto de 2004




OCORRENCIA DE FUNGOS FILAMENTOSOS EM
NINHOS DE Atta sexdens rubropilosa Forel, 1908 (HYMENOPTERA:
FORMICIDAE) SUBMETIDOS A TRATAMENTOS COM ISCAS
TOXICAS

ANDRE RODRIGUES

Orientador: Prof. Dr. Fernando Carlos Pagnocca

Dissertacio apresentada ao Instituto de
Biociéncias da Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho”, Campus de Rio
Claro, para obtencio do titulo de Mestre em
Ciéncias Biolégicas (Area de Concentragio:
Microbiologia Aplicada).

Rio Claro
Estado de Sao Paulo, Brasil
Agosto de 2004



Dedico esse trabalho a minha esposa e a todos os meus amigos que ajudaram
na conclusdo desse sonho.

- “... e conhecereis a verdade e a verdade vos libertara”.
Jo. 8:32

“0O! Quem tiver olhos para ver - um coragdo para sentir- uma lingua para abencgoar,
ndo deixard de se deleitar com a mdgica graciosidade da Natureza!”.
- Mary Roberts

i



AGRADECIMENTOS

Durante todo o periodo do mestrado, tive o privilégio de aprender muito. Um dos
pontos marcantes desse aprendizado foi perceber que o trabalho académico nao ¢
construido por uma unica mao. Pois bem, gostaria de deixar registrado os meus sinceros
agradecimentos aos “alicerces” que constituiram a construgdo dessa pesquisa:

A Deus.

Ao meu orientador, Prof. Dr. Fernando Carlos Pagnocca, pela oportunidade concedida,
confiancga e incentivo durante todo o desenvolvimento desse trabalho.

Ao Prof. Dr. Ludwig H. Pfenning, da Universidade Federal de Lavras, que me conduziu
nos estudos taxondmicos, com 0s quais ndo era familiarizado.

Ao Ricardo, Anderson, Mirian e Edinho, pelo auxilio e preocupagdo que manifestaram
durante as minhas visitas no Laboratoério de Micologia da UFLA, Lavras, MG.

Ao Prof. Dr. Odair C. Bueno pela ajuda durante as coletas do material e pelas sugestoes
no decorrer desse projeto.

Ao Conselho Nacional de Pesquisa Cientifica — CNPq — pela bolsa de Mestrado
concedida e a Fapesp pelo suporte e infra-estrutura que nos foram concedidos

anteriormente e que permitiram a execugdo de parte deste projeto.

Ao Programa de Pos-Graduagio em Ciéncias Biologicas (Area de Microbiologia
Aplicada), na pessoa de seu coordenador Prof. Dr. Jonas Contiero.

Aos meus pais, pelo incentivo e apoio durante todo o mestrado.

A minha esposa, Juliana, pela paciéncia e ajuda desde minha vinda para Rio Claro.

Aos meus queridos colegas e amigos de Sao Carlos (Alessandro) e aqueles que conheci
aqui em Rio Claro: Marcelo Silva, Fernanda, Daniel, Andréia, Eduardo, Cézar,
Geraldinho e Cintia.

Ao pessoal do C.E.LS.: Etienne, Carla Carolina, Solange, Marizete, Sofia, Carla,
Elissena, Cintia, Alessandra, Roberta e Ita pelo companheirismo. Gostaria de agradecer
especialmente a Aline Silva pelo interesse demonstrado por esse projeto.

A Necis e Olivia que prestaram socorro em varios momentos de urgéncia.

A Dra. Derlene Silva Attili por deixar a disposigdo seu acervo pessoal de bibliografias
sobre micologia e demais orientagdes.

Aos funcionarios da Biblioteca da Unesp — Rio Claro, pela paciéncia e disposi¢do que
demonstraram durante a elabora¢do das referéncias bibliograficas.

il



INDICE
Péagina

RESUMO ...ttt ettt ettt ettt e e st e b e e st ente e st entesseensesseessaeseensesseensesseensenseenes 1
ABSTRACT ...ttt ettt ettt ettt e et e st e e st e sae e st esseesa e seessessesseenseeseesseeseensesssensesssensenseenes 2
L INTRODUGAO ..ottt ee s et es s s s eaeeeeenenans 3
2. REVISAO DA LITERATURA .....ooooiieeeeeeeeeeeee et 5
2.1. Simbiose entre as formigas da tribo Attini € SEUS CUltIVATES .......c.eeevuveercrieeriieiiieeriee e 5
2.1.1. Aspectos gerais desSa TelaCA0 ... ..ocuieruiieiieiieiieeiie ettt ettt eens 5

2.1.2. Sobre as formigas cultivadoras de fungos ..........c.cceceeverieriinienenieneneeeeece e 7

2.1.3. Fungos cultivados pelas formigas da tribo Attini.........cccceevierieecieecieeneeeieeieeieene 10

2.2. Diversidade microbiana associada @ SIMDIOSE.......cc.eveeruerierierierierieieniesieeee e 14
2.2.1. Um terceiro SIMDIONTE ........cooueiiiieiieeieeieet ettt ettt ettt ettt et eeee e 14

2.2.2. Presenga de UM Parasita.........cccceveveeeriveercreeerreeesieeesreeesreeessseesssseessseessssesssssesssseessnes 16

2.2.3. Outros microrganismos associados a0S NINNOS........c.ceevveeeriieeriieeiciieerreeereeeeeeenenens 19

2.3. Defesas naturais das formigas contra microrganismos estranhos.............cccecceereierceeneennen. 22
2.4. Controle de formigas COrtad@Iras .........coeevueruiriiririerieiierieeterte ettt 26
2.4.1. Controle atraveés de 1SCAS tOXICAS ..c.verurererrierierierieriesieeienteetesteeeesteeeesseeseseeeneeneeens 27

2.4.2. Controle através de fungos entomopatogENICOS .........ceeeveeevrerieereerreerieenieeeveeseennes 28

3. OBIETIVOS ...ttt sttt ettt s s et e e st e b e e st entesseensesneenseeneensens 31
4. MATERIAIS E METODOS .......oooioeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 32
4.1. Coleta do material para os tratamentos COm iSCaS tOXICAS .......uvervrerreerererrerrereneiereeeeeenneas 32
4.2. Tratamentos com iscas toxicas visando o desequilibrio dos ninhos............cccceceeveeeernen. 33
4.2.1. Ninhos de 1aDOTatOrio........cceecuierierieeiieiiet ettt ettt ee e e saeebeesneesnaeenneenes 33
4.2.2, NINhOS A€ CAMPO ...cvvieeiiiiieciiieiieieeiteete et et te e e e e seeesbeesbeesseeesseesseesseesssessseenns 34

4.3. Experimentos com esponja flingica sem a presenga das Operarias..........cceceveeeeeveerveenenns 34
4.4, Is0lamento dOS TUNZOS .....ecccuiiiiciiieriee et et eeree e e et e et eereeseeeessbeessneesssaeessraeesssessnsens 35

v

4.5. Identificag@o dOS fUNZOS ...ceiuieiiieiieie ettt ettt ettt et eseteeeeeseenneens 35



4.6. Preservagao dos 1SO1AdOS ...couveiiiieiiiiececieee e e et 36
4.7. Contaminag¢do dos ninhos por esporos de fungos filamentosos ..........cccccceeveereeieriiereenncn. 36
RESULTADOS ..ottt ettt ettt b bbbt ebe b b e 38

5.1. Tratamentos com iscas toxicas visando o desequilibrio dos ninhos de Atta sexdens

FUDFOPIIOSA. ...ttt ettt ettt et e ettt e e e 38
5.1.1. Ninhos de laboratorio tratados com MirexX-S®..........cooovovereeeeeeeeeeeeereeeeceeeseeseenn. 38
5.1.2. Ninhos de laboratorio tratados com iscas a base de Hidrametilnona ....................... 46
5.1.3. Ninhos de campo tratados com MireX-S® .........ooioiereeeerereeeeereeeeeeseeeeeeeeeeseeeeeeene 50
5.2. Fragmentos de esponja fliingica mantidos sem a presencga das operarias...................... 52

5.3. Contaminagdo dos ninhos por esporos de fungos filamentosos .........c..ccecevvevenierieneennene 55

 DISCUSSAQ ...t 58
S CONCLUSOES ..ottt ettt s s ee s snenen 65

. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ... et eesesesesesesesesese e ssesnas 67



RESUMO

Além do fungo simbionte que as formigas cortadeiras cultivam para alimentagdo, outros
microrganismos podem ser encontrados em seus ninhos. Apesar das informagdes
disponiveis recentemente na literatura, ainda pouco se sabe sobre esta microbiota, suas
inter-relagdes e em quais circunstincias podem interferir na simbiose. Este trabalho teve a
intencdo de fazer um levantamento das principais espécies de fungos filamentosos que
podem ocorrer nos ninhos de Atta sexdens rubropilosa (sativa). Para facilitar o crescimento
desses fungos, os ninhos foram submetidos a tratamento com iscas toxicas, induzindo um
desequilibrio na simbiose. Setenta e seis ninhos de laboratério foram utilizados nos ensaios,
dos quais, 40 ninhos tratados com sulfluramida (Mirex-S®) ¢ 36 com hidrametilnona,
respectivamente; enquanto que 13 ninhos foram tratados in situ com Mirex-S®. Conforme
esperado, varios fungos filamentosos se desenvolveram poucos dias apds aos tratamentos.
Mais de 65% dos isolados provenientes dessas coldnias se encontravam na esponja fungica,
mesmo local onde as formigas cultivam seu parceiro. Nos ninhos de laboratorio, os mais
frequentes foram Syncephalastrum racemosum (54% e 79%) e Escovopsis weberi (21% e
15%) quando tratados com Mirex-S® e hidrametilnona, respectivamente. Trichoderma cf.
harzianum foi o fungo mais encontrado (38%) nos ninhos de campo. Os fungos em comum
entre os tratamentos de campo e laboratdrio foram: Acremonium kiliense, Aspergillus niger
var. niger, E. weberi, Fusarium oxysporum, Fusarium solani, Moniliella suaveolens,
Trichoderma sp. e Trichoderma cf. harzianum. Numa abordagem diferente, fragmentos de
esponja fungica foram removidos de outros 12 ninhos recém-coletados no campo e
mantidos sem as operarias, havendo também o desenvolvimento de fungos contaminantes,
dentre eles M. suaveolens (50%), Trichoderma sp. (50%), A. kiliense (42%) e E. weberi
(42%). S. racemosum foi isolado somente nos ninhos de laboratério, ndo sendo encontrado
no substrato oferecido as coldnias como alimento. Os resultados mostraram que a micota
presente nesses ninhos ¢ composta por fungos oportunistas que podem tornar-se uma
ameaga, principalmente quando as colOnias passam por uma situagdo desequilibrio.
Algumas linhagens isoladas com maior freqiiéncia deveriam ser analisadas quanto ao

potencial de agentes complementares no controle desses insetos.

Palavras-chave: formigas cortadeiras, fungos filamentosos, contaminagdo, estresse,

simbiose.



ABSTRACT

Besides the fungus that leaf-cutting ants cultivate for food, a pool of microorganisms
can be found inside the nests of these insects. There are evidences that these
microorganisms are under the control of the ants, which have several mechanisms to
avoid their development. However, when the nests are seriously disturbed this balance
is broken and the alien microorganisms can surpass the symbiotic fungus. In this
research, we carried out a screening of the filamentous fungi (rather on the symbiotic
type) found in association with Atta sexdens rubropilosa colonies. Toxic baits were
used to kill most of the workers and thus make the development of the fungi easy.
Seventy-six laboratory nests were used in all of the assays, from which forty were
treated with sulfluramid (Mirex-S®) and thirty-six with hydramethylnon, respectively.
Additionally, another thirteen nests were treated with Mirex-S® in the field. Many
different fungi species were isolated from the nests a few days after the beginning of the
assays, as expected. More than 65% of the isolates were found in the fungus garden of
the laboratory nests. Syncephalastrum racemosum (54% and 79%) and Escovopsis
weberi (21% and 15%) were the prevalent species in the laboratory nests treated with
Mirex-S® and the hydramethylnon baits, respectively, whereas Trichoderma cf.
harzianum (38%) was the predominant species in the field nests. The species
Acremonium kiliense, Aspergillus niger var. niger, E. weberi, Fusarium solani,
Fusarium oxysporum, Moniliella suaveolens, Trichoderma sp. and Trichoderma cf.
harzianum were found in both kinds of nests. In another approach, small pieces of the
fungus garden were taken from twelve young colonies and the ants were removed. In
this experiment we isolated mostly, M. suaveolens (50%), Trichoderma sp. (50%), A.
kiliense (42%) and E. weberi (42%). S. racemosum was found only in laboratory nests
and efforts to isolate it from the material used for nests foraging were unsuccessful. The
results show that many of the microorganisms occurring in the nests of these insects are,
in fact, opportunistic fungi, which can be a serious threat, especially after an initial
unbalance. Some of these strains should be better studied in order to evaluate their

potential as a complementary agent for the control of these insects.

Key-words: leaf-cutting ants, filamentous fungi, contamination, stress, symbiosis.



1. INTRODUCAO

As relagdes existentes na natureza entre insetos e fungos despertam o interesse do
homem por serem consideradas raras e fascinantes. Cupins, formigas e besouros sdo as
trés Unicas linhagens de insetos onde o héabito de cultivar fungos e alimentar-se deles
esta presente. Dentre elas, destaca-se a simbiose que ocorre entre algumas espécies de
fungos e as formigas cortadeiras, conhecidas popularmente como satvas € quenquéns
(MUELLER; GERARDO, 2002).

Essa associagdo existe ha mais de 50 milhdes de anos ¢ desde a sua descoberta
soube-se que a interdependéncia entre os dois organismos era muito forte, sem que um
possa sobreviver sem o outro. De um lado, as formigas mantém o crescimento do fungo
e livra-o de possiveis competidores; por outro, o fungo prové o alimento necessario para
as larvas e operarias.

Devido ao habito de cortar folhas frescas e oferecé-las como substrato para o
desenvolvimento de seu fungo, essas formigas, causam sérios prejuizos em areas de
cultivo agricola e de reflorestamento (HERNANDEZ; JAFFE, 1995; ZANETTI et al.
2003a).

Recentemente, um terceiro parceiro nessa inter-relagdo foi descoberto por Currie e
colaboradores (1999a), os quais observaram que bactérias do grupo dos actinomicetos
sdo capazes de viver sobre o corpo das formigas. Segundo esses autores, tais
microrganismos produzem antibidticos que atuam de maneira especifica na inibi¢do do
crescimento de Escovopsis sp. (Ascomicota: Hypocreales), um fungo parasita presente

nesse ambiente.



Anteriormente a tais descobertas, pouca atencao era dada ao estudo da microbiota
agregada dessa associacdo, passando quase que desapercebida, mas hoje, questdes sobre
o real papel dessa comunidade microbiana e de sua participacdo na simbiose estdo
aflorando. Assim, além do fungo simbionte, do fungo parasita e do actinomiceto, outros
autores enfatizam a incidéncia de bactérias, leveduras e fungos filamentosos nos
formigueiros.

Apesar dos ultimos avangos, faltam pesquisas direcionadas para a caracterizagdo das
espécies presentes ¢ que sinalizem para o potencial patogénico das mesmas para o
formigueiro. Tais estudos podem trazer informacdes adicionais a respeito dos inimigos
naturais dessas pragas, o que poderia ser utilizado para o desenvolvimento de técnicas
alternativas de controle, com inegaveis beneficios para a economia dos agricultores, das
empresas de reflorestamento e para o meio ambiente.

O presente trabalho traz o resultado de uma série de levantamentos realizados
visando a identificagdo dos fungos filamentosos presentes em ninhos artificiais e
naturais de Atta sexdens rubropilosa. Esta investigacao foi conduzida em um momento
critico na simbiose entre a formiga e o fungo simbionte, ou seja, quando esta foi
desestruturada propositalmente pelo uso de inseticidas (estresse).

A partir do desequilibrio instalado nesse sistema, foi possivel estudar os fungos
filamentosos ai presentes e também discutir um pouco sobre a razdo da sua presenca,
observando como eles se relacionam com os mecanismos € comportamentos de higiene
exercidos pelas operarias dessa cortadeira.

