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RESUMO

O fungo filamentoso Syncephalastrum racemosum apresenta um rapido crescimento e
producao de grande quantidade de esporos. Quando esporos desse fungo sdo aplicados na
superficie do jardim de fungo das formigas cortadeiras, as operdrias removem fragmentos
infectados desse substrato (weeding), na tentativa de evitar sua dispersdo no ninho. Nesse
trabalho, testamos e confirmamos os postulados de Koch para S. racemosum, indicando a
patogenicidade de linhagens desse fungo. A fim de determinar se S. racemosum atuaria como
um patdégeno oportunista, subcolonias de Atta sexdens rubropilosa foram infectadas
simultaneamente com esporos de S. racemosum e esporos do fungo entomopatogénico
Metarhizium anisopliae. Adicionalmente, foram observados os efeitos destes fungos quando
aplicados isoladamente nas subcoldnias. As subcolonias coinfectadas e subcoldnias tratadas
somente com S. racemosum apresentaram alteragdes semelhantes no corte de folhas,
mortalidade de operarias, condi¢cdes gerais da subcolonia e separagdo de lixo, e foram
consideradas mortas entre sete ¢ nove dias (subcolonias coinfectadas) e entre 10 e 13 dias em
subcolonias tratadas com esporos de S. racemosum. Assim, a infec¢do causada por S.
racemosum nao requer o comprometimento das defesas da colonia (morte das operarias, por
exemplo), sugerindo que tal micro-organismo seja um patdgeno para o jardim de fungo e ndo
simplesmente um oportunista. Estas informacdes enfatizam o potencial de S. racemosum
como agente de controle bioldgico das formigas cortadeiras, ja que esse fungo foi considerado

agressivo nos jardins de fungo desses insetos.

Palavras chave: Atta sexdens rubropilosa. Subcolonias. Fungos oportunistas. Controle
bioldgico.
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1 INTRODUCAO

As formigas cortadeiras mantém uma relagdo mutualista com o fungo Leucoagaricus
gongylophorus (Basidiomycota: Agaricaceae), o qual ¢é cultivado no interior de ninhos
subterraneos e utilizado como principal fonte de alimento para larvas, rainha e alados. As
formigas cultivam o fungo na superficie do material vegetal fresco que forrageiam. O micélio
do fungo mutualista em conjunto com o substrato vegetal resultam em uma estrutura de
aspecto esponjoso, denominada “jardim de fungo”. A fim de promover o crescimento do
jardim, as operarias podem cortar grande quantidade de folhas e flores, caracterizando as
formigas cortadeiras como pragas, especialmente em ambientes alterados pelas atividades
humanas, como nas 4reas agricolas ou de reflorestamento (HOLLDOBLER; WILSON, 1990;
FISHER; STRADLING; PEGLER, 1994; MUELLER et al., 2001; SILVA-PINHATI et al.,
2004; DELLA LUCIA; SOUZA, 2011; OLIVEIRA et al., 2011).

O uso de inseticidas quimicos formulados em iscas consiste em uma das principais
formas de controle das formigas cortadeiras. A sulfluramida (p. ex. formulada no produto
comercial Mirex-S®) ¢ amplamente empregada para esse fim, devido a sua eficiéncia na
eliminagdo de colonias de diversas espécies de formigas cortadeiras (OLIVEIRA et al., 2011).
A sulfluramida (N-etil perfluooctano sulfonamida) ¢ um derivado do perfluooctano sulfénico
(PFOS), que atua na fosforilagdo oxidativa, interrompendo o fluxo de elétrons e a producao de
ATP na matriz mitocondrial, levando o inseto a morte (BOARETTO; FORTI, 1997;
TOMLIN, 2006; SANTOS et al. 2007; BUENO, 2013). O PFOS, assim como outros
compostos perfluorinatados, apresenta inércia térmica, quimica e bioquimica, devido as fortes
ligagcdes covalentes que ocorrem entre os atomos de flior e carbono (TOMLIN, 2006;
ORGANIZATION FOR ECONOMIC CO-OPERATION AND DEVELOPMENT, 2002;
COMISSAO DE REVISAO DOS POPs, 2006; GOOSEY, 2010). Portanto, por ser um
composto persistente e toxico, o PFOS foi considerado um Poluente Organico Persistente
(POP) de uso restrito (Anexo B da Conferéncia das Partes - COP4-SC4/17) pela Convengao
de Estocolmo, sendo seu uso permitido somente em casos onde ndo existam alternativas
vidveis, como no combate as formigas cortadeiras (CONFERENCIA DAS PARTES, 2009;
GOOSEY, 2010).