Os experimentos aqui relatados, portanto, visaram contribuir no conhecimento de
uma parte da microbiota existente na simbiose. Questdes interessantes como aquelas
que abordem como se dao as relagdes entre esses microrganismos dentro das colonias e
os efeitos dessas interagdes para a simbiose, constituem matéria para pesquisas futuras e

instigantes.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Simbiose entre as formigas da tribo Attini e seus cultivares

2.1.1. Aspectos gerais dessa relacio

A origem da associacdo entre as formigas e seu fungo simbionte ¢ estimada
aproximadamente entre 45-65 milhdes de anos e existem varias hipdteses que tentam
remontar o inicio dessa simbiose (MUELLER et al. 2001). Uma delas, dentre as
atualmente aceitas, destaca-se por considerar um grupo primitivo de formigas muito
aparentado as formigas cultivadoras de fungos; o género Blepharidatta.

As espécies desse género coletam e trazem para o interior dos ninhos, carcacas de
artropodes para alimentar suas crias. As sobras dessas carcagas sdo primeiramente
armazenadas no interior de cadmaras e depois depositadas externamente ao redor da
abertura do ninho. Foi observado que fungos podem ser encontrados nesses materiais.
Os comportamentos de coletar e trazer para os ninhos restos de artropodes também sao
encontrados em algumas formigas cultivadoras de fungos primitivas. Alguns autores
supdem que a passagem de um estilo de vida predador para outro baseado no uso de
fungos como alimento seria um passo evolutivo crucial que resultou no inicio da
simbiose entre formigas e fungos (DINIZ et al. 1998; MUELLER et al. 2001).

A despeito das hipoteses sobre as origens da associa¢do, existem dois modelos
gerais que também tentam explicar como se deu essa origem. Em um, chamado de

“consumption first” traz a visdo tradicionalmente aceita pela maioria dos pesquisadores



de que o cultivo dos fungos teve inicio por necessidade das formigas, sendo o fungo
parte da dieta. A maioria das hipoteses, incluindo a mencionada anteriormente, encaixa-
se dentro dessa perspectiva.

O outro modelo, denominado “transmission first’, propde que a fungicultura teve
inicio ndo por necessidade das formigas, mas sim por uma necessidade reprodutiva do
fungo, onde este “utiliza” as formigas como agentes dispersores, ja que o proprio fungo
ndo teria condigdes de fazé-lo (MUELLER et al. 2001).

De modo geral, o primeiro adota uma perspectiva “mirmicocéntrica” enquanto que a
outra leva em consideragdo uma visdo “micocéntrica” (ver item 2.1.3). Contudo,
independentemente de como essa simbiose se originou, fica claro que nos milhares de
anos de sua existéncia, ambos (formiga e fungo) tornaram-se adaptados ao convivio
mutuo.

Um dos aspectos envolvidos nesse convivio ¢ a dependéncia nutricional entre os
parceiros, pois as formigas continuamente fornecem suprimento para o
desenvolvimento do fungo e este produz na extremidade de suas hifas uma estrutura
denominada gongilideo, semelhante a uma bolsa contendo nutrientes, cujo conjunto ¢
chamado staphyla e ¢ oferecido as larvas como tunica fonte de alimento (WEBER,
1972a).

Para as operarias das formigas cortadeiras, foi proposto que a utilizagdo do fungo
como fonte nutricional, corresponde a uma faixa de 4 a 9% da demanda energética
requerida, sendo o restante proveniente de sucos vegetais das folhas cortadas pelas
operarias (LITTLEDYKE; CHERRETT, 1976; QUILAN; CHERRETT, 1979; BASS;
CHERRETT, 1995). No entanto, segundo Bass (1997) as operarias exibem uma
flexibilidade na dieta, podendo consumir mais staphyla quando o suprimento de folhas ¢
escasso. Nesta situacdo, as formigas “podam” o fungo simbionte de maneira a estimular
uma maior produgdo de staphyla. Em condigdes naturais, essa capacidade de adaptagdo
nutricional em situagdes de stress € vantajosa, principalmente quando o suprimento de
folhas no ambiente ¢ limitado.

Porém, Silva et al. (2003) demonstraram que para as operarias de A. sexdens, os
produtos de hidrolise originados da degradacdo dos polimeros vegetais pelo fungo
simbionte, desempenham um papel mais importante na nutricio do que os sucos

vegetais, perfazendo cerca de 50% da demanda energética.



Outro aspecto envolve a cooperacao fisiologica entre os organismos. As formigas e
o fungo evoluiram conjuntamente em um sistema enzimatico integrado, de maneira que
enzimas secretadas pelo fungo, destinadas a digerir o substrato no qual cresce, sdo
ingeridas pelas formigas (uma das maneiras ¢ através da ingestdo do fungo) e
concentradas no fluido fecal das operarias (BOYD; MARTIN, 1975). Foi demonstrado
que neste fluido fecal podem existir polissacaridases (xilanases, pectinases, entre outras)
produzidas pelas proprias formigas e também produzidas pelo fungo simbionte (SILVA,
2000).

Tais enzimas seriam distribuidas por todo o ninho via fluido fecal acelerando a
digestdo do substrato e com isso permitindo uma colonizagdo mais rapida deste pelo
fungo (MARTIN et al. 1975).

Existe também uma cooperagdo de higiene no interior dos ninhos. As formigas sdo
responsaveis por manter o ambiente no interior da colonia livre do crescimento de
microrganismos invasores (p. ex. bactérias e fungos) e promover o desenvolvimento do
fungo simbionte. Isso ¢ alcancado através de diversos mecanismos exercidos pelas
operarias e € possivel que o proprio fungo simbionte também desempenhe esse papel.

Por fim, ocorre uma cooperagio reprodutiva entre organismos. E sabido que as
rainhas virgens levam no interior da cavidade infrabucal um pequeno fragmento de
fungo da colonia parental quando saem para o voo nupcial (AUTUORI, 1941). Com
esse fragmento, a rainha é capaz de iniciar o desenvolvimento de uma nova coldnia.

Assim, a reproducao de ambos os organismos ¢ acoplada.

2.1.2. Sobre as formigas cultivadoras de fungos

A tribo Attini (Hymenoptera: Formicidae: subfamilia: Myrmicinae) ¢ composta por
13 géneros compreendendo 202 espécies e 85 variedades (KEMPF, 1972 apud
SCHULTZ; MEIER, 1995; BRANDAO; MAYHE-NUNES, 2001). Esse grupo €
localizado estritamente no Novo Mundo e sua distribuicdo se estende desde 40° de
latitude norte até 44° de latitude sul, compreendendo as zonas subtropicais e tropicais
(WEBER, 1966). As formigas pertencentes a esse grupo apresentam um habito comum,
que ¢ a capacidade de cultivar e alimentar-se de fungos. Como verdadeiras agricultoras

essas formigas cuidam de seu parceiro e por isso sdo chamadas de formigas jardineiras,



formigas cultivadoras de fungos ou formigas cortadeiras, dependendo de qual aspecto
de sua atividade ¢ enfatizado (WEBER, 1982).

Considera-se que a tribo em questdo ¢ monofilética (SCHULTZ; MEIER, 1995;
WETTERER et al., 1998) e muitas hipoteses sobre a sua histéria evolutiva foram
postuladas, sendo que a maioria delas foram agrupadas e discutidas por Schultz e Meier
(1995). Apenas duas serdo apresentadas a seguir.

Baseando-se em dados morfologicos, Weber (1972a) dividiu a tribo Attini em dois
grandes grupos. O primeiro, representado pelas formigas dos géneros Atta e
Acromyrmex (que forrageiam folhas frescas e flores), ¢ considerado como o mais
derivado dentro dessa tribo, cujas operarias apresentam castas com alto grau de
polimorfismo e cujos ninhos podem ser muito grandes, comportando mais de milhdes
de operarias (Tabela 1). O segundo, composto pelos géneros considerados mais
primitivos, como Cyphomyrmex, Mycetophylax, Mycetarotes, Mycocepurus,
Myrmicocrypta, Apterostigma, Sericomyrmex, Mycetosoritis, Trachymyrmex e
Pseudoatta, dos quais teriam se originado as formigas mais derivadas. Tais géneros
primitivos apresentam castas monomorficas, ninhos menores e densidade de operarias
menor quando comparados as formigas derivadas. Ainda, utilizam diferentes tipos de
substratos como excrementos e carapacas de insetos, frutos e flores em decomposi¢ao
para cultivar seu fungo simbionte.

Weber (1972a) e Holldobler e Wilson (1990) consideram que o género
Cyphomyrmex seria 0 mais primitivo e, portanto o mais “proximo” do ancestral comum
que originou as Attini.

Dados recentes como os obtidos por Wetterer et al. (1998) e Schultz e Meier (1995),
utilizando seqiiéncias de DNA mitocondrial e morfologia das larvas, respectivamente,
dividiram as Attini também em dois grupos principais (“Attini inferiores” e “Attini
superiores”), reunindo junto com Atta e Acromyrmex o0s géneros Sericomyrmex €
Trachymyrmex. O grupo das Attini superiores seria monofilético enquanto que as
“Attini inferiores” formariam um grupo parafilético.

Schultz e Meier (1995) ao contrario de Weber (1972a) e Holldobler e Wilson (1990)
posicionam Myrmicocripta sp. como o0 género mais primitivo e, portanto, mais proximo

ao ancestral das Attini. Muitos aspectos da biologia das “Attini inferiores” sdo



desconhecidos e nesse grupo se encontram informagdes chaves para o entendimento da
origem da fungicultura.

Currie (2002) reuniu véarias caracteristicas ecologicas e dados atuais sobre a
filogenia das formigas Attini publicadas por outros autores, apresentando um quadro
comparativo entre os géneros (Tabela 1).

Brandao e Mayhé-Nunes (2001) foram os tltimos autores a descreverem um género
para a tribo Attini (o género Mycetagroicus). Esses autores consideram que o género
Pseudoatta, por ser um parasita social desprovido de operarias, seja um representante de
Acromyrmex sp., totalizando portanto 12 géneros para a tribo e ndo 13.

As formigas cortadeiras sdo consideradas pragas nos paises da América do Sul,
América Central e no sul da América do Norte (FOWLER et al. 1990; HOLLDOBLER;
WILSON, 1990; DELLA LUCIA; FOWLER, 1993), pois atacam florestas, pastagens ¢
principalmente areas cultivadas, sendo responsaveis, portanto, por um impacto negativo
na agricultura, causando sérios prejuizos a economia de certos paises, dentre eles, o
Brasil (WEBER, 1972a; WILSON, 1976). Por isso, existem mais estudos sobre as
formigas cortadeiras em relacdo as “Attini inferiores”, pois estas, ao contrario das
primeiras, ndo ocasionam problemas para a agricultura (Mueller, 2002).

Estudos realizados em plantios comerciais de pinheiro (Pinus caribaea) na
Venezuela estimaram que populagdes de Atta laevigata podem reduzir em até 50% o
volume de madeira produzido por hectare (HERNANDEZ; JAFFE, 1995). No Brasil,
avaliando as perdas na produgdo ocasionadas pelas sauvas-mata-pasto (Atta
bisphaerica) em um canavial, Precetti et al. (1988) calcularam uma perda média de 30%
da producdo. Tal calculo foi determinado a partir de uma 4area bastante pequena, ou seja,
17,5% de um hectare.

Contudo, segundo Fowler et al. (1990), as estimativas calculadas para os danos
ocasionados pelas formigas cortadeiras podem estar super ou subestimadas, sendo
dificil identificar a verdadeira magnitude dos prejuizos proporcionados por esses
insetos.

A espécie de maior difusdo e a que mais ocasiona problemas no Brasil ¢ Atta
sexdens, popularmente conhecida como sauva-limdo (DELLA LUCIA; FOWLER;
MOREIRA, 1993).
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Tabela 1. Caracteristicas gerais dos géneros de formigas da tribo Attini. Os géneros estdo organizados
segundo a seqiiéncia evolutiva (modificado de Currie (2002), com inclusdo dos dados de
Brandao e Mayhé-Nunes (2001)). O género Pseudoatta ndo esté incluido, pois trata-se de um
parasita social.

Géneros (Attini) | Tamanho das Grau de polimorfismo Tamanho da  Substrato utilizado no
Operarias das operarias Colonia jardim
Attini basais
Myrmicocrypta Pequeno Monomorfico Pequeno a Carapagas de insetos
médio
Mycocepurus Pequeno Monomorfico Pequeno Fezes de insetos
Apterostigma| Pequeno a Monomorfico Pequeno Fezes de insetos e
médio madeira
Mycetarotes Pequeno Monomorfico Pequeno Desconhecido
Mycetosoritis Pequeno Monomorfico Pequeno Matéria vegetal morta
Cyphomyrmex Pequeno Monomorfico Médio Carapagas e fezes de
insetos
Mycetophylax Pequeno Monomorfico Pequeno Gramineas mortas
Attini derivadas
Mycetagroicus - Monomorfico - Fragmentos de plantas e
sementes de gramineas
Sericomyrmex Meédio Monomorfico Meédio Matéria vegetal morta
Trachymyrmex Médio Levemente polimorfico Meédio Matéria vegetal morta
Cortadeiras
Acromyrmex | Médio a grande Polimorfico Grande Folhas e flores frescas
Atta Grande Altamente polimorfico  Muito grande Folhas e flores frescas

(-) caracteristicas nao encontradas durante os levantamentos bibliograficos.

2.1.3. Fungos cultivados pelas formigas da tribo Attini

O assim chamado “fungo simbionte” ¢ cultivado pelas formigas no interior de

camaras subterraneas (camara de fungo) tendo como substrato um amontoado de

fragmentos de folhas (ou outros tipos de substratos, no caso das Attini inferiores)

fornecidas pelas operarias. Em conjunto com o fungo simbionte, esse amontoado forma

uma massa denominada de “jardim de fungos” ou “esponja fingica” e nas formigas dos



géneros Atta e Acromyrmex essas esponjas constituem uma das maiores dentro da tribo
Attini, podendo atingir até 12 cm de didmetro (WEBER, 1972a).

O micologo alemdo Moller (1941)* foi o primeiro a isolar e descrever os fungos
cultivados pelas formigas da tribo Attini, principalmente as do género Acromyrmex,
nomeando-os como Rozites gongylophora Mbller, indicando tratar-se de um fungo
pertencente ao filo Basidiomicota. Desde os trabalhos pioneiros de Moeller, outros
autores procederam na ardua tarefa de identificar esse fungo.

Kreisel (1972), denominou de Attamyces bromatificus o fungo cultivado por Atta
insularis, devido a formagdo de estruturas conhecidas como “bromatia” (i.e.
gongilideos) no micélio desse fungo. Erroneamente, aquele autor associou A.
bromatificus como sendo a fase anamorfica de R. gongylophora.

A caracterizag@o taxonomica dos fungos simbiontes ¢ dificil, pois as estruturas de
origem sexuada (basidiocarpos ou “corpos de frutificacdo™), utilizadas para
identificacdo, estdo ausentes ou sO aparecem raramente. Mueller (2002) reuniu os
principais trabalhos que trazem as observacgodes dessas estruturas em ninhos de campo e
de laboratorio. Os relatos mais recentes documentam a formagdo de basidiocarpos em
um ninho de laboratério de Atta sexdens rubropilosa (MUCHOVE]J et al. 1991), em um
ninho de Atta cephalotes (FISHER et al. 1994a,b) ¢ em um ninho de campo de
Acromyrmex hispidus fallax (PAGNOCCA et al. 2001). Em cada caso o fungo recebeu
uma denominagdo diferente, a saber: Leucoagaricus weberi no primeiro e
Leucoagaricus gongylophorus nos dois ultimos. No caso do fungo de Acromyrmex
hispidus fallax, Pagnocca et al. (2001) demonstraram através de analise por RAPD do
DNA genomico, a similaridade existente entre o micélio cultivado no jardim das
operarias € o corpo de frutificagdo formado. Para o fungo cultivado pelas formigas
cortadeiras (Atta sp. e Acromyrmex sp.), 0 nome atualmente aceito ¢ L. gongylophorus
(SINGER, 1986).

Hervey et al. (1977) ainda relata a formagdo de basidiocarpos em meio de cultura
das Attini inferiores, como por exemplo, Apterostigma sp., Myrmicocripta sp. e
Cyphomyrmex sp.

Mueller (2002) aponta para um detalhe interessante: até o presente momento, 0s
corpos de frutificacdo dos fungos cultivados por Atta sp. e Acromyrmex sp. s6 foram

observados em ninhos de laboratorio ou ninhos de campo, ao passo que os relatos sobre

* O original intitulado “Die Pilzgerten Einiger Suedamerikanischer Ameisen” foi publicado em alemao em
1893. Neste estudo foi utilizada uma tradugo publicada em 1941. Ver referéncias bibliograficas para
maiores detalhes.
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a formacao de basidiocarpos dos fungos cultivados pelas Attini inferiores s6 mencionam
que estes foram produzidos em meio de cultivo no laboratorio, ndo sendo observados
em ninhos.

Apesar da dificuldade encontrada na caracterizagdo do fungo simbionte através dos
métodos classicos de taxonomia, estudos recentes utilizando analise filogenética de
caracteres moleculares revelaram que a maioria dos fungos pertence aos géneros
Leucocoprinus e Leucoagaricus, incluidos na tribo Leucocoprineae (Basidiomicota:
Agaricales: Lepiotaceae) que agrupa varios fungos saprofitos especialistas em
decompor serrapilheira e que s@o abundantes no Neotrépico (CHAPELA et al. 1994;
HINKLE et al. 1994; MUELLER et al. 1998). Contudo, as espécies de formigas do
género Apterostigma cultivam fungos pertencentes a familia Tricholomataceae
(CHAPELA et al. 1994; MUELLER et al. 1998), muito aparentados aos fungos do
género Gerronema (MONCALVO et al. 2000 apud CURRIE, 2002), conhecidos como
decompositores de madeira (CURRIE, 2001a; CURRIE, 2002).

As andlises filogenéticas ndo somente auxiliaram no posicionamento taxondmico
dos fungos simbiontes, mas também revelaram outros pontos interessantes da historia
evolutiva do mutualismo formiga-fungo. O fato das formigas cultivarem outros fungos
simbiontes que ndo pertencem a familia Lepiotaceae € considerado, dentro do processo
da evolugdo, uma aquisi¢do para novos cultivares, pois parece que o caractere ancestral
de cultivar fungos, somente pertencentes a familia Lepiotaceae, foi retido na maioria das
formigas da tribo, inclusive nas Attini mais derivadas.

Mueller et al. (1998) realizaram um enorme levantamento de fungos de vida livre e
de fungos simbiontes, principalmente os cultivados pelas Attini inferiores. Esses autores
observaram que dois cultivares apresentavam quase 100% de similaridade com duas
espécies de fungos lepiotaceos de vida livre. Essa evidéncia, mais uma vez, levou
Mueller e seus colaboradores a concluirem que se trata de uma nova aquisi¢do de
cultivares por parte das formigas.

Além das novas aquisi¢des de cultivares pelas formigas ao longo do processo
evolutivo, outro fato interessante parece ter ocorrido. Dentro das Attini inferiores, a
mesma espécie de formiga pode cultivar diferentes linhagens de fungos, € a mesma
linhagem de fungo pode ser compartilhada por duas espécies de formigas diferentes,

revelando um processo de transferéncia lateral de cultivares entre as formigas
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(MUELLER et al. 1998). Um exemplo seria: parte das Attini do género Cyphomyrmex
cultiva seu fungo simbionte num estagio leveduriforme e ndo micelial como ocorrem
nos outros representantes da tribo. Os cultivares desse grupo restrito de Cyphomyrmex
formam um clado monofilético (Mueller et al. 1996, 1998) e dentro desse grupo a
mesma linhagem de fungo leveduriforme pode ser compartilhada por espécies diferentes
de Cyphomyrmex.

Green et al. (2002) demonstraram que as trocas de cultivares podem ocorrer entre
espécies simpatricas de Cyphomyrmex costatus € Cyphomyrmex sp. nov. Um dos fatores
relacionados com essas mudangas seria a pressao seletiva que alguns parasitas exercem
para a colénia, comprometendo sua viabilidade (ADAMS et al 2000). Todas essas
trocas e novas aquisi¢des explicam porque as filogenias da formiga e do fungo
simbionte sdo topologicamente incongruentes, pelo menos nos géneros primitivos das
Attini (Mueller et al. 1998).

O mesmo ndo parece acontecer entre as filogenias das Attini superiores e seus
respectivos fungos simbiontes, pois Chapela et al. (1994) afirmam que ambas as
filogenias sdo congruentes. Todavia, Bot et al. (2001a) apontaram para diferencas
genéticas entre os fungos cultivados por Acromyrmex octospinosus e Acromyrmex
equinator. Os autores descobriram que diferentes linhagens de fungos simbiontes
podiam ser cultivadas por essas duas espécies, mas observaram também que linhagens
muito semelhantes de fungo simbionte podiam ser compartilhadas entre 4. octospinosus
e A. equinator. Assim, Bot et al. (2001a) concluiram que dentro das espécies estudadas
de formigas cortadeiras parece ter ocorrido um processo de transferéncia lateral de
cultivares.

As evidéncias apresentadas acima conduziram os pesquisadores a concluir que: (i)
os fungos dessas formigas ndo sdo propagados estritamente na forma assexuada
(“clones assexuados™) e que alguns deles nao seriam clones da linhagem inicial que deu
origem a simbiose; (ii) as formigas e seus cultivares ndo tiveram uma coevolugdo em
paralelo, pelo contrério, a evolugdo conjunta desses dois organismos foi marcada por
varias descontinuidades.

A simbiose entre formiga-fungo sempre foi estudada na perspectiva dos beneficios
que as formigas retiram de seu papel ativo nessa relagdo. Mueller (2002) denomina essa

linha de pensamento como a “perspectiva mirmicocéntrica”; ao passo que, com as
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recentes descobertas sobre a histdria evolutiva dos fungos simbiontes, o fungo também
desenvolve um papel ativo na associagdo, ao contrario do que tradicionalmente se
pensava. A essa perspectiva Mueller (2002) denomina de “perspectiva micocéntrica” de

encarar a simbiose.

2.2. Diversidade microbiana associada a simbiose

2.2.1. Um terceiro simbionte

Durante muitos anos, alguns pesquisadores (p. ex. WEBER, 1972a) consideraram
que a camada de coloragdo branca que recobre parte do corpo das operarias seria uma
cera epicuticular produzida pelas mesmas. No entanto, Currie e seus colegas (1999a)
verificaram que ndo se tratava de cera ¢ sim de uma bactéria filamentosa do grupo dos
actinomicetos que vive sobre a cuticula desses insetos.

No inicio, esse microrganismo foi considerado um actinomiceto do género
Streptomyces (CURRIE et al. 1999a), mas, apos analises de filogenética molecular, este
passou a ser agrupado juntamente com os actinomicetos da familia Pseudonocardiaceae
(CURRIE et al. 2003b).

Na cuticula, o local de crescimento do actinomiceto parece ser género-especifico:
em Myrmicocripta sp. e Apterostigma sp. (Attini inferiores) este se encontra sob as
patas dianteiras; em Trachymyrmex sp. € Acromyrmex sp. (Attini derivadas) geralmente
pode ser observado nas placas laterocervicais da propleura (CURRIE et al. 1999a;
CURRIE, 2001). O actinomiceto se encontra em todos os géneros da tribo Attini
estudados por Currie et al. (1999b), revelando uma distribuicdo ampla dentro do grupo e
também pode ser transferido tanto verticalmente (CURRIE et al. 1999a) quanto
horizontalmente (POULSEN et al. 2003a).

A bactéria filamentosa ¢ considerada como um terceiro mutualista dentro da
associagdo formiga-fungo simbionte (CURRIE et al. 1999a; POULSEN et al. 2003b),
sendo ainda dificil tragar caminhos de como se originou essa associagdo (CURRIE,
2002).

Pelo fato desta bactéria filamentosa pertencer a um grupo de microrganismos que

sdo reconhecidamente produtores de substincias antibidticas, acredita-se que o
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actinomiceto estaria desempenhando uma fun¢do de higiene e protecdo dos ninhos,
através da producao de antibioticos (CURRIE et al. 1999a).

Testes in vitro demonstraram que o actinomiceto ¢ capaz de inibir Escovopsis sp.
um fungo parasita desses ninhos, mas que nao atua sobre nenhum outro microrganismo
testado, incluindo os potencialmente danosos para as formigas, como Metarhizium
anisopliae (CURRIE et al. 1999a).

Foi demonstrado por Currie et al. (2003c) que os actinomicetos sdo capazes de
proteger os ninhos das formigas cortadeiras in vivo. Subcoldnias de Acromyrmex
octospinosus foram tratadas com suspensdo de esporos de Escovopsis sp. Todas
continham operarias maximas das quais foi removida a cobertura de bactéria de suas
cuticulas. Verificou-se que as subcolonias das quais haviam se retirado a cobertura de
bactéria apresentaram um grande impacto na satde de seus jardins de fungos quando
comparadas as subcolonias controle (as quais foram tratadas com suspensao de esporo e
que continham operarias com cobertura de bactéria).

A bactéria filamentosa parece preencher dois fatores adicionais para as formigas:
estimula o crescimento do fungo simbionte (observacdo que carece de estudos mais
aprofundados) e atua como uma barreira para que fungos entomopatogé€nicos nao
ataquem as formigas (CURRIE et al. 1999a). A despeito desses beneficios, as formigas
sdo obrigadas a arcarem com os custos de carregar essa bactéria. Poulsen et al. (2003a)
deixaram claro que existe um déficit de 10-20% nas taxas metabolicas das formigas que
possuem o actinomiceto simbionte em suas cuticulas. As vantagens dessa associagdo
para o actinomiceto seriam: aumento da area de dispersao vinculado ao v6o nupcial das
rainhas e um microhabitat unico de baixa competicio (BOURSAUX-EUDE; GROSS,
2000).

Ainda ndo estd claro qual é exatamente a fonte nutricional que essas bactérias
utilizam para seu desenvolvimento, mas ¢ sabido que as formigas sdo capazes de regular
seu crescimento, aumentando a populagcdo frente a situagdes de contaminagdo por
patdégenos (CURRIE et al. 2003c). A glandula metapleural ¢ uma possivel candidata
para atuar nesse controle, a0 menos nos estagios finais do crescimento do actinomiceto,
0 que ocorre apds 25-30 dias do inicio do seu desenvolvimento (POULSEN et al.

2003b).
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Schultz (1999) estabeleceu um paralelo interessante entre as formigas Attini e o
homem. Para este autor, as formigas utilizam as bactérias filamentosas como um
sistema de defesa ha milhares de anos contra o fungo parasita, que aparentemente, ainda
ndo desenvolveu resisténcia enquanto que o homem utiliza antibidticos a menos de
sessenta anos e ja existem varios microrganismos resistentes a essas drogas. Portanto,
Schultz (1999) chama a atencdo de que ha muito a ser aprendido sobre os caminhos e
mecanismos que conduziram a evolugdo desses insetos, com possiveis implicagdes

benéficas para o homem.

2.2.2. Presenca de um parasita

Desde o estudo original de Moller (1941) difundiu-se a idéia que as formigas
cultivadoras de fungos seriam capazes de manter seu parceiro em condigdes axénicas,
ou seja, culturas contendo apenas uma espécie de microrganismo (WEBER, 1955).
Contudo, os ninhos desses insetos sdo hospedeiros de, pelo menos, um parasita
especializado.

Considerado um fungo filamentoso pertencente ao género Escovopsis (Ascomicota:
Hypocreales: Hypocreaceae), este somente foi encontrado associado a ninhos das
formigas Attini (CURRIE et al. 1999b; CURRIE et al. 2003a).

Moller (1941) foi o primeiro a registrar a ocorréncia desse fungo. Em seu trabalho,
ele elaborou desenhos detalhados das duas espécies descritas atualmente, mas
equivocadamente relacionou Escovopsis sp. como sendo a fase anamorfica do fungo
cultivado por Acromyrmex disciger. Stahel e Geijskes (1941) e Weber (1979) também
relataram a presenca desse fungo em ninhos de Atta sexdens e de varias outras Attini
mantidas no laboratdrio, respectivamente.

Em outro momento, Kreisel (1972) observando ninhos de Atta insularis em Cuba,
encontrou um dos fungos citado por Mdller e assim denominou-o como Phialocladus
zsoltii. Posteriormente, P. zsoltii foi observado em ninhos de Atta sp. localizados no
Meéxico (ROMERO et al. 1987).

Muchovej e Della Lucia (1990) alegaram que a identificacdo proposta por Kreisel
(1972) era invalida e renomearam o fungo para Escovopsis weberi em homenagem a

Neal A. Weber, veemente estudioso das formigas Attini.
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Até o momento estdo descritas apenas duas espécies desse fungo: Escovopsis weberi
(MUCHOVEJ; DELLA LUCIA, 1990) isolado de um ninho artificial de Atfa sp. e
Escovopsis aspergilloides isolado de um ninho de Trachymyrmex ruthae (SEIFERT et
al. 1995). Currie (2001b) acredita que existam novas espécies a serem descritas.

O E. aspergilloides diferencia-se de E. weberi pelas suas vesiculas globosas,
conidios estreitos e horizontais, sendo os conidios de E. weberi subglobosos e suas
vesiculas cilindricas a clavadas. As caracteristicas das colonias também diferem, sendo
que o crescimento de E. aspergilloides ¢ mais lento que E. weberi em varios meios de
cultura em laboratorio (SEIFERT et al. 1995) e o ultimo apresenta micélio branco a
principio, mas torna-se pardo com a idade (MUCHOVEJ; DELLA LUCIA, 1990).

Os fungos do género Escovopsis sp. sdo considerados patdgenos virulentos dos

jardins de fungos das Attini. Algumas evidéncias suportam essa hipotese:

(1). Ocorréncia freqliente nos ninhos, onde 26% do total de isolados de fungos

filamentosos nao mutualisticos obtidos por Currie (1999b) correspondiam a Escovopsis

sp.

(i1). Sdo encontrados praticamente em toda a filogenia das formigas Attini e estdo
espalhados dentro de uma vasta area geografica (CURRIE et al. 1999b), podendo ser
isolados das esponjas fungicas e do lixo, neste ultimo sendo abundante (BOT et al.

2001b).

(ii1). Nao somente ocorrem nos ninhos sob forma de esporos, mas parecem crescer na
matriz da esponja fungica (CURRIE, 2001b), formando infec¢des persistentes
(CURRIE et al. 1999b).

(iv). Com essas infecgOes persistentes, FEscovopsis sp. ocasionam um impacto
significativo na saide e sobrevivéncia dos ninhos, diminuindo a taxa de crescimento,
esta traduzida na redugdo da biomassa tanto de formigas como do fungo simbionte

(CURRIE, 2001a).
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(v). Escovopsis sp. pode devastar ninhos que estdo sem o controle das operarias em um
periodo de 12-24 horas e em alguns casos, pode devastar ninhos que ainda estejam sob

influéncia das operarias (CURRIE et al. 1999b).

(vi). A filogenia das formigas correlaciona paralelamente com a filogenia de Escovopsis
sp. nos niveis mais primitivos, sugerindo uma histdria co-evolutiva antiga entre esses

dois organismos (CURRIE et al. 2003a).

(vii). Todos os postulados de Koch foram preenchidos para o patéogeno (CURRIE,
2001b).

(viii). Foi verificado que em ninhos infectados com FEscovopsis sp. as coldnias
apresentam uma mobilizacdo coletiva proporcionando uma resposta rapida e
diferenciada a ameaga de infeccdo por esse patdogeno, quando comparada com aquela

usualmente encontrada em ninhos ndo infectados pelo fungo (HART et al. 2002).

O modo de transmissdo desse fungo parece ser estritamente horizontal (CURRIE et
al. 1999b; CURRIE, 2001a) e a falta de congruéncia entre a filogenia da formiga e de
Escovopsis sp., nos niveis mais recentes, pode corresponder a algumas trocas de
hospedeiros durante sua historia evolutiva, semelhante ao que ocorre com o fungo
simbionte (MUELLER et al. 1998) e possivelmente para o actinomiceto (POULSEN et
al. 2003a).

Currie et al. (1999a) observaram um aumento no predominio de Escovopsis sp. nos
jardins das Attini superiores quando comparados com os jardins das outras Attini. Em
colonias das Attini inferiores, Escovopsis sp. representava um pouco menos de 30% dos
contaminantes isolados enquanto que representava mais de 70% dos contaminantes
encontrados nas Attini superiores. Em adi¢do, Currie et al. (1999b) observaram um
decréscimo na freqiiéncia de “contaminantes gerais” das Attini inferiores para as
superiores.

Esses fatos encontram suporte com a observacdo de que Escovopsis sp. parece ser o
unico fungo capaz de recobrir os jardins de fungos das Attini superiores, mas ¢ um

dentre outros que consegue fazé-lo nos jardins das Attini inferiores. Assim, Currie et al.
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(1999b) especulam que a aparente evolugdo no aumento da viruléncia desse fungo
frente as formigas mais derivadas ¢ resultante do fato dessas estarem cultivando por
milhares de anos clones assexuados do fungo simbionte. Com certeza, essa hipotese ndo
encontra mais respaldo em vista das descobertas sobre transferéncia lateral de cultivares
nas Attini superiores (BOT et al. 2001a).