Nesse contexto, o controle bioldgico de formigas cortadeiras pode ser uma estratégia
mais sustentavel e menos agressiva ao meio ambiente (BOARETTO; FORTI, 1997; DELLA
LUCIA; GANDRA; GUEDES, 2014), quando comparado ao emprego de inseticidas

quimicos. O uso de fungos com potencial patogé€nico contra as formigas ou seu fungo
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mutualista constitui uma estratégia promissora de controle bioldgico. Essa abordagem inclui o
estudo dos fungos filamentosos naturalmente associados aos ninhos desses insetos (LOPEZ;
ORDUZ, 2003; FOLGARAIT et al., 2011; DELLA LUCIA; GANDRA; GUEDES, 2014).

Dentre os fungos naturalmente associados as coldnias, Syncephalastrum racemosum
apresentou elevada incidéncia e mostrou rapido crescimento em ninhos de laboratdrio tratados
com inseticida (RORIGUES et al., 2005). No entanto, os aspectos da interagdo entre S.
racemosum, o jardim de fungo e as formigas ainda devem ser esclarecidos. Neste estudo,
buscou-se responder: (i) S. racemosum atua como patdogeno nos jardins de fungos das
formigas cortadeiras? (ii) No caso de S. racemosum ser um patdgeno, este poderia atuar como
oportunista na presenca de fungos entomopatogénicos? Para responder a primeira pergunta,
foi verificado se os postulados de Koch se aplicam para esse fungo, a fim de determinar se S.
racemosum apresenta patogenicidade frente ao jardim de fungo. Para tanto, esporos foram
inoculados no jardim de subcolonias de Atta sexdens rubropilosa e os postulados verificados.
Para responder a segunda pergunta, foi avaliado o crescimento de S. racemosum nos jardins
de subcolbonias infectadas simultaneamente com esporos do fungo entomopatogénico
Metarhizium anisopliae.

A partir dos resultados encontrados no presente estudo, constatou-se que S.
racemosum atua como um patdégeno no jardim de fungo das formigas cortadeiras, sendo que
sua colonizacdo ocorre de maneira agressiva, sem a necessidade de comprometimento das
defesas da colonia. Essas observagdes indicam que S. racemosum consiste em um patdégeno

frente ao jardim de fungo de A. sexdens rubropilosa, e ndo um fungo oportunista.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Formigas da tribo Attini e sua associacdo com fungos

A tribo Attini (Hymenoptera: Formicidae) consiste em um grupo monfilético restrito
ao Novo Mundo, compreendendo 16 gé€neros e aproximadamente 256 espécies, estas
caracterizadas pelo cultivo de fungos para alimentacio (MUELLER et al., 2001; SCHULTZ;
BRADY, 2008; BRANDAO, MAYHE-NUNES; SANHUDO, 2011; SOSA-CALVO et al.,
2013). A partir da reconstrucdo da historia evolutiva dessas formigas, sabe-se que a tribo
Attini divergiu-se em dois clados principais, reconhecidos como "Paleoattini", constituido
pelos géneros Mycocepurus, Myrmicocrypta e Apterostigma (formando um grupo
monofilético basal) e "Neoattini", que apresenta dois subgrupos também monofiléticos: (i) um
grupo basal, compreendendo os géneros Mycetophylax, Mycetarotes, Mycetosoritis,
Mycetagroicus, Cyphomyrmex, Paramycetophylax ¢ Kalathomyrmex, ¢ (ii)) um grupo
derivado que compreende os géneros Sericomyrmex, Trachymyrmex, Atta ¢ Acromyrmex,
sendo os dois ultimos considerados os géneros mais derivados dentro de Attini. Com base na
monofilia da tribo Attini e na sua distribuicdo exclusiva no continente americano (sendo
encontrados do sul dos Estados Unidos até o sul da Argentina), especula-se que a agricultura
nesse grupo surgiu uma unica vez, ha 50 milhdes de anos, em regides de floresta na América
do Sul, apds a separagdo do continente africano (SOLOMON et al., 2008). Desse modo, a
origem das formigas cultivadoras de fungo coincide com o "6timo climatico" do inicio do
Eoceno (50-55 milhdes de anos atras), periodo com elevada diversidade de espécies vegetais
(CHAPELA et al., 1994; MAYHE-NUNES; JAFFE, 1998; MUELLER et al., 2001;
SCHULTZ; BRADY, 2008; SOLOMON et al., 2008).