Com relagdo aos mecanismos de patogenicidade, Currie (2001b) especula que
Escovopsis sp. pode competir com o fungo simbionte pelo substrato presente nos
ninhos, embora, acredita-se que o parasita retira seus nutrientes do proprio fungo
simbionte das formigas, atuando como um micoparasita. Foi comprovado que
Escovopsis sp. possui enzimas com atividade quitinolitica frente aos constituintes da
parede celular de Rhizoctonia solani, um fungo basideomiceto (INGLIS; KAWCHUK
2002). Apesar dessas duas possibilidades, nada esta confirmado sobre seu real
mecanismo de patogenicidade.

Currie et al. (2003a) supdem que Escovopsis sp. seria um parasita de fungos
basidiomicetos de vida livre que invadiu a simbiose juntamente com os eventos de
domesticacdo de novos cultivares a partir de fungos de vida livre (MUELLER et al.
1998). Mas ainda faltam estudos sobre a histdria evolutiva desse fungo que desvendem
um pouco mais sobre a sua origem.

Por fim, com a descoberta de que os ninhos das Attini servem de hospedeiros para
fungos do género Escovopsis e que estes podem crescer em seu interior & prova
suficiente para refutar a hipotese de que os fungos simbiontes das Attini sdo mantidos

em culturas puras (axénicas) (WEBER, 1955).

2.2.3 Outros microrganismos associados aos ninhos

O substrato em que cresce o fungo simbionte é favoravel para o desenvolvimento de
outros microorganismos (WEBER, 1966; PAGNOCCA, 1997) e alguns estudos, de
fato, demonstraram que existe uma microbiota presente nos ninhos das formigas
cultivadoras de fungos, sendo composta por bactérias, fungos e leveduras.

Tauk e Serzedello (1975) e Kyian et al. (1969) apontaram para a ocorréncia de
bactérias em jardins das formigas cortadeiras Atta laevigata e Atta capiguara,

respectivamente. Por outro lado, a presenca de leveduras nos jardins foi verificada em
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Atta cephalotes, Acromyrmex octospinosus (CRAVEN et al. 1970) e em Atta sexdens
rubropilosa (PAGNOCCA et al. 1996; CARRREIRO et al. 1997). Nesta ultima, pelo
menos duas novas espécies de levedura foram isoladas de seus ninhos, Cryptococcus
haglerorum (MIDDELHOVEN et al. 2003) e Sympodiomyces attinorum (CARREIRO
et al. in press).

Foi demonstrado que esses microrganismos (bactérias e leveduras) encontrados nos
formigueiros possuem caracteristicas bioquimicas importantes que, de alguma forma,
desempenham uma fung@o nas coldnias. Bacci et al. (1995) demonstraram que bactérias
encontradas nos ninhos de Afta sexdens sdo capazes de degradar biopolimeros, como o
amido e a celobiose e Carreiro (2000) observou que essa mesma espécie de formiga
abriga, em seus jardins, leveduras que também degradam polimeros vegetais.

Esses autores sugerem que esses microrganismos poderiam auxiliar o fungo
simbionte no ataque enzimatico do material vegetal, assim colaborando para a
associacdo. Ainda com respeito as leveduras, foi verificado que pode haver competi¢do
entre elas por este nicho, pois muitas das linhagens sao “killer”, isto €, produzem
compostos que inibem o desenvolvimento de outras linhagens sensiveis. Esse modo de
interacdo conduz a competi¢do com outras espécies, levando a predominéncia de umas
em relacdo a outras (CARREIRO et al. 2002).

Num dos raros estudos que abordaram a ocorréncia de fungos filamentosos (que ndo
o fungo simbionte), Fisher et al. (1996) trabalhando com Atta cephalotes, levantaram
varias espécies de fungos dentro do jardim de fungo. Os principais géneros e espécies
encontrados foram: Aspergillus niger, Aureobasidium pullulans, Cladosporium
herbarum, Cladosporium oxysporum, Epicoccum nigrum, Fusarium culmorum,
Fusarium solani, Gliomastix murorum, Glomerella cingulata, Phoma nebulosa,
Phomopsis sp., Phyllostictia sp., Trichoderma ghaesembillae, Trichoderma hamatum e
Trichoderma longibrachiatum. Muitos desses fungos foram provenientes do substrato
que era oferecido para as formigas e outros estavam presentes também na propria
cuticula desses insetos.

Luciano et al. (1995) isolaram principalmente, Aspergillus sp., Penicillium sp. e
Nigrospora sp. desenvolvendo-se no jardim de fungos de uma coldnia artificial de

Acromyrmex heyeri.
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Acreditava-se que esses fungos eram contaminantes cujos esporos eram carregados
pelo ar e encontravam na esponja um ambiente favoravel. No entanto, muitos desses
“contaminantes” realmente pertencem aos ninhos. Mdeller (1941) relatou a ocorréncia
de Mucor sp., Rhizopus sp. e Aspergillus sp. nos jardins de Acromyrmex sp. que
estavam sem operarias. Nas mesmas condigdes, Stahel e Geijskes (1941) e Kreisel
(1972) relatam a presenga de outros fungos além de Escovopsis sp., sendo que o ultimo
também observou Fusarium sp., Rhizopus sp., Cunninghamella sp. e Trichoderma sp.
Também Weber (1955) relatou que quando as formigas foram retiradas dos jardins de
fungos, estes foram recobertos pelo crescimento de varios fungos filamentosos
indesejaveis apos um periodo de 15 dias.

Bass e Cherrett (1994) estudando a importancia do papel exercido pelas operarias na
manutengdo dos jardins de fungos, encontraram Penicillium sp., Aspergillus sp.,
Cladosporium sp., Fusarium sp. e Mucor sp. em fragmentos de jardins de fungos
isolados das operarias de Atta sexdens. Ortiz et al. (1999), também estudando
fragmentos de esponja isolados das formigas (Atta cephalotes), encontraram em tais
fragmentos os fungos Rhizopus sp., Fusarium sp. e Trichoderma lignorum.

Observagdes desse tipo envolvendo ninhos em condigdes naturais sdo escassas.
Spegazzini (1921) encontrou ascocarpos (i.e. estrutura de reproducdo sexuada dos
ascomicetos) de Xilaria micrura em ninhos de Acromyrmex lundi na Argentina. Fungos
desse género sdo capazes de formar os ascocarpos em jardins de Atta sexdens (
PINHATI-SILVA et al. 2002; observacao pessoal).

Fungos entomopatogénicos, como Metarhizium anisopliae, foram observados na
natureza infectando rainhas de 4. sexdens (ALVES & SOSA GOMEZ 1983), rainhas
mortas de A. cephalotes (LOPEZ, et al. 1999) e operarias de A. colombica (HUGHES et
al. 2004).

A principio, todos esses fungos ndo estariam presentes nos ninhos na forma
micelial, mas, somente na forma de conidios. E possivel que, havendo desequilibrio dos
ninhos, alguns se tornem oportunistas, como € o caso anteriormente abordado a respeito
da importancia do género Escovopsis para as formigas (CURRIE et al. 1999b).

Um estudo recente abordou um grupo de microrganismos que vivem no interior das
formigas cortadeiras Acromyrmex sp. (BORM et al. 2002). Baseado em sequéncias de

fragmentos do gene que codifica para a subunidade menor do RNA ribossomico, os
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autores encontraram grupos de microrganismos proximos ao fungo simbionte e até
mesmo com a bactéria simbionte Wolbachia sp., além de Rhizoctonia solani, Cordyceps
sp. e Escherichia coli., todos advindos do interior das operarias. Estudos posteriores

deverdo enfocar a importancia desses microrganismos para a simbiose.

2.3. Defesas naturais das formigas contra microrganismos estranhos

Como mencionado, para garantir um bom desenvolvimento do fungo simbionte, este
deve ser mantido livre de microrganismos invasores que possam ser eventuais
competidores. As formigas desenvolveram uma série de mecanismos e comportamentos
que envolvem a protecdo de seus cultivares (OI; PEREIRA, 1993). Os avangos no
conhecimento desses mecanismos estdo mais voltados para as formigas cortadeiras do
que para as outras formigas da tribo. Assim, a principal estratégia utilizada pelas
formigas cortadeiras, segundo Weber (1972a), é promover condigdes Otimas para o
crescimento do fungo simbionte.

Weber (1972b) descreveu as etapas de preparagdo do substrato vegetal antes de ser
incorporado no ninho: primeiramente as folhas sdo cortadas em pedagos menores e
posteriormente, saliva e goticulas de um liquido proveniente do intestino posterior (reto)
das operarias sdo adicionadas ao material. Segundo esse autor, essas sdo etapas
comportamentais e bioquimicas vitais para a manutencao do fungo e promotoras de seu
crescimento (WEBER, 1966; QUINLAN; CHERRETT, 1977).

Quinlan e Cherrett (1977) demonstraram que as operdrias de Acromyrmex
octospinosus possuem um comportamento de “lamber” as folhas e isso contribui
significativamente para o desenvolvimento de seu parceiro, ja que parte das ceras
epicuticulares das folhas e os microrganismos nela presentes estariam sendo removidos
durante a execu¢do dessa atividade (QUINLAN; CHERRETT, 1978b). Tal
comportamento esta relacionado com uma estrutura denominada cavidade infrabucal
que atua como um filtro para impedir a entrada de particulas solidas, incluindo os
esporos de fungos coletados durante a limpeza das folhas, do ninho e do proprio corpo
das operarias. O material retido € posteriormente regurgitado sob a forma de um “pellet”

(QUINLAN; CHERRETT, 1978b).
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Os pellets sdo reunidos em pilhas, sendo que Little et al. (2003) observaram que um
grupo diverso de formigas cultivadoras de fungos sdo capazes de construir tais
amontoados. Aparentemente, as pilhas de pellets auxiliariam na defesa do jardim contra
microrganismos indesejaveis, no caso das formigas cortadeiras. Para as outras Attini,
como Cyphomyrmex costatus, talvez sirvam como uma fonte alternativa de substrato
para o cultivo de seu fungo simbionte (operarias dessa espécie foram observadas
implantando o fungo simbionte nas pilhas).

Apos serem preparadas, as folhas sdo dispostas nas primeiras camadas da esponja
fingica, onde outras operarias implantam grandes quantidades do fungo simbionte.

Currie (2001), entretanto, argumenta que ndo existem resultados empiricos
suficientes para acreditar que as atividades que proporcionam condi¢des Otimas para o
crescimento do fungo inibam o desenvolvimento de microrganismos invasores nesse
ambiente. Esse autor acredita que, dentre as atividades descritas acima, a mais
significante seria a grande biomassa de fungo simbionte que as formigas inoculam no
substrato recém-coletado, eliminando assim, a competicdo com outros agentes.

Outras estratégias de protecdo sdo utilizadas pelas operarias, pois as folhas que
passam pelo processo de limpeza ainda ndo sdo inteiramente destituidas de
microrganismos (WEBER, 1957; QUINLAN & CHERRETT, 1977). Por exemplo,
Currie e Stuart (2001) verificaram que em ninhos de Atta colombica intencionalmente
contaminados por fungos filamentosos, tais como Escovopsis sp. € Trichoderma sp., as
operarias realizaram dois comportamentos principais de remocdo fisica desses
patégenos: em um deles os esporos presentes no jardim de fungo sdo removidos pelas
operarias com a boca (processo denominado ‘“grooming”), enquanto que o outro
consiste na remogdo anormal (excessiva) de material vegetal recém-colocado no jardim
com o fungo simbionte (denominado “weeding”). Este tltimo comportamento também
foi observado por Weber (1957).

Segundo Currie (2002), parece que os meios encontrados pelas formigas para
controlar a microbiota associada aos seus ninhos podem ser agrupados em dois
conjuntos: um relacionado com as defesas frente aos contaminantes inespecificos, aos
quais as formigas sdo constantemente expostas € o outro, envolvendo mecanismos de

defesa contra microrganismos especializados.
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No primeiro caso, temos o controle dos microrganismos através de compostos com
acdo antibidtica produzidos pelas préprias formigas (WEBER, 1958; NORTH et al.
1997). Diversos autores relacionam o controle dos microrganismos no interior dos
ninhos com as secre¢des produzidas pelas glandulas mandibulares e metatoraxicas (ou
metapleurais) das operarias.

Essas substincias agem contra bactérias (MASCHWITZ et al., 1970; BROUGH,
1983; NASCIMENTO et al. 1996), fungos filamentosos (SIHANONTH et al. 1973;
BEATTIE, et al. 1985; BEATTIE, et al. 1986), na germina¢ao de esporos de fungos
(NASCIMENTO et al. 1996; MARSARO-JUNIOR et al. 2001) e até mesmo contra o
proprio fungo cultivado pelas formigas (BOT et al, 2002). Essa ultima constatagdo
necessita de maiores investigagoes.

Maschwitz et al. (1970) e Schildknecht e Koob (1970) identificaram os acidos
fenilacético e 3-indolacético, provenientes das secre¢des das glandulas metapleurais de
Atta sexdens como antimicrobianos. Nascimento et al. (1996) observaram que as
secrecOes das glandulas metapleurais de A. sexdens e A. cephalotes continham esses
mesmos compostos mais o acido hidroxidecanodico e as secregdes de Acromyrmex
octospinosus continham somente acido indolacético e 4cido hidroxidecandico.
Schildknecht ¢ Koob (1971) chamaram esse ultimo de mirmicacina e observaram uma
acdo na inibi¢ao da germinacgdo de esporos de Alternaria tennis e Botrytis cinerea.

Em um trabalho mais recente, Ortius-Lechner et al. (2000) caracterizaram
aproximadamente vinte compostos majoritarios das secrecdes das glandulas
metapleurais de Acromyrmex octospinosus. E possivel que, além da acdo direta, esses
compostos atuem também acidificando o substrato, dificultando a multiplicacdo de
muitos desses microrganismos. Tal observacdo ja havia sido feita por Papa e Papa
(1982), os quais testaram extratos de ninhos de Acromyrmex octospinosus incluidos em
meios de cultura frente a uma variedade de bactérias Gram positivas e Gram negativas e
descobriram que em pH igual a cinco houve total inibi¢do dos microrganismos,
atribuindo portanto, a acidifica¢do do substrato, o controle das bactérias nos ninhos.

Currie (2001b) apontou que faltavam resultados empiricos in vivo que realmente
provassem que as glandulas metapleurais e mandibulares possuem uma fungdo de
higiene nos ninhos. Diehl e Junqueira (2001) ndo encontraram efeito fungicida para as

secregOes metapleurais sobre Beauveria bassiana quando formigas sdo inoculadas com
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esse fungo. Por outro lado, Poulsen et al. (2002b) demonstrou experimentalmente que
operarias infectadas com M. anisopliae ¢ que tiveram as glandulas metapleurais
fechadas sofreram uma taxa de letalidade maior quando comparado com a testemunha.
Apesar de auxiliar no controle de microrganismos nos ninhos, ¢ atribuido que a
producdo da secrecdo metapleural ocasiona um custo adicional de até 20% nas taxas
metabdlicas das formigas (POULSEN et al. 2002b).

As formigas também lidam de maneira especial com o lixo produzido pela colonia,
pois este contém microrganismos que foram retirados do jardim de fungos (CURRIE;
STUART, 2001). Assim, o lixo pode se constituir em uma fonte de re-infeccdo para a
coldnia se ndo houver um manejo adequado. A importancia dessa tarefa foi observada
por Hart e Ratnieks (2002). Os autores verificaram que 11,2% das operarias de Atta
colombica que estdo envolvidas com atividades fora da colonia, desempenham tarefas
especificamente relacionadas com o lixo (por exemplo: “transporte de lixo” e “trabalhos
na pilha de lixo0”) e o restante das operarias eram as forrageadoras.

Quanto ao segundo mecanismo de defesa (especifico), tem-se a associacdo com a
bactéria filamentosa, cuja principal fun¢ao, ¢ a producdo de substancias para a supressao
do crescimento de Escovopsis sp. (CURRIE et al. 1999a; SCHULTZ, 1999). Ainda,
quando colonias de Atta colombica sdo contaminadas artificialmente com esse
patogeno, observa-se uma resposta comportamental da colonia como um todo na
tentativa de eliminar esse fungo invasor do ninho (HART et al. 2002).