A fungicultura praticada por Attini resulta de uma relagdo simbidtica com fungos e
pode ser dividida em cinco sistemas biologicamente distintos: (i) fungicultura basal,
utilizando partes secas de plantas e carcacas de outros insetos para o cultivo de fungos da
tribo Leucocoprinae (Basidiomycota: Agaricales: Agaricaceae); (ii) cultivo de fungos da
familia Pterulaceae (Basidiomycota: Agaricales), praticada por espécies do "grupo pilosum"
pertencentes aos género Apterostigma (inico caso conhecido em que o cultivar fungico nao
pertence a tribo Leucocoprinae); (iii) cultivo de leveduras da tribo Leucocoprinae,
desenvolvido por espécies do grupo Cyphomyrmex rimosus; (iv) fungicultura derivada,
praticada pelos géneros Trachymyrmex, Sericomyrmex, Acromyrmex e Atta, cujo fungo

cultivado apresenta elevado nivel de domesticacgdo (i.e. ndo foram encontrados até o momento
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na natureza, em vida livre), apresentando adaptacdes para o mutualismo com as formigas
Attini; esses fungos também pertencem a tribo Leucocoprinae; (v) subdivisao da fungicultura
derivada, que inclui a fungicultura praticada pelos géneros Atta e Acromyrmex, para os quais
o substrato para o cultivo do fungo sdo partes frescas de plantas (SCHULTZ et al., 2005;
MIKHEYEV; MUELLER; BOOMSMA, 2007; SCHULTZ; BRADY, 2008; DELLA LUCIA;
SOUZA, 2011). Essas formigas cultivam o fungo Leucoagaricus gongylophorus
(PAGNOCCA et al., 2001).

De acordo com Mueller et al. (2001), a evolugdo de elementos comportamentais da
fungicultura desenvolvida por Attini pode ser resumida em dois modelos principais. O
primeiro modelo é considerado tradicional, denominado "Consumption First", onde fungos
que cresciam de forma acidental em ninhos de formigas passaram a constituir a dieta destes
organismos. Posteriormente, ¢ provavel que as formigas tenham desenvolvido a capacidade de
promover o crescimento do fungo por meio da adicdo de substrato, e, finalmente, tenha
surgido um mecanismo de transmissdo do fungo cultivado para as coldnias filhas. Dentro
desse modelo, foram sugeridos seis substratos diferentes nos quais o fungo teria sido
cultivado durante a transi¢do para o comportamento cultivador (sementes armazenadas,
paredes dos ninhos, madeira apodrecida, micorrizas, cadaveres de artropodes e fezes de
formigas). Tais hipoteses compartilham o pressuposto de que as formigas constituiram o
mecanismo por trds da origem do mutualismo. Alternativamente, o segundo modelo,
conhecido como "Transmition First", propde que nas fases iniciais da interagao, as formigas
ndo se alimentavam do fungo, atuando somente como vetores passivos de dispersdo
(provavelmente através de pellets infrabucais). Em seguida, as formigas incorporaram o fungo
na sua dieta e, finalmente, desenvolveram a capacidade de cultivar e transmitir o simbionte
fingico para as colonias filhas. Assim, essa hipotese admite que o inicio do mutualismo
esteve sob controle do fungo.

Desde o surgimento da fungicultura, interagdes evolutivas envolveram a dispersao
vertical e o compartilhamento horizontal do fungo (CHAPELA et al., 1994; MUELLER et al.,
1998; MIKHEYEV; MUELLER; BOOMSMA, 2007). A dispersdo vertical ocorre quando
uma rainha deixa o ninho parental, levando consigo um in6culo do fungo na cavidade
infrabucal, que ¢ utilizado para fundacdo do novo ninho. Apods o acasalamento, escolha e
escavacdao de um local adequado para a coldnia, a rainha expele o conteido da cavidade
infrabucal e inicia um novo jardim. A dispersdo vertical de uma coldnia parental para uma
colonia filha sugere que a propagacdo clonal do fungo evolui paralelamente (i.e. co-

cladogénese) com as linhagens de formigas (MUELLER et al., 1998; MUELLER et al.,
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2001). Em relagdo ao compartilhamento horizontal, este ocorre quando uma espécie de
formiga coleta e passa a cultivar o fungo de outra espécie de formiga ou um fungo de vida
livre. Nesse sentido, Chapela et al. (1994) sugerem que os fungos cultivados por Attini basais
sao geneticamente diversos, o que constitui um indicio de multiplas aquisi¢des. Tal fato
também foi demonstrado por Green et al. (2002). Por outro lado, as Attini derivadas
apresentam fungos geneticamente similares, resultantes da propagac¢ao clonal durante milhdes

de anos (CHAPELA et al., 1994).

2.2 Jardim de fungo

As formigas cortadeiras apresentam uma relagdo mutualista com o fungo L.
gongylophorus, que cultivam no interior de ninhos subterrdneos, a partir da adi¢do de
substrato vegetal fresco, formando uma estrutura denominada jardim de fungo. A fim de
promover o crescimento deste, as operarias podem cortar grande quantidade de folhas e flores,
caracterizando as formigas cortadeiras como pragas, principalmente, em areas agricolas e de
reflorestamento (HOLLDOBLER; WILSON, 1990; FISHER; STRADLING; PEGLER, 1994;
MUELLER et al., 2001; SILVA-PINHATI et al., 2004).

As enzimas produzidas por L. gongylophorus desempenham um papel essencial na
relagdo simbidtica, uma vez que degradam o material vegetal, liberando compostos que
estimulam o crescimento do jardim de fungo, além de fornecer uma fonte constante de
nutrientes para as formigas. Em troca, as formigas realizam a manuteng¢ao no jardim de fungo,
eliminando contaminantes prejudiciais, realizando a "poda" (a fim de estimular o
crescimento) e dispersando enzimas por meio do fluido fecal (CURRIE; STUART, 2001;
SILVA et al., 2003; ERTHAL Jr. et al., 2008).

Segundo Siqueira et al. (1998), L. gongylophorus metaboliza polissacarideos vegetais,
como xilana, amido, pectina e celulose, mediando a assimilacdo desses compostos pelas
formigas. Nesse estudo, os autores demonstraram que L. gongylophorus hidrolisa rapidamente
amido e xilana, assimilando a xilose, maltose e glicose resultantes. Por outro lado, a celulose
parece ser pouco degradada e assimilada. Tal observacdo corresponde a encontrada por Abril
e Bucher (2002), que demonstraram a incapacidade do fungo mutualista em degradar
celulose. Além disso, foram relatados elevados niveis de pectinase, assim como uma eficiente
degradacdo de pectina, resultados condizentes com os obtidos por Silva et al. (2006a), Erthal
Jr. et al. (2008) e Moller et al. (2011). Essas observagdes permitem inferir que a degradagdo