Poulsen et al. (2002a) demonstraram que operarias maximas de Acromyrmex
octospinosus e Acromyrmex equinator possuem uma grande quantidade da bactéria em
suas cuticulas; encontraram, ainda, que essas operarias localizam-se principalmente nas
camadas inferiores da esponja fungica, mesmo local onde a incidéncia de Escovopsis sp.
¢ maior, sugerindo que o controle das infec¢des por esse fungo fossem realizadas por
essa casta de operaria.

Todos esses cuidados com a higiene dos ninhos ¢é justificavel, pois sendo as
formigas cortadeiras insetos sociais, ndo ¢ dificil imaginar os problemas para as
colonias em caso de ocorrer uma infec¢do generalizada. Assim, viver em grupo traz
alguns custos, porém os beneficios advindos desse tipo de vida, para as formigas
cortadeiras, sdo maiores (HUGHES et al. 2002). Portanto, as formigas exercem um

papel fundamental na continua protecdo de seu fungo mutualistico (WEBER, 1957;
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BASS; CHERRETT, 1994), executando uma série de agdes que levam ao
estabelecimento de um ambiente propicio para o desenvolvimento de seu parceiro
(QUINLAN; CHERRETT, 1977) e satde da colonia. Alias, é preciso enfatizar que o
Leucoagaricus gongylophorus €, reconhecidamente um mal competidor, conforme

verificado por Quinlan e Cherrett (1978a) e outros autores.

2.4. Controle das formigas cortadeiras

Devido ao impacto que as formigas cortadeiras ocasionam nos agroecossistemas,
tornou-se necessaria a utilizagdo de métodos que controlem a agdo desses insetos. Della
Lucia e Vilela (1993) reuniram as principais técnicas de uso corrente no combate dessas
formigas. De acordo com esses autores, as mais empregadas encaixam-se nas seguintes
categorias: controle mecanico; controle bioldgico e cultural; uso de plantas, toxicas ou
atrativas; feromonios e por fim, produtos quimicos.

Os produtos naturais presentes em vdarias espécies vegetais estdo sendo testados,
pois alguns apresentam acdo repelente para as formigas e outros ac¢do fungicida contra o
fungo simbionte, como ¢ o caso do gergelim (Sesamum indicum) que apresenta
substancias derivadas do metabolismo secundario com atividade sobre o fungo
simbionte (PAGNOCCA et al., 1990). Outras plantas com efeitos semelhantes sdo: fava
branca (Canavalia ensiformis), mamona (Ricinus communis) ¢ batata doce (I[pomoea
batatas).

Alguns dos compostos obtidos destas e de outras espécies vegetais necessitam de
estudos adicionais que abordem sua aplicagdo e eficiéncia em condi¢des naturais para se
determinar a viabilidade ou ndo do uso dessas substiancias como agentes controladores
desses insetos (VIEIRA et al. 1997; GODOY, 2003).

O controle mecanico (retirada do ninho através de escavagdo ¢ aracdo) ¢ eficiente
apenas quando os ninhos de Atta sp. apresentam quatro meses de idade e estejam
localizados em areas de pequena extensdo. No entanto, considerando areas extensas,
como as de cultivo e plantios de reflorestamento, ¢ desejavel o emprego de métodos
mais abrangentes.

Dentro dessa perspectiva, os produtos quimicos sdo escolhidos como de interesse e

tais inseticidas podem ser aplicados nos sauveiros sob diversas formulagdes: gases
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liquefeitos, liquidos termonebulizaveis e nebulizaveis, pos e iscas granuladas. Estas
ultimas sdo preferidas pela alta eficiéncia, ficil manuseio, rapidez de acdo e custo ndo

elevado (DELLA LUCIA; VILELA, 1993; BOARETTO; FORTI, 1997).

2.4.1. Controle através de iscas toxicas

A isca toxica apresenta dois componentes: o inseticida, que € o principio ativo da
isca e um substrato atrativo que pode ser a polpa citrica, milho moido, farinha de trigo,
entre outros. Segundo Forti et al. (1998), o inseticida deve preencher algumas
exigéncias para que seja formulado em iscas toxicas: (i) ser letal em baixa concentracao
e a0 mesmo tempo ndo matar as formigas rapidamente quando em alta concentragio;
(i) ser um inseticida de ingestdo, com acdo lenta; (iii) ndo ser repelente; (iv) ser
facilmente difundido por trofalaxia para a maioria das operarias e (v) ser degradado
rapidamente, com baixa toxicidade para os vertebrados e ndo causar muitos prejuizos
para o ambiente.

Devido principalmente aos danos ambientais decorrentes de seu uso (meia vida no
solo ¢ de 12 anos), as iscas granuladas a base de dodecacloro (Mirex™), um
organoclorado utilizado no Brasil durante muitos anos, teve sua produgdo proibida em
1992 com a descoberta de um inseticida substituto. Este pertence ao grupo quimico das
sulfonas fluoralifaticas, denominado de sulfluramida (N-etil perfluoroctano
sulfonamida), primeiramente estudado no combate das formigas lava-pés (Solenopsis
invicta) nos E.U.A. (FORTI et al. 1998).

Esse composto, quando presente no organismo, ¢ transformado no metabdlito
perfluoroctano sulfonamida (DESFA) que bloqueia o fluxo de elétrons da cadeia
respiratoria, nas mitocondrias, interrompendo a sintese de ATP. Desse modo, as
operarias intoxicadas apresentam movimentos lentos e agressividade diminuida. Além
disso, a contaminacdo por sulfluramida é dada pela ingestdo e trofalaxia entre as
operarias e ap6os quatro dias da aplicag@o, os ninhos ndo apresentam corte de folhas,
muitas operarias estdo mortas ¢ a cultura de fungo torna-se desorganizada. Outro fator
importante, a sulfluramida possui um periodo de meia vida no solo de 90 a 180 dias,

inferior ao do dodecacloro (JACOB, 2002).
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As iscas contendo sulfluramida e formuladas com o atrativo a base de polpa citrica
foram bem aceitas para vdarias espécies de formigas cortadeiras incluindo, Atta
laevigata, Acromymex subterraneus subterraneus e A. sexdens rubropilosa (DELLA
LUCIA et al. 1992).

Assim, atualmente a maioria das iscas comercializadas no controle das formigas
cortadeiras é a base de sulfluramida (concentragdo de 0,3%) e existem varias marcas de
iscas granuladas disponiveis no mercado: p.ex. Dinagro-S®, Attamex-S®, Pikapau-S® e
Mirex-S®, todas com o mesmo teor de ingrediente ativo ¢ com o mesmo atrativo, ou
seja, polpa citrica (FORTI et al. 1998).

A eficiéncia das iscas a base de sulfluramida no combate a varias espécies de satvas
e quenquéns estd concentrada em uma faixa de 90 a 100% de mortalidade. Dentre as
espécies susceptiveis pode-se citar: 4. sexdens rubropilosa (ZANUNCIO et al. 1997,
ZANETTI et al. 2003a), A. laevigata (ZANUNCIO et al. 1992), Atta texana
(CAMERON, 1990), Acromyrmex subterraneus molestans (ZANUNCIO et al. 1996;
ZANETTI et al. 2003b), Acromyrmex heyeri (LINK et al. 1997) e Acromyrmex
ambiguus (LOECK; GUSMAO 1998).

Apesar da descoberta da sulfluramida, a busca e o desenvolvimento de novos
principios ativos continuam, resultando em compostos com alguma atividade sobre as
formigas cortadeiras: p.ex. diflubenzuron, fenoxicarbe, avermectina B, fipronil, etc.
(JACOB, 2002).

Ainda em fase de testes, o produto hidrametilnona (grupo quimico das
amidinohidrazonas) possui modo de a¢do semelhante ao da sulfluramida e mostrou-se
ativo em Atta texana com uma eficiéncia de 80% e 100%, quando formulado em iscas
(CAMERON, 1990) e também ¢ promissor no controle de Atfa sp. (MENDONCA et al.

1987). Contudo, poucos estudos foram realizados com esse principio ativo.

2.4.2. Controle através de fungos entomopatogénicos

Em alternativa ao uso das substancias quimicas, tem-se o controle por meio de
inimigos naturais das formigas cortadeiras. Testes foram realizados com nematoides,
acaros e fungos entomopatogénicos encontrados na natureza associados a ninhos das

cortadeiras (DELLA LUCIA; MOREIRA; OLIVEIRA, 1993).
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Embora o conhecimento a respeito de tais inimigos seja pequeno, os estudos t€m se
concentrado mais nos fungos entomopatogénicos. No laboratério € no campo, os fungos
Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae, comumente utilizados no controle de
varias pragas agricolas, como a cigarrinha da folha da cana-de-agucar e de pastagens,
sinalizaram para o potencial patogénico que exercem nas operarias de Atta sexdens
rubropilosa (ALVES; SOSA GOMES, 1983), Atta cephalotes (LOPEZ et al. 1999),
Atta sexdens piriventris ¢ Acromyrmex sp. (DIEHL-FLEIG, 1987; DIEHL-FLEIG et al.
1988; SILVA; DIEHL-FLEIG, 1988; DIEHL-FLEIG et al. 1992; DIEHL-FLEIG et al.
1993). Silva et al. (1993) obtiveram uma eficiéncia de 76% no controle de Acromyrmex
sp. em areas de reflorestamento de eucalipto utilizando o fungo Beauveria bassiana.

Os sintomas que os fungos entomopatogénicos causam nas colonias das formigas
cortadeiras incluem: aumento na mortalidade de formigas, declinio da atividade de
forrageamento e na saide dos jardins de fungos, levando indiretamente a colonia a
morte (JACCOUD et al. 1999).

Apesar dos testes com fungos entomopatogénicos apresentarem niveis de eficiéncia
satisfatorios, sempre esbarram na maneira como as formigas lidam com os agentes
estranhos quando da aplicagdo a colonias grandes em condi¢des naturais, muitas vezes
desencorajando a montagem de um programa de controle bioldgico para essas pragas
(KERMARREC et al. 1986; MACHADO et al. 1988; DIEHL-FLEIG; LUCCHESE,
1991).

Para contornar esse impasse, tentativas de formular os esporos desses fungos em
iscas toxicas com diferentes atrativos foram realizadas, permitindo assim que os esporos
ndo sejam reconhecidos pelos mecanismos de defesa das formigas (DIEHL-FLEIG;
SILVA, 1992; SPECHT et al. 1994). O resultado desse tipo de controle ¢ efetivo, porém
requer um tempo prolongado (cerca de 60 dias) para que ocorra a inatividade total da
colonia (LOPEZ; ORDUZ, 2003).

Silva e Diehl-Fleig (1988) apontaram que, para um controle utilizando fungos
entomopatogénicos, ¢ necessaria a selecdo de isolados mais especificos ao hospedeiro e
ja foi observado que, dentro da populagdo desses fungos, ¢ possivel encontrar grande
variabilidade genética entre os individuos que eventualmente permite uma adaptacao a

certos hospedeiros em relagdo a outros (LOPEZ et al. 1999; HUGHES et al. 2004).
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Além dos fungos que atacam as formigas, outros foram estudados em relacdo ao
antagonismo que exercem frente aos fungos simbiontes. Ortiz ¢ Orduz (2000)
verificaram in vitro que algumas cepas de Trichoderma lignorum, encontrado
comumente no solo, inibem satisfatoriamente o crescimento micelial do simbionte de
Atta cephalotes. Essa ¢ uma area de pesquisa promissora, pois pouco ¢ conhecido sobre
os inimigos naturais do protegido fungo simbionte das formigas.

Pelo exposto, observa-se que um dos caminhos para o desenvolvimento de
programas que visem o controle por agentes biologicos € a busca por novos inimigos
naturais, sendo de fundamental importancia encontrar aqueles que possuam capacidade
de transpor as barreiras de defesa que as formigas apresentam, para assegurar um
combate mais efetivo.

Tendo em vista que os relatos sobre os fungos filamentosos associados com os
ninhos das formigas cortadeiras sdo escassos e pontuais (exce¢do ao trabalho de Fischer
et al. (1996)), e considerando que a composicdo da micota presente nesse ambiente
ainda ndo foi totalmente explorada, o presente trabalho propos pesquisar quais seriam os
fungos que podem ser encontrados nos ninhos da formiga cortadeira Atta sexdens

rubropilosa. Assim os objetivos deste trabalho foram:
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3. OBJETIVOS

v' Tsolamento e identificagdo de fungos filamentosos em ninhos artificiais € em ninhos

de campo de Atta sexdens rubropilosa submetidos a tratamento com iscas toxicas.

v Isolamento e identificagdo dos fungos filamentosos em fragmentos de esponja

fingica retirados de ninhos de Atta sexdens rubropilosa.

v' Verificar os efeitos em ninhos artificiais de Atta sexdens rubropilosa quando estes
sdo contaminados com esporos de alguns fungos comumente encontrados nesse

ambiente.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Coleta do material para os tratamentos com iscas toxicas

Noventa e seis colonias iniciais (com idade maxima de cinco meses) da espécie Atta
sexdens, foram coletados nos meses de marco e abril de 2002 e 2003, no municipio de
Corumbatai, SP (S 22° 17° 22> e W 47° 39 23”’) e trazidos para o laboratério do
Centro de Estudos de Insetos Sociais (C.E.L.S.) - [.B. - UNESP, Rio Claro, SP. Nesta
fase de desenvolvimento, os ninhos apresentam uma Unica camara de fungo de
aproximadamente 10 a 15 cm de didmetro e esta localizada a poucos centimetros da
superficie, facilitando sua escavagdo (AUTUORI, 1941).

Os ninhos foram escavados de modo a minimizar o contato com particulas do solo e
a desestruturacdo das esponjas, evitando-se que a terra se depositasse sobre as mesmas.
Os ninhos foram acomodados em recipientes de plastico transparente, recebendo agua,
alimentacdo e outros cuidados. Os recipientes obedecem a um padrido que temos
utilizado com sucesso nos laboratorios do C.E.L.S., os quais permitem a observacdo do
seu interior e garante boa aeracdo e circulagdo das operarias (Figura 1). A alimentagdo
constituida de flocos de aveia e folhas de Eucalyptus sp. foi fornecida até a estabilizagao
dos ninhos, o que levou de cinco a seis meses. Apos esse periodo os experimentos

foram iniciados.
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Figura 1. Aspecto geral de um ninho artificial de Atta sexdens rubropilosa
utilizado nos tratamentos no laboratorio. 1= Camara de lixo, 2=
Céamara com esponja fungica, 3= Camara de “alimentagdo”.

Colodnias iniciais presentes no mesmo local (com caracteristicas semelhantes aos
ninhos descritos acima) foram experimentalmente tratadas com iscas toxicas in situ (ver
item 4.2.2) e, apds o periodo de experimento, foram escavadas e tiveram suas esponjas
fingicas coletadas com espatula estéril. As esponjas foram armazenadas em recipientes

estéreis e conduzidas ao laboratorio para isolamento dos fungos.
4.2. Tratamentos com iscas toxicas visando o desequilibrio dos ninhos
4.2.1. Ninhos de laboratoério

Apobs a estabilizacdo dos ninhos no laboratério, os mesmos foram separados
aleatoriamente em quatro lotes. Um grupo de dez ninhos continuou sendo alimentado
com folhas de FEucalyptus sp. e flocos de aveia (controle I). O segundo grupo,
constituido de outros dez ninhos, recebeu iscas granuladas sem o principio ativo
(controle II), ou seja, contendo apenas o atrativo a base de polpa citrica. O terceiro
grupo, composto de 40 ninhos, recebeu tratamento com iscas granuladas a base de
sulfluramida 0,3% (Mirex-S®) e para o ultimo grupo, composto de 36 ninhos, foram
oferecidas iscas a base de hidrametilona (formuladas no C.E.I.S., compostas por: 90%de
polpa citrica, 10% de 6leo e 0,5-2% de hidrametilona. Toso os ingredientes foram
misturados e processados em uma peletizadora. As iscas formadas foram resfriadas e

armazenadas em ambiente seco até o inicio dos experimentos).



34

Nos ninhos do controle II e nos ninhos tratados com sulfluramida e hidrametilona
foram colocadas de trés a cinco gramas de iscas em um pequeno recipiente disposto na
camara de alimentagdo. O periodo de experimento desses dois tratamentos teve inicio
com a aplicagdo das iscas e terminou com a morte das operarias ou quando o ninho

apresentou o desenvolvimento de fungos filamentosos.