de pectina pode ser utilizada para "macerar" o tecido foliar, permitindo que L. gongylophorus
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acesse os nutrientes dos tecidos foliares internos. Adicionalmente, Silva et al. (2006b)
propdem que L. gongylophorus seja capaz de produzir glicose a partir da degradacdo de
amido presente no material vegetal, através da a-amilase e maltase. Tais achados sugerem que
a producdo de glicose a partir do amido seja um processo continuo nos jardins, podendo ser
considerado importante para a nutricdo das formigas, a qual ¢ sustentada principalmente pela
glicose (SILVA et al., 2003). Corroborando com essas informagdes, as analises gendmica e
metaprotedmica desenvolvidas por Aylward et al. (2013) permitiram a identificagdo de
diversas lignocelulases, incluindo pectinases, xilanases, amilases e celulases, além de uma
grande quantidade de proteases, sugerindo que as proteinas vegetais constituem uma fonte
nutricional importante para L. gongylophorus. Por outro lado, o estudo identificou uma
relativa abundancia de celulases no estrato inferior do jardim, sugerindo que tais enzimas
possam ser produzidas principalmente quando os polimeros menos recalcitrantes ja foram
exauridos.

Sabe-se que a composi¢dao da biomassa vegetal varia de acordo com a diversidade de
plantas forrageadas e com as alteracdes no substrato, devido ao processo de degradacao.
Dessa forma, ¢ provavel que L. gongylophorus utilize diversos conjuntos de enzimas, a fim de
adquirir nutrientes de diferentes substratos vegetais, dependendo do estagio da degradagdo da
biomassa (AYLWARD et al., 2013).

A capacidade metabolica de L. gongylophorus em degradar polissacarideos vegetais
provavelmente constitui um atributo favoravel para o sucesso da sua associagdo com as
formigas (PAGNOCCA; RODRIGUES; BACCI Jr, 2011). No caso das formigas cortadeiras,
o fungo apresenta caracteristicas que sugerem um elevado grau de domesticagdo, como a
aparente incapacidade de existir em sua forma de vida livre (separado das formigas) na
natureza e a producdo de hifas apicais especializadas, denominadas gongilidios (SCHULTZ;
BRADY, 2008). Essas estruturas consistem em hifas intumescidas, com contetido nutritivo
(principalmente carboidratos e lipidios), constituindo a unica fonte de alimento de larvas,
rainha e alados. Ja as demais operarias podem suplementar sua alimentacao com seiva vegetal
ou os agucares livres presentes nos jardins (HOLLDOBLER; WILSON, 1990; SILVA et al.,
2003). Nesse contexto, Holldobler e Wilson (1990) sugerem que o jardim de fungo parece
fornecer combinagdes especificas e adequadas de nutrientes facilmente assimilaveis derivados
das plantas, como carboidratos (principalmente a glicose), aminoacidos, lipideos e nutrientes

trago (vitaminas € minerais).
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2.3 Manutencio do jardim de fungo

A fungicultura desenvolvida por formigas cortadeiras inicia-se com a coleta de
substrato vegetal, sobre o qual o fungo sera cultivado. Assim que o substrato ¢ levado para o
interior da coldnia, as operarias iniciam o processamento do material, lambendo e mastigando
as folhas, resultando em fragmentos pequenos (1-2 mm). A fragmentagdo do material vegetal
consiste em um passo fundamental no cultivo do fungo, ja que elimina alguns dos micro-
organismos presentes na superficie da folha, além de romper a barreira fisica e aumentar a
area de superficie disponivel para o invasdo e crescimento de L. gongylophorus
(HOLLDOBLER; WILSON, 1990; CURRIE, 2001a). A polpa resultante da mastigacio é
incorporada no topo do jardim e indculos da parte mais envelhecida do fungo sdo adicionados
a sua superficie. Antes da incorporacdao propriamente dita, as formigas adicionam gotas de
fluido fecal no substrato. O fluido fecal apresenta diversas enzimas, como pectinases,
proteases, celulases, a-amilase e maltase, muitas das quais sdo produzidas pelo proprio fungo.
Tais enzimas sdo ingeridas pelas formigas e passam inalteradas através do trato digestivo,
permanecendo ativas apds sua deposicao, indicando que as operarias transferem enzimas para
a parte mais jovem do jardim (regido com menor concentracao enzimatica). Esse mecanismo
potencializa a degradacao de polimeros da parede celular vegetal, fazendo com que as hifas
do fungo entrem em contato com os recursos intracelulares mais rapidamente (CURRIE,
2001a; RONHEDE; BOOMSMA; ROSENDAHL, 2004; SHIQTT et al., 2010; MOLLER et
al., 2011; BACCI Jr et al., 2013; DE FINE LICHT et al., 2013).

Sao necessarias aproximadamente seis semanas para que o substrato seja
completamente degradado pelo fungo mutualista, e, durante esse periodo, fragmentos frescos
sao adicionados no topo do jardim, resultando em uma ciclagem continua de material, onde o
substrato mais antigo encontra-se no estrato inferior do jardim (CURRIE, 2001a; MOLLER et
al.,, 2011; DE FINE LICHT et al., 2013). Dessa maneira, diferentes estagios da degradacao
vegetal ocorrem em regides distintas do jardim, fato refletido em sua aparéncia, que apresenta
uma coloracdo mais escura na camada superior (com substrato vegetal incorporado), uma
camada intermedidria (onde a biomassa do fungo aumenta de forma substancial e os grupos
de gongilidios sao mais abundantes) e uma camada inferior mais clara (com biomassa micelial
densa e restos de substrato vegetal ndo degradado). As porgdes exauridas do jardim de fungo
na camada inferior sdo removidas continuamente e depositadas em pilhas de detritos, em
camaras distantes do jardim de fungo (BOT et al., 2001; CURRIE, 2001a; SUEN et al., 2010;
MOLLER et al., 2011).



17

2.3.1 Protecio do jardim de fungo

Embora o cultivo de fungos dependa de adaptagdes comportamentais e fisiologicas, a
capacidade de manter o jardim de fungo saudavel pode ser considerada a adaptacdo mais
importante, considerando que esse substrato frequentemente estd em contato com micro-
organismos presentes no material vegetal adicionado e do solo ao redor dos ninhos (CURRIE,
2001a; CURRIE; STUART, 2001).

Conforme afirmam Currie e Stuart (2001), a remocao fisica de micro-organismos
contaminantes constitui uma das principais defesas empregadas pelas formigas para a
protecdo do jardim de fungo. Uma das formas de remog¢do de micro-organismos consiste em
lamber a superficie do jardim, coletando esporos na cavidade infrabucal e, subsequentemente,
descartando-os fora do jardim de fungo, na forma de pellets. Durante esse comportamento,
designado "grooming", as operarias utilizam as antenas na procura por esporos invasores. De
acordo com Currie e Stuart (2001), o "grooming"” ¢ realizado exclusivamente por operarias
minimas. No entanto, uma vez que a infec¢do tenha sido estabelecida, as operarias tentam
suprimir a dispersdo do patdgeno, através da remocao de partes infectadas do jardim (micélio
do fungo invasor juntamente com micélio do fungo mutualista, e ocasionalmente, substrato
vegetal incorporado). O comportamento de remog¢ado de fragmentos do jardim ¢ denominado
"weeding”, e envolve diversas etapas e varias operarias. A primeira etapa envolve o
desprendimento do fragmento, por meio da mastigacdo das regides que o conectam ao
restante do jardim, sendo executado por operarias minimas. Em seguida, uma operaria minima
(ou uma casta maior) segura o fragmento com as mandibulas e oscila lateralmente,
destacando-o do jardim, quando entdo ¢ carregado para as camaras de refugo por uma
operaria generalista (ou uma casta maior).

O crescimento de micro-organismos também pode ser impedido quimicamente,
através da producdo de compostos com propriedades antibioticas nas glandulas metapleurais,
como acido fenilacético, acido indolacético e 3-hidroxidecanodico (mirmicacina) (FISHER;
STRADLING; PEGLER, 1994; CURRIE, 2001a; POULSEN et al., 2002; FERNANDEZ-
MARIN et al., 2006). De acordo com Knapp et al. (1994), as glandulas mandibulares também
seriam capazes de produzir compostos antibidticos, fato observado no estudo desenvolvido
por Rodrigues et al. (2008a), onde a secregao destas glandulas inibiu a germinagéo in vitro de
esporos de Cunninghamella elegans, Fusarium solani, S. racemosum e Trichoderma

harzianum. Adicionalmente, Rodrigues et al. (2008a) sugerem que o fluido fecal também
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pode exibir propriedades antimicrobianas, inibindo a germinacao de esporos de alguns fungos,

porém, com menor eficiéncia se comparado a secrecao da glandula mandibular.