4.2.2. Ninhos de campo

Cada ninho foi identificado com estaca de madeira e recebeu cerca de dez gramas de
iscas a base de sulfluramida 0,3% (Mirex-S®), depositadas proximo a entrada dos
formigueiros (olheiros). Como logo apds a primeira aplicacdo (data: 4/04/03), onde
foram tratados 16 ninhos, ocorreu chuva intensa com perda de quase todo o material, foi
necessaria uma segunda aplicagdo (data: 16/04/03), quando foram tratados outros 18
ninhos. Decorridos 12 dias da primeira aplicagcdo e seis da segunda, os ninhos foram

escavados seguindo os procedimentos mencionados no item 4.1.

4.3. Experimentos com esponja fliingica sem a presenca das operarias

Em marg¢o de 2003, adicionalmente, foram coletadas 12 coldnias iniciais (seguindo
os mesmos procedimentos do item 4.1.) de Atta sexdens rubropilosa na mesma fazenda.
Para dez desses ninhos, foram retirados das respectivas esponjas fungicas, seis
fragmentos com aproximadamente 0,3g completamente livres de formigas e cada um foi
disposto em tampas de plastico no interior de placas de Petri (& = 150 mm), forradas
com papel de filtro. O procedimento com os dois ninhos restantes foi semelhante, porém
sem a retirada das operarias, constituindo assim, o grupo controle.

Cada sistema foi suprido diariamente com agua destilada estéril, porém ndo foram
oferecidas folhas para as formigas. O periodo de duracdo do experimento compreendeu
12 dias, durante o qual se procedeu ao isolamento dos fungos que se desenvolveram nos

fragmentos que estavam sem as formigas.
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4.4. Isolamento dos fungos

Os ninhos de laboratério, o material coletado no campo (pds-tratamento com as
iscas toxicas) e os fragmentos de esponja mantidos livres das operarias foram
observados macroscopicamente, com auxilio de microscopio estereoscopico, com o
intuito de verificar a ocorréncia de fungos oportunistas. Quando detectado o
desenvolvimento desses microrganismos, foi realizado o isolamento direto transferindo
esporos dos fungos para o meio agar malte 2% (BIOBRAS) adicionado de cloranfenicol
(SIGMA) a 150 ug.L'l, para inibir o desenvolvimento de bactérias (MALLOCH, 1981;
GAMS, et al. 1998).

Os microrganismos foram incubados a 25 + 1° C de trés a sete dias e quando
necessario foi realizado o re-isolamento. Apds o crescimento, as culturas foram
purificadas utilizando o mesmo meio de cultivo sem a adicdo de cloranfenicol. Os
isolados assim obtidos foram codificados e estocados para a etapa seguinte, ou seja, as

identificacdes.

4.5. Identificacdo dos fungos

As identificagdes realizadas neste estudo seguiram os critérios classicos descritos na
literatura (DOMSCH et al. 1993; HAWKSWORTH et al. 1995; ALEXOPOULOS et
al, 1996; BARNETT; HUNTER, 1998; SAMSON, 2000) que levam em conta
caracteristicas morfologicas (tanto macro e microscopicas) e caracteristicas ecologicas
(habitat freqiientemente encontrado).

Para as observagdes microscopicas, utilizou-se agua glicerinada (40%) ou o corante
azul de algoddo (azul de anilina) como liquidos de montagem.

No caso dos géneros mais comuns, foram utilizados os métodos de identificagdo
segundo Klich e Pitt (1988) para espécies de Aspergillus, o método de Nelson et al.
(1983) para espécies de Fusarium e o método de Pitt (1988) para espécies de
Penicillium.

Para outros géneros foram consultadas as seguintes chaves de identificacao:

- Arthrobotrys sp. (van OORSCHOT, 1985);
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- Chrysosporium sp. (van OORSCHOT, 1980);

- Cladosporium sp. e demais dematiaceos (ELLIS, 1971, 1976);

- Cunninghamella sp. (SAMSON, 1969);

- Trichoderma sp. (RIFAI, 1965);

- Mariannea sp. e Paecilomyces sp. (SAMSON, 1974)

- Metarhizium sp. (GAMS; ROZSYPAL, 1973; TULLOCH, 1976; BRIDGE et al.
1993);

- Moniliella sp. (De HOOG, 1979);

- Mucor sp. (SCHIPPER, 1978);

- Rhizopus sp. (SCHIPPER, 1984);

- Syncephalastrum racemosum (MISRA, 1975; SCHIPPER; STALPERS, 1983);

- demais géneros encontrados nessa pesquisa (DOMSCH et al. 1993; BARNETT;
HUNTER, 1998; SAMSON, 2000).

4.6. Preservacao dos isolados

Todos os isolados estdo sendo mantidos em tubos com agar inclinado na geladeira a
(£ 5°C). Os meios de cultivo utilizados sdo aqueles sugeridos por Gams e colaboradores
(1998) para grupos de fungos especificos e neste trabalho utilizamos SNA (Synthetic
Nutrient Agar) para espécies de Fusarium, OA (Oatmeal Agar) para espécies de
Trichoderma e Metarhizium; CMA (Corn meal Agar) para espécies de Penicillium e
Aspergillus e meio agar malte 2% para os demais fungos.

Os isolados também estdo sendo mantidos pelo método de Castellani (1967) apud

Smith e Onions (1983).

4.7. Contaminacio dos ninhos por esporos de fungos filamentosos

Nessa parte do trabalho foram utilizadas mais 20 coldnias iniciais mantidas no
laboratorio (coletadas na Fazenda Corumbatai no inicio de margo de 2004). As colonias
foram aleatoriamente separadas em cinco grupos, totalizando quatro réplicas em cada.
Cada grupo recebeu 0,45 mL de uma das seguintes suspensdes: (i) solugdo 0,05% de

Tween 80 (controle); (ii) suspensdo de esporos Escovopsis weberi (isolado A086a), (iii)
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suspensdo de esporos de Syncephalastrum racemosum (isolado H23b); (iv) suspensdo
de esporos de Trichoderma cf. harzianum (isolado D8a) e (v) suspensao de esporos de
Fusarium solani. (isolado A104).

Os fungos foram cultivados em agar extrato de malte (MEA) a 25 £ 1°C durante
sete dias no escuro. As suspensdes eram constituidas por esporos dos fungos em Tween
80 0,05% ¢ foram padronizadas em cimara de Neubauer para aproximadamente 10°
esporos/mL.

As suspensdes foram borrifadas na parte superior da esponja fungica (esponja nova).
Em diferentes tempos (0, 43, 120, 168 e 334 horas) dez fragmentos, com cerca de 0,3
cm, foram removidos da esponja fingica e semeados em MEA com cloranfenicol a 150
ug.L'l.

Apds um periodo de incubagdo de quatro dias a 25 + 1° C, os fragmentos foram
checados para auséncia ou presenga de crescimento dos fungos inoculados. Havendo
ocorréncia de crescimento de fungos nos fragmentos, estes foram identificados para
confirmar se realmente era um dos fungos inoculados.

O resultado desse experimento ¢ dado como a proporcdo de fungos inoculados
recuperados nos isolamentos dos fragmentos de esponja nova ao longo do tempo (figura
14). Para efeitos comparativos entre os isolados utilizou-se o teste ndo-paramétrico de

Kruskal-Wallis aplicado a variavel do tipo binomial, com auxilio do software Minitab

(2000).
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5. RESULTADOS

5.1. Tratamentos com iscas toxicas visando o desequilibrio dos ninhos de

Atta sexdens rubropilosa

5.1.1. Ninhos de laboratério tratados com Mirex-S®

Os ninhos pertencentes ao primeiro grupo (controle I) para os quais foram
oferecidas folhas de Eucalyptus sp. ndo apresentaram sinais de alteracdo em sua
atividade, tendo havido continuo corte das folhas e manutencdo do fungo simbionte
pelas operarias. O grupo (controle II) para o qual foram oferecidas iscas sem o principio
ativo, apresentou pequena reducdo na atividade das operdrias, mas ndo sofreu alteragdes
expressivas ou que pudessem ocasionar a sua morte ou o aparecimento de qualquer
fungo oportunista.

Todos os ninhos (n= 40) morreram apos serem tratados com as iscas toxicas
contendo 0,3% de sulfluramida, sendo que em doze deles ndao foi observado
macroscopicamente o crescimento de fungo contaminante em qualquer parte do ninho.
Nos vinte e oito ninhos restantes ocorreu o crescimento de fungos contaminantes na

esponja e/ou na area destinada ao material descartado pelas formigas (lixo). Nesses
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ninhos também foi verificado maior umidade, visivel sob a forma de &agua de
condensacdo nas tampas ¢ nas paredes dos compartimentos de plastico. Tal fato foi
observado principalmente nos compartimentos onde estavam dispostas as esponjas
fingicas.

Dentre os trés compartimentos do ninho artificial (lixo, esponja fiingica e area de
alimentagdo), observou-se que o recipiente o qual continha a esponja flingica apresentou
maior ocorréncia de fungos filamentosos (66%) enquanto que no lixo foi observado
cerca de 20% dos fungos (Figura 2).

Foram isoladas 74 linhagens de fungos, compreendendo 17 espécies distribuidas em
13 géneros e um isolado que apresentou micélio estéril. A maioria dos isolados pertence
ao grupo atualmente conhecido como fungos mitosporicos (ex-Deuteromicetos), sendo
que outros pertencem a ordem Mucorales (Filo Zygomycota) (HAWKSWORTH et al.,
1995).

Os fungos com maior freqiiéncia de ocorréncia foram Syncephalastrum racemosum
(Zygomycota: Mucorales) (54%), seguido de Escovopsis weberi (21%) e Fusarium
solani (Ascomycota: Hypocreales) (18%) (Figura 7), sendo que os dois primeiros foram
encontrados somente na esponja fungica e o ultimo foi encontrado tanto na esponja
quanto no lixo. S. racemosum e E. weberi foram capazes de recobrir totalmente a
esponja fungica em apenas quatro dias ap6s o inicio do tratamento (Figuras 3 e 4).

Em propor¢do menor, outros fungos puderam ser observados. Alguns desses
cresceram isoladamente bem como na presenga de outros e, portanto, para um mesmo
ninho, geralmente mais de um fungo filamentoso foi observado (Tabela 2 ¢ 3).

Apenas o ninho NO§ apresentou maior diversidade de fungos. Foram encontrados
Cladosporium  cladosporioides, Cunninghamella elegans, Fusarium equiseti,
Penicillium janthinellum e S. racemosum (Tabelas 2 e 3).

Em oito ninhos também ocorreu o desenvolvimento de fungos contaminantes nos
fragmentos da isca depositados sobre a esponja fungica (Figura 2), fato ndo observado
nos ninhos utilizados como controle II (iscas sem principio ativo). Os fungos que se
desenvolveram nas iscas foram: Penicillium citrinum (50%), seguido de Aspergillus

flavus (30%), P. janthinellum (10%) e Trichothecium roseum (10%) (Tabela 3 e Figura
5).
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De maneira geral, os fungos encontrados no lixo também estavam presentes no
jardim, com exce¢ao de Fusarium oxysporum e Fusarium verticillioides, mas nem todos
os fungos que ocorreram na esponja puderam ser observados no lixo (Tabelas 2 e 3).
Interessante notar que alguns desses fungos filamentosos do lixo estavam crescendo
sobre as operarias mortas, como por exemplo, Trichoderma cf. harzianum (ninho D15),
Trichothecium roseum (ninho D10), Fusarium oxysporum (ninho D11) e Aspergillus
Sflavus (ninho D12) (Figura 6).

Considerando um tnico ninho, o0 mesmo fungo pdde ser observado em diferentes
locais, como o F. solani (ninho 2B) e¢ o Trichoderma cf. harzianum (ninho D13)
encontrados na esponja e no lixo simultaneamente, 4. flavus e P. citrinum presentes
tanto no lixo quanto nas iscas do ninho D12, enquanto que no ninho D5, P. citrinum
desenvolveu-se nas iscas e no jardim de fungos.

Dentre todos os ninhos, o0 NO7 foi o tinico que apresentou fungos somente no lixo.

0.8+
0.7
0.6
0.5
0.4
0.31
0.2
0 ‘
Esponja Lixo Iscas

Frequencia relativa

Local de crescimento dos fungos

O Mirex-S® B Hidrametilona

Figura 2. Local de ocorréncia dos isolados de fungos filamentosos nos ninhos
artificiais de Atta sexdens rubropilosa tratados com iscas toxicas
(Mirex-S® e isca & base de hidrametilona).
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Figura 3. (a) Ninho de artificial de Atta sexdens rubropilosa apos aplicacdo da isca Mirex-S®, notar
micélio de Syncephalastrum racemosum recobrindo a esponja fungica; (b) Estrutura reprodutiva
(esporangio) do mesmo fungo (50x); (c) Esporangios, detalhe (400x).
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Figura 4. (a) Ninho artificial de Atta sexdens rubropilosa, esquerda: controle (tratado com iscas sem
principio ativo), direita: ninho totalmente recoberto por micélio de Escovopsis weberi apos 4
dias do tratamento com Mirex-S®; (b) Fragmento de esponja fingica recoberto por
esporulacdo marrom do mesmo fungo; (c¢) Conidioforos de E. weberi (1000x).

Figura 5. Trichothecium roseum, fungo encontrado nos fragmentos da isca Mirex-S® ofereidas a
ninhos artificiais de Atta sexdens rubropilosa). (a) Conididéforo e esporos (400x); (b)
aspecto da colonia em meio de extrato de malte (MEA) a 25°C.
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Tabela 2. Ocorréncia de fungos filamentosos em ninhos artificiais (esponja) de Atta sexdens rubropilosa submetidos a tratamentos com
a isca toxica Mirex-S®

Fungos Isolados

Ninhos de Atta sexdens rubropilosa

IA 1A 2B
01 02

3B48B 5B N N NN NNNDDDD DD DD D D D D D D
03 05 06 08 17 18 01 02 03 04 05 06 08 09 10 11 12 13 14 15

02

Acremonium strictum
Acremonium kiliense
Arthrobotrys cladodes
Aspergillus flavus
Cladosporium cladosporioides
Cunninghamella elegans
Escovopsis weberi

Fusarium equiseti

Fusarium solani

Moniliella suaveolens
Penicillium citrinum
Penicillium janthinellum
Piptocephalis sp.
Syncephalastrum racemosum
Trichoderma cf. harzianum
Trichothecium roseum

MS

+

MS = Mycelia sterilia
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Tabela 3. Ocorréncia de fungos filamentosos em ninhos artificiais (lixo e iscas) de Atta sexdens rubropilosa

submetidos a tratamentos com a isca toxica (Mirex-S®)

Fungos Isolados LIXO ISCAS
Ninhos Ninhos
2B N D D D D D D|4B N D D D D D D
07 08 10 11 12 13 15 08 01 02 04 05 12 13
Acremonium kiliense + + +
Aspergillus flavus + + + +
Cunninghamella elegans +
Fusarium oxysporum +
Fusarium solani +
Fusarium verticillioides +
Penicillium citrinum + + + + + 4+
Penicillium janthinellum + +
Penicillium (Furcatum) sp. +
Trichoderma cf. harzianum + +  +
Trichothecium roseum + +

Figura 6. Operaria morta de Atta sexdens rubropilosa depositada no lixo do ninho de laboratério
D12 tratado com isca toxica (Mirex-S®). Notar conidioforos amarelos de Aspergillus

flavus emergindo do corpo da operaria (32x).
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Frequencia relativa

1 2 3 45 6 7 8 910111213 141516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 *
Fungos ocorridos

M Laboratério: Hidrametilona E Laboratorio: Mirex-S O Campo: Mirex-S

Figura 7. Frequéncia de ocorréncia dos fungos filamentosos encontrados nos ninhos de Atta sexdens rubropilosa tratados com iscas
granuladas (Mirex-S®) no campo (n=13) e no laboratério (n=28) e com iscas granuladas (a base de hidrametilona) no laboratério
(n=33).

* Espécies de fungos: 1= Syncephalastrum racemosum, 2= Escovopsis weberi, 3= Fusarium solani, 4= Penicillium citrinum, 5= Aspergillus
flavus, 6= Acremonium kiliense, 7= Trichothecium roseum, 8= Cunninghamella elegans, 9= Penicillium janthinellum, 10= Piptocephalis sp.,
11= Trichoderma cf. harzianum, 12= Trichoderma sp., 13= Arthrobotrys cladodes, 14= Cladosporium cladosporioides, 15= Fusarium equiseti,
16= Fusarium verticillioides, 17= micelia sterilia, 18= Fusarium oxysporum, 19= Moniliella suaveolens, 20= Penicillium (Furcatum) sp., 21=
Acremonium strictum, 22= Mucor hiemalis, 23= Cunninghamenla equinulata, 24= Mariannea elegans var. punicea, 25= Metarhizium anisopliae
var. anisopliae, 26= Mucor microsporus, 27= Aspegillus niger var. niger, 28= Scopulariopsis acremonium, 29= Metarhizium flavoviride, 30=

Aspergillus unguis, 31= Aspergillus versicolor; 32 = Aspergillus parasiticus. Ver Tabelas 2, 3, 4 e 5 para maiores detalhes.
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5.1.2. Ninhos de laboratorio tratados com iscas a base de

hidrametilnona

De modo semelhante ao observado para o tratamento anterior, os ninhos que
permaneceram com alimentagdo controlada e os ninhos para os quais foram oferecidas
iscas sem o principio ativo ndo apresentaram quaisquer sinais de desenvolvimento de
fungos filamentosos durante o experimento.

De todos os ninhos tratados (n= 36) com a isca granulada a base de hidrametilona,
35 deles morreram apds a aplicag@o da isca. Dentre os ninhos mortos, foi confirmado o
desenvolvimento macroscopico de fungos filamentosos em 34 deles, sendo possivel
realizar o isolamento de fungos de 33 ninhos. Ocorreu também grande umidade nos
compartimentos da esponja fingica dessas colonias.

Foi possivel recuperar um total de 60 linhagens de fungos, distribuidas em 11
géneros e 13 espécies. Os fungos obtidos neste tratamento também pertencem ao grupo
dos fungos mitosporicos, com excecao de Piptocephalis sp. e S. racemosum que sao
representantes da ordem Mucorales (Filo Zygomycota) (HAWKSWORTH et al., 1995).
Novamente, o local onde houve maior ocorréncia de fungos filamentosos foi a esponja
fungica (72%), seguido do lixo (25%) e dos fragmentos das iscas (3%) (Figura 2).

Os fungos mais frequentes foram: S. racemosum (79%) e E. weberi (15%), sendo
que o primeiro desenvolveu-se preferencialmente no jardim de fungos, mas também
apareceu no lixo; enquanto que o segundo somente foi observado na esponja fungica.
Penicillium (Furcatum) sp., Piptocephalis sp., bem como outros fungos, foram isolados
em proporcdes menores (Figuras 7 e 8).

Varios foram os ninhos que apresentaram fungos filamentosos somente no jardim,
mas o ninho H11 apresentou fungos nos fragmentos das iscas granuladas e no lixo. Por
outro lado, a colonia H22 foi a tinica na qual foi observado fungo somente no lixo e o
microrganismo em questdo era o Scopulariopsis acremonium (Ascomycota) (Tabelas 4
e9).

Considerando uma mesma colonia, S. acremonium foi isolado tanto da esponja
quanto do lixo do ninho H17 e S. racemosum foi isolado da esponja e do lixo dos ninhos

H21 e H23 (Tabela 4 ¢ 5).
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Dos fungos observados no lixo, Acremonium strictum (ninho H4), Acremonium
kiliense (ninho H5) e Aspergillus parasiticus (ninho H39) estavam crescendo sobre o
corpo das operarias mortas.

Dentre os fungos observados nos tratamentos com hidrametilona e Mirex-S*, nove
deles foram comum aos dois tratamentos, sendo eles: S. racemosum, E. weberi,
F.solani, A. flavus, Piptocephalis sp., P. citrinum, Penicillium (Furcatum) sp., A.
strictum ¢ M. suaveolens (Figura 7).

O fungo mais freqliente nos dois tratamentos foi S. racemosum, sendo isolado
apenas da esponja fingica dos ninhos tratados com Mirex-S®, todavia, foi isolado na

esponja e no lixo dos ninhos tratados com hidrametilona.

Figura 8. Ninho artificial de Atta sexdens rubropilosa apresentando o fungo filamentoso
Moniliella suaveolens, apos 4 dias da aplicacdo de iscas toxicas a base de
hidrametilona.
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Tabela 4. Ocorréncia de fungos filamentosos em ninhos artificiais (lixo e iscas) de Atta sexdens rubropilosa submetidos a tratamentos com
isca a base de hidrametilona

LIXO ISCAS
Fungos Isolados Ninhos Ninho
H H H H H H H H H H H H
01 04 05 11 16 17 21 22 23 29 39 11
Acremonium strictum +
Aspergillus niger var. niger +
Aspergillus unguis +
Aspergillus versicolor +
Aspergillus parasiticus +
Penicillium (Furcatum) sp. + +
Penicillium citrinum +
Scopulariopsis acremonium + + +
Syncephalastrum racemosum + + + +
Trichoderma sp. +
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Tabela 5. Ocorréncia de fungos filamentosos em ninhos artificiais (esponja) de Atta sexdens rubropilosa submetidos a tratamentos com iscas
toxicas (principio ativo = hidrametilona).

Fungos Isolados

Ninhos de Atta sexdens rubropilosa

HHHHHHHHMHMHMHMHMHUHMHMHMHMHUHUMHMHMHMHMHUMHMHUMHMHUMHUHMHH
01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 16 17 18 20 21 23 25 27 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40

Acremonium strictum
Aspergillus flavus
Escovopsis weberi
Fusarium solani
Metharhizium flavoviride
Moniliella suaveolens
Penicillium citrinum
Penicillium (Furcatum) sp.
Piptocephalis sp.
Scopulariopsis acremonium
Syncephalastrum racemosum

Trichoderma sp.

n
n
- - - + -
-
+
+
-
- -
- - -
+
- - + o+ + + + + o+ o+ - + 4+ + o+ 4+ o+ - + 4+ o+ o+ + + o+
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5.1.3. Ninhos de campo tratados com Mirex-S®

Apo6s 12 dias da primeira aplicacdo, apenas cinco dos 16 ninhos submetidos ao
tratamento com Mirex-S® estavam inativos. No restante, observou-se atividade das
operarias na entrada e nas proximidades dos ninhos. Além disso, verificamos que as
iscas aplicadas nesses ninhos ndo foram carregadas pelas formigas devido as fortes
chuvas que cairam imediatamente apés a aplicagdo (c.f. item 4.2.2).

Dos cinco ninhos mortos, dois continham fungos contaminantes na esponja fungica
(Figura 9). Nos demais a esponja fungica ndo foi localizada ou n3o puderam ser
recuperadas em condigdes de serem examinadas no laboratério. No outro lote foram
encontrados 17 ninhos mortos (n= 18), apds seis dias da aplicacdo. Em 13 desses ninhos
a presenca de fungos contaminantes sobre o jardim de fungos foi constatada e nos
quatro ninhos restantes ndo foram encontradas as esponjas fungicas durante a
escavagao.

Do total de 15 ninhos que apresentaram fungos (dois ninhos da primeira coleta e 13
ninhos da segunda) em 13 deles foi possivel realizar os isolamentos dos contaminantes.
Os 23 fungos isolados estavam distribuidos em 10 géneros e 13 espécies sendo que a
maioria pertence ao grupo dos fungos mitosporicos e o restante ao filo Zygomycota
(Tabela 6).

Os isolados de Trichoderma cf. harzianum foram os de maior ocorréncia (38%)
seguido pelos fungos pertencentes ao género F. oxysporum (23%), enquanto que E.
weberi ocorreu em apenas dois ninhos (Figura 7). Em sete ninhos houve o
desenvolvimento de mais de um fungo enquanto que nos outros seis, apenas uma
espécie foi registrada, entre elas estava A. strictum (Figura 10).

De um modo geral, comparando-se isoladamente os tratamentos com hidrametilona
no laboratério com o tratamento no campo, alguns fungos ocorreram em comum: E.
weberi, F. solani, Trichoderma sp., A. strictum, Aspergillus niger var. niger ¢ M.
suaveolens. Nos tratamentos com sulfluramida tanto no laboratdrio quanto no campo, os
fungos em comum foram: E. weberi, F. solani, A. kiliense, A. strictum, Trichoderma cf.

harzianum, F. oxysporum e M. suaveolens.
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Analisando conjuntamente os dois tratamentos no laboratdrio e o tratamento no

campo, nota-se que apenas trés isolados apareceram nas trés situagoes: E. weberi, F.

solani e M. suaveolens (Figura 7).

Tabela 6. Ocorréncia de fungos filamentosos em ninhos de Atfta sexdens rubropilosa tratados com

isca toxica (Mirex-S®) in situ

Fungos Isolados

Ninhos de Atta sexdens rubropilosa

2 3 1B 2B 5B 6B 7B 9B 13B 16B 17B 19B 20B

Acremonium kiliense
Acremonium strictum
Aspergillus niger var. niger
Cunninghamella equinulata
Escovopsis weberi

Fusarium solani

Fusarium oxysporum
Mariannea elegans var. punicea
Metarhizium anisopliae var. anisopliae
Moniliella suaveolens

Mucor hiemalis

Mucor microsporus
Trichoderma cf. harzianum

Trichoderma sp.

+ -
+
+
n
+ +
n
+ + o+
n
n
n
+ +
+
+ o+ - -
+

Figura 9. Fungo em ninho de Atta sexdens rubropilosa, apds 12 dias de tratamento com iscas toxicas
no campo. Notar micélio de Trichoderma cf. harzianum recobrindo a esponja fungica
(seta). Rainha viva no momento da coleta.
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Figura 10. Conidi6foros ramificados de Acremonium strictum. (a) 1000x; (b) 400x.

5.2. Fragmentos de esponja fungica mantidos sem a presenca das operarias

Na presenga das operarias, os fragmentos da esponja fungica permaneceram
saudaveis, sem quaisquer mudancas em seu aspecto, mesmo apos 12 dias de
experimento (Figura 11a). Por outro lado, nos fragmentos mantidos sem as formigas
ocorreu o desenvolvimento de varios fungos filamentosos, alguns dos quais apareceram
ja no segundo dia de experimento (Figura 11).

Em alguns casos mais de um fungo filamentoso estava compartilhando o mesmo
fragmento. Os ninhos que tiveram o maior numero de fungos foram: ninho 03 (4.
kiliense, Rhizopus stolonifer var. stolonifer, Trichoderma cf. harzianum e Trichoderma
sp.), ninho 08 (4. kiliense, Chrysosporium sulfureum, E. weberi ¢ M. suaveolens) e
ninho 09 (C. cladosporioides, M. suaveolens, Trichoderma sp. € um fungo com micélio
estéril) (Tabela 7).

De todo o experimento, M. suaveolens (50%), Trichoderma sp. (50%), A. kiliense
(42%) e E. weberi (42%) foram os isolados de maior ocorréncia (Figura 12). M.
suaveolens formou estruturas conspicuas que facilitaram sua identificacdo (Figuras 11b

e 13).
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CONTROLE NINHO 8

Figura 11. Fragmentos de esponja fingica retirados de colonias iniciais de Atta sexdens rubropilosa.
(a) esquerda: fragmentos mantidos com operarias (controle); direita: fragmentos mantidos
12 dias sem operarias, notar esporulacdo de FEscovopsis weberi formada (seta). (b)
Fragmentos de esponja fungica, sem operarias, apresentando micélio do fungo Moniliella

suaveolens.
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Tabela 7. Fungos filamentosos recuperados de fragmentos de esponja fungica na auséncia das
operarias de Atta sexdens rubropilosa.

Fungos Isolados Ninhos

01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12
Acremonium kiliense + + + + +
Acremonium strictum +
Chrysosporium sulfureum +
Cladosporium cladosporioides +
Clonostachys rosea +
Escovopsis weberi +  + + + +
Moniliella suaveolens + + + +  + +
Rhizopus stolonifer var. stolonifer +
Trichoderma cf. harzianum + +
Trichoderma sp. + +  + + + 4+
MS + +

MS- micelia sterilia

Frequencia relativa

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M1

Fungos observados

Figura 12. Frequéncia de ocorréncia dos fungos filamentosos encontrados em fragmentos de esponja

fungica removidos de ninhos de Atta sexdens rubropilosa e mantidos livres das operarias
(n=12)

* Espécies de fungos: 1= Moniliella suaveolens, 2= Trichoderma sp., 3= Acremonium kiliense,
4= Escovopsis weberi, 5= Trichoderma cf. harzianum, 6= MS (micelia sterilia), 7= Acremonium
strictum, 8= Chrysosporium sulfureum, 9= Cladosporium cladosporioides, 10= Clonostachys
rosea ¢ 11= Rhizopus stolonifer var. stolonifer.
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Figura 13. (a) Moniliella suaveolens, esporos formados em cadeia (200x, coloracdo azul de
anilina); (b) detalhe da formacdo dos esporos (1000x); (c) estruturas aberrantes
formadas no micélio aéreo (200x, coloragdo azul de anilina).

5.3. Contaminacio dos ninhos por esporos de fungos filamentosos

Nesta parte do estudo o intuito era verificar se uma infec¢do proposital por esporos
de fungos filamentosos poderia ocasionar um desequilibrio no interior das colénias
artificiais de Atta sexdens rubropilosa.

Apos induzir a contamina¢do dos ninhos com alguns dos isolados obtidos nesta
pesquisa, pdde-se observar que todos os isolados foram eliminados do jardim de fungos,

em diferentes periodos de tempo, provocando alteragdes temporarias nos mesmos.
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Durante todo o experimento, o tratamento controle apresentou o crescimento do
fungo simbionte a uma taxa superior a 90%, portanto, exibindo um baixo indice de
contaminac¢do durante os tempos analisados. No tempo inicial (T=0), S. racemosum, F.
solani e Trichoderma cf. harzianum, foram reisolados dos jardins de cada um dos
tratamentos em uma propor¢do acima de 80%. Por outro lado, E. weberi diferiu
significativamente dos demais (H= 46,87, g.l.= 4, p= 0), pois foi recuperado em 50%
dos fragmentos de esponja nova (Figura 14).

Nos tempos subseqiientes a propor¢ao das cepas recuperadas da esponja nova
diminuiu drasticamente, principalmente para F. solani e Trichoderma cf. harzianum que
apos 43 horas foi reduzida para 10%. Por outro lado, a taxa de re-isolamento de S.
racemosum caiu mais lentamente, atingindo aproximadamente 50% ap6s 120 horas de
tratamento (H= 53,98, g.1.= 3, p=0).

Com 14 horas de experimento, notou-se que as operarias de A. sexdens rubropilosa
das colonias que receberam tratamento com esporos de S. racemosum estavam
engajadas em uma atividade interessante: elas cortavam e carregavam para o lixo
pequenos pedagos de esponja nova. Isolamentos realizados a partir desses fragmentos
revelaram a presenca maciga de S. racemosum. A duracdo desse comportamento, no
entanto, ndo foi prolongada, pois foi encerrado antes de completar 43 horas de
experimento.

A porcentagem de recuperacdo de S. racemosum somente alcangou niveis
semelhantes aos de F. solani e Trichoderma. cf. harzianum no tempo igual a 168 horas
(H= 2,00 g.1.= 3, p= 0,36) e posteriormente (T= 334 horas) todos eles ndo puderam ser
mais reisolados da esponja.

Apesar do decréscimo de E. weberi durante os intervalos de tempo analisados, essa
diminui¢@o pode ser considerada mais lenta quando comparada com os outros isolados.
E. weberi foi o tinico fungo que pdde ser recuperado ao término do experimento,
embora esse resultado ndo tenha sido significativo (H= 6,04, g.l= 3, p= 0,11) em
relacdo aos outros trés isolados inoculados, pois foi encontrado apenas em um

fragmento.
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Figura 14. Propor¢do de fungos recuperados em relagdo ao tempo (horas) nos fragmentos de esponja

fungica provenientes de coldnias artificiais de Atta sexdens rubropilosa submetidas a
diferentes tratamentos. Trat. I: suspensdo de esporos de Escovopsis weberi; Trat. II:
suspensdo de esporos de Syncephalastrum racemosum, Trat. 1II: suspensdo de esporos de
Trichoderma cf. harzianum e Trat. IV: suspensdo de esporos de Fusarium solani.
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6. DISCUSSAO

Nos insetos sociais, condicdes de estresse podem alterar substancialmente as
relagdes entre os individuos da sociedade, acarretando diversas consequéncias. Tais
efeitos sdo ainda mais notaveis quando esses insetos vivem em associagdo intima com
outro organismo, como por exemplo, 0 mutualismo entre as formigas cortadeiras e seu
fungo simbionte.

Levando-se em consideracdo a microbiota aliada as colonias das formigas
cortadeiras e os resultados obtidos nesta pesquisa, ficou evidente que o equilibrio
existente nessa simbiose pode ser afetado e quando isso ocorre, microrganismos
presentes nos ninhos podem se desenvolver de maneira incontroldvel. Neste estudo, o
desequilibrio foi alcangado em duas situagdes diferentes: uma utilizou iscas toxicas,
tanto na condi¢do de campo quanto em laboratorio, ¢ na outra, as operarias foram
removidas da esponja fingica de colonias recém-coletadas no campo.