2.3.2 Manejo do lixo

Colonias de formigas cortadeiras produzem quantidades significativas de lixo, este
composto por jardim de fungo envelhecido, cadaveres de operarias, larvas e pupas, detritos e
fragmentos de folhas secas. A manutencdo de residuos prejudiciais realizada pelas formigas
cortadeiras apresenta duas caracteristicas principais. Primeiramente, o lixo ndo ¢ disperso do
lado externo do jardim, sendo concentrado em uma ou poucas regides, embora o
compartimento destinado para o lixo da colonia seja caracteristico para cada espécie. Como
exemplo, foi observado que Atta cephalotes e A. sexdens rubropilosa depositam seu material
de refugo em camaras subterraneas, enquanto que A. colombica e A. mexicana o fazem na
superficie do solo, a uma distancia segura da colonia. Em segundo lugar, o transporte do lixo
a partir do jardim de fungo até o refugo ¢ sujeito a divisdo de tarefas, que, dependendo da
espécie, pode ser baseada na idade (polietismo etario, i.e., mudangas de tarefas de acordo com
a idade do individuo, que resulta em operarias mais velhas executando tarefas mais
arriscadas) (BOT et al.,, 2001; FARJI-BRENER; MEDINA, 2000; HART; RATNIEKS,
2002; LACERDA; DELLA LUCIA; SOUZA, 2011).

Estudando o manejo do lixo de A. cephalotes, Bot et al. (2001) observaram diversos
comportamentos, como transporte de por¢des jovens e envelhecidas do jardim, rearranjo de
fragmentos na camara de lixo, rearranjo de cadaveres, "self-grooming” e "allogrooming".
Além disso, os autores relatam que o lixo € prejudicial para as formigas (resultando em um
aumento na taxa de mortalidade destas) e para o jardim de fungo (pois pode apresentar
diversos micro-organismos patogénicos), de forma que as operarias destinam um esfor¢o

consideravel no manejo do lixo a fim de reduzir esses riscos.

2.4 Comunidade microbiana associada ao jardim de fungo

Embora sejam conhecidos mecanismos empregados pelas operarias para eliminar
micro-organismos indesejaveis, uma comunidade complexa composta por fungos
filamentosos, bactérias e leveduras permanece no jardim (CURRIE, 2001a; PAGNOCCA;
MASIULIONIS; RODRIGUES, 2012).
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Fungos do género Escovopsis (Ascomycota: Hypocreales) sdo designados parasitas
especializados do jardim de fungo, e ocorrem nas colonias da maioria dos géneros da tribo
Attini, com rapido crescimento e produgao de esporos, além de ser persistente no jardim de
fungo (CURRIE et al., 1999a; CURRIE, 2001a). Considerando que Escovopsis sp. satisfaz os
postulados de Koch, esse micro-organismo ¢ caracterizado como um patdgeno, capaz de
aumentar a morbidade e mortalidade de jardins infectados, levando a uma redu¢do tanto na
geragdo de operarias, quanto no crescimento do jardim de fungo (CURRIE et al., 1999a;
CURRIE, 2001a; 2001b).

Escovopsis é um micoparasita necrotrofico, que degrada as hifas do fungo mutualista
para obtengdo de nutrientes (REYNOLDS; CURRIE, 2004; HAIFIG, 2014). Nesse sentido,
evidéncias indicam que a atragdo de Escovopsis até as hifas de seu hospedeiro seja mediada
por quimiotaxia. Ainda, tais respostas sdo especificas ao cultivar (i.e., EScovopsis sofre maior
atracdo pelos isolados do cultivar que ele tipicamente parasita) e podem