Com a morte continua de operarias nos ninhos tratados com os inseticidas, houve
um enfraquecimento nas atividades de protecdo desempenhadas pelas formigas e um
aumento visivel da umidade no interior dos ninhos, fatores que contribuem para o
desenvolvimento de microrganismos indesejaveis e dentre eles encontram-se os fungos
filamentosos.

Aproximadamente metade das espécies de fungos filamentosos isolados foi comum
aos dois tratamentos aplicados nos ninhos de laboratorio, o que era esperado, pois todos
os ninhos foram coletados no mesmo local, na mesma época e mantidos artificialmente

sob condi¢oes semelhantes.
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A alta incidéncia de Syncephalastrum racemosum na esponja revela certa
preferéncia por esse local, apesar de outros autores e o presente estudo terem encontrado
esse fungo também no lixo (Fisher et al. 1996).

Alguns dos fungos da ordem Mucorales (Filo Zygomycota) da qual S. racemosum
faz parte, sdo saprofitos comumente conhecidos como “fungos do agucar” (sugar-free
fungi), pois possuem um aparato enzimatico caracteristico, capaz de utilizar agtcares de
estrutura simples como fonte de energia e com isso crescerem ¢ colonizarem o ambiente
de forma rapida (seriam os pioneiros na escala da sucessao) (ALEXOPOULOS et al.,
1996; TRUFEM, 1998).

Talvez S. racemosum prefira a esponja fungica ao lixo, pelo fato dela conter
acucares de cadeia simples e outros oligossacarideos facilmente assimilaveis
encontrados nesse local, conforme demonstrado por Siqueira et al. (1998) e Silva et al.
(2003).

Considerando ainda os tratamentos realizados no laboratoério, a maioria dos fungos
isolados foi encontrada na esponja, porém, a maior parte das espécies registradas neste
local também foi encontrada na cdmara de lixo, sugerindo que tais microrganismos
sejam removidos da esponja e descartados no lixo, devido aos comportamentos de
higiene das operarias. Outros fungos foram observados somente no lixo ¢ um resultado
semelhante foi obtido por Craven et al. (1970) e Fisher et al. (1996), que relataram
diferentes espécies de leveduras e fungos filamentosos, respectivamente, no lixo, as
quais ndo estavam presentes no jardim de fungos. Esses autores ndo levantaram
hipoteses para os resultados obtidos, muito embora seja possivel que esses fungos
estivessem presentes no jardim, mas ndo conseguiram se desenvolver devido a
sobreposicdo de outros microrganismos que ai estavam e que cresceram mais rapido, no
momento do isolamento. Por outro lado, ¢ possivel que tais fungos foram mais
facilmente removidos do jardim em relacdo aos outros, os quais as operarias poderiam
ter um pouco de dificuldade para retira-los da esponja.

Bot et al. (2001b) consideram o lixo potencialmente danoso para as formigas
cortadeiras e seu parceiro, pois pode constituir em um meio de re-infec¢do e dispersdo
de doengas na colonia devido a presenca de microrganismos patogénicos. De fato, o lixo

de A. sexdens rubropilosa abriga varios fungos indesejaveis.
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A predominancia de Trichoderma cf. harzianum nos ninhos de campo e de S.
racemosum nos ninhos de laboratério pode ser explicada pelo fato destes ultimos
estarem sendo mantidos por um longo periodo com alimentagdo controlada (no minimo
cinco meses). Fisher et al. (1996) alimentaram por trés meses, com folhas de Quercus
ilex, e por mais trés meses subseqiientes, com folhas de Rosa sp. um mesmo ninho de
Atta cephalotes em laboratorio e isolaram os fungos presentes na esponja ao final de
cada periodo de alimentagdo. Foi constatada uma diferenca na composi¢do e na
quantidade de fungos isolados apds a troca da alimentagdo, mostrando a influéncia da
mesma na composi¢cdo da microbiota. Além disso, ¢ sabido que o material vegetal
continuamente adicionado pelas formigas no topo da esponja fungica, leva de cinco a
seis semanas para chegar a base e dai ser eventualmente descartado no lixo (WEBER,
1972a). Assim, entre a coleta dos ninhos no campo e o inicio dos experimentos houve
tempo suficiente para que os fungos pré-existentes fossem gradativamente substituidos.
Por conseqiiéncia, esses argumentos também se aplicam ao fato de poucas espécies em
comum serem encontradas entre os dois tratamentos.

Contudo, nesse ambiente, os trés fungos (Escovopsis weberi, Fusarium solani e
Moniliella suaveolens) encontrados em comum em todos os tratamentos sugerem que
alguns microrganismos podem resistir as mudancas de alimentagdo e até mesmo o
contato com inseticidas toxicos.

Surpreendente ¢ a0 mesmo tempo um pouco confuso é discutir sobre a origem de S.
racemosum nos ninhos laboratorio. Este ndo foi encontrado em ninhos de campo tratado
com inseticida € nem em ninhos recém-coletados, como os utilizados no experimento de
retirada das formigas. Analises adicionais, incluindo tentativas de isolamentos das
folhas de Eucalyptus sp. e dos flocos de aveia utilizados para manutencao dos ninhos e
também de fragmentos de esponja fingica de ninhos iniciais saudaveis, ndo revelaram a
ocorréncia desse fungo e portanto nao foi possivel estabelecer a sua origem.

E. weberi, conforme o esperado, também foi isolado dos ninhos. Porém, uma
diferenga foi notada quanto a este aspecto. Assim, nos ninhos tratados com quaisquer
dos inseticidas, seja no campo, seja no laboratorio, a propor¢ao observada foi inferior a
encontrada por Currie et al. (1999a) e Currie (2001a) os quais isolaram Escovopsis sp.
em mais de 40% dos ninhos saudaveis de Atta sp. coletados na regido do Canal do

Panama. Currie et al. (1999a) também encontraram uma propor¢do muito baixa de
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infeccdo por esse fungo em colonias recém-fundadas e Currie (2001b) também
observou que a incidéncia de Escovopsis sp. em colonias de campo € maior quando o
ninho esta estabelecido com idade entre 1 e 2 anos. Portanto, ¢ possivel supor que as
colonias utilizadas nos tratamentos com as iscas toxicas ainda ndo estivessem
contaminadas com FEscovopsis sp. no estdgio de desenvolvimento em que foram
coletadas. Entretanto, a freqliéncia de nossos isolamentos foi semelhante aos de Currie
et al. (1999a), quando, em ninhos idénticos, as operarias foram privadas do contato com
a esponja fungica. Teria algum componente da isca influenciado nesses resultados, de
modo a diminuir o isolamento de Escovopsis sp. ? Mais estudos seriam necessarios para
verificar tal efeito. Essas mesmas consideracdes também podem ser extendidas para os
fungos A. kiliense e M. suaveolens.

Dessa maneira, M. suaveolens foi a espécie mais isolada nos ensaios onde se fez a
retirada das operarias e também foi encontrada nos ninhos tratados com as iscas, porém,
nesses casos, sua ocorréncia foi baixa. Este fato ¢ interessante, pois M. suaveolens, ndo
¢ comum nesses habitats. Este fungo parece ter uma distribuicdo mais restrita, pois
prefere ambientes com baixa atividade de agua e também com altos teores de gorduras,
como por exemplo, produtos derivados do leite (De HOOG, 1979; De HOOG; GUEHO,
1984; SAMSON et al., 1995). Nada se sabe sobre a atividade desse microrganismo em
ninhos de formigas cultivadoras de fungos, mas Moller (1941) proveu algumas
ilustracdes e descrigdoes de um fungo, muito semelhante a M. suaveolens, que
considerou ser uma das fases assexuadas do fungo simbionte. Naquela época, os
conceitos sobre teleomorfos e anamorfos ndo eram consolidados e Moller (1941)
acabou descrevendo um contaminante dos ninhos como sendo uma das fases do ciclo de
vida do fungo simbionte. Mais pesquisas sdo necessarias para elucidar se esse fungo
realmente possui ou ndo alguma relagdo com as formigas.

Com relagdo aos fragmentos de esponja fingica mantidos na auséncia das operarias,
a literatura aponta que os fungos invasores somente se desenvolvem nesses fragmentos
apos um periodo de sete a 14 dias, contudo, o presente trabalho relata que esses
microrganismos foram capazes de se desenvolverem em um tempo mais curto (dois
dias). O experimento realizado utilizou um tipo de “cdmara imida” o que propicia uma
alta umidade, essencial para o crescimento dos fungos, por outro lado, outros autores

ndo utilizaram a “camara umida”, colocando os fragmentos de esponja fungica em
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recipientes com pouca umidade. Esse experimento revela mais uma vez, o verdadeiro
cuidado que as operarias possuem com seus jardins de fungos, pois o controle (presenca
de operarias) ndo apresentou o desenvolvimento de fungos durante todo o experimento.

Metarhizium anisopliae var. anisopliae foi isolado da esponja fungica apenas uma
vez a partir de um ninho de campo. Embora esse microrganismo tenha se mostrado
patogénico para operarias de Atta sexdens (ALVES; SOSA GOMEZ 1983; DIEHL-
FLEIG et al. 1988) in vitro, 0 mesmo parece ndo ocorrer em situagdes naturais, pois
apesar do ninho encontrar-se em processo de degeneragdo, as operarias remanescentes
ndo demonstravam sinais explicitos de infecg@o; fato semelhante foi observado por
Hughes et al. (2004). Em uma busca por entomopatdgenos das formigas cortadeiras no
Panama, esses autores verificaram que em amostras de solo de regides proximas as
colonias continham uma abundancia de M. anisopliae var. anisopliae, com o qual as
operarias das formigas cortadeiras entravam em contato, mas que raramente tornavam-
se infectadas. Atribuiram esse fato as defesas individuais e coletivas que as formigas
possuem para protegé-las de infec¢des. Por outro lado, Lopez e Orduz (2003) obtiveram
100% de mortalidade das colonias de Atta cephalotes tratadas com iscas contendo
esporos de M. anisopliae, revelando que em condi¢des naturais esse fungo pode atacar
as formigas cortadeiras.

Outra espécie de Metarhizium foi observada: M. flavoviride, considerada também
um entomopatdgeno, principalmente para larvas de curculionideos (GAMS;
ROZSYPAL, 1973) que estava crescendo sobre o jardim de um ninho artificial que
recebeu aplicagdo de hidrametilona.

Os fungos encontrados sobre as operarias mortas localizadas no lixo sdo,
basicamente, saprofitos ou patdgenos ocasionais, como por exemplo, Aspergillus flavus
e Aspergillus parasiticus, capazes de infectar operarias de Atta texana e de Atta
mexicana, respectivamente (LOFGREN et al. 1975; CARRION et al. 1996). O
conhecimento sobre a interacdo entre esses fungos e as formigas cortadeiras ainda ¢
escasso, de maneira que testes de patogenicidade e pesquisas que procurem determinar a
frequéncia com que podem infectar seus hospedeiros sdo necessarias.

Acremonium sp., Cladosporium sp., Fusarium sp., Syncephalastrum sp. e
Trichoderma sp. sdo géneros corriqueiramente encontrados em amostras de solo, bem

como Aspergillus sp., Penicillium sp. e outros. Muitos desses fungos foram também



63

encontrados em ninhos de Acromyrmex sp., A. cephalotes ¢ A. sexdens por varios
pesquisadores (MOLLER, 1941; BASS; CHERRETT, 1994; LUCIANO et al., 1995;
FISHER et al., 1996; ORTIZ et al., 1999). Assim, ¢ provavel que as formigas entrem
em contato com tais fungos e os carreguem para o interior dos formigueiros em sua
cuticula e no material vegetal recém-cortado (DIEHL-FLEIG; VALIM-LABRES, 1993;
FISHER et al. 1996; CURRIE, 2002). O proprio ambiente onde as camaras de fungos
sdo construidas também é um fator de risco para o formigueiro, pois € provavel que
exista uma maior chance desses fungos invasores residentes no solo de contaminarem a
coldnia.

A propria isca também pode atuar como um vetor de esporos, como observado para
Penicillium citrinum, isolado de fragmentos de iscas incorporados no jardim de fungos
(Tabela 3). Nesse caso, P. citrinum se desenvolveu nas iscas e acabou passando para a
esponja fungica. Adicionalmente, organismos associados aos ninhos de formigas
cortadeiras, como d4caros e outros artropodes também auxiliam na transmissdo
horizontal de esporos (DELLA LUCIA et al., 1993). Por conseguinte, existem muitas
portas de entrada para os fungos filamentosos adentrarem nas colonias das formigas
cortadeiras.

Uma vez no interior da coldnia, alguns desses fungos podem afetar os individuos ai
presentes (JACCOUD et al. 1999) e no caso das formigas cortadeiras, existe um alvo
adicional, a cultura do fungo simbionte. Esta pode ser contaminada por fungos
estranhos, sendo necessarias algumas agdes por parte da coldnia para a retirada ou
inibicao do crescimento desses invasores passivos.

Assim, para romper com a ordem da colonia e conseqilientemente desestrutura-la, ¢
necessario que os patdégenos microbianos contornem os mecanismos de defesa das
formigas, de maneira que permane¢cam no ninho e ocasionem uma infec¢ao, como ¢ o
caso de Escovopsis sp. (SCHMID-HEMPEL, 1998; CURRIE; STUART, 2001).

Nossos resultados mostraram que alguns fungos podem atuar como verdadeiros
oportunistas ¢ em situagdes de estresse podem crescer ¢ dominar o microambiente dos
ninhos. E importante ressaltar que o estresse deve ser suficiente o bastante para que haja
um enfraquecimento das barreiras de defesa impostas pelas formigas, pois, caso
contrario os oportunistas continuaram sendo mantidos na forma latente. Por ventura,

seria Escovopsis sp. 0 Unico organismo que conseguiu driblar as barreiras e penetrar na
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fortaleza desses insetos sociais ? Na luta pela sobrevivéncia, nada impede que algum
outro microrganismo possa agir de forma semelhante, porém isso nao ficou evidente nos
nossos resultados com os fungos filamentosos. Currie (2001a) acredita que outros
organismos de origem microbiana, ainda desconhecidos, fagam parte da associacdo
formiga-fungo e podem atuar como parasitas.

A contaminagdo proposital dos jardins era uma tentativa de estabelecer se alguns
dos fungos isolados teriam um papel especial na simbiose, mas os isolados testados
foram removidos das esponjas, pelas operarias, com maior ou menor rapidez, ndo sendo
possivel saber sobre a real fun¢@o desses organismos para associagao.

E possivel que alguns desses microrganismos possam ser empregados como
coadjuvantes em métodos de controle desses insetos, aproveitando a natureza
oportunista desses nesse ambiente. Talvez uma contaminagdo prévia dos ninhos no
campo alguns dias antes da aplicagdo das iscas toxicas, pudesse maximizar os efeitos
destas, com a consequente redugdo da quantidade a ser empregada do principio ativo.
Essa associagdo quimico-microbioldgica deveria ser testada. Em caso de sucesso, os

beneficios financeiros € ao meio ambiente serdo bem-vindos.
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CONCLUSOES

A aplicagdo de iscas toxicas provocou um desequilibrio na simbiose entre as
formigas e o fungo simbionte e como conseqiiéncia, os ninhos foram colonizados

por varios fungos filamentosos diferentes.

Grande parte dos fungos isolados nesta pesquisa € encontrada normalmente no
ambiente proximo aos ninhos e no substrato vegetal cortado pelas operarias, como

por exemplo, Acremonium kiliense € Trichoderma cf. harzianum.

Por se desenvolverem em ninhos sob pressdo, esses fungos oportunistas podem ser

competidores potenciais do fungo simbionte.

Os fungos oportunistas, aparentemente, possuem uma preferéncia pela esponja
fingica, possivelmente porque ai existam condi¢cdes favoraveis de crescimento

quando comparado com o lixo.

As iscas toxicas utilizadas para o controle dessas formigas também podem ser

consideradas vetores de esporos de fungos para o interior dos ninhos.

Os fungos isolados com maior freqiiéncia, inclusive o Escovopsis sp., quando
introduzidos nos ninhos na forma exclusiva de suspensdo de esporos, ndo foram

capazes de desestabilizar esses ninhos de forma dréastica.
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v’ Pela ago deletéria e rapida, alguns desses fungos talvez possam ser empregados
como auxiliares no controle desses insetos em associacdo com outros métodos,

porém esta metodologia terd que ser desenvolvida.
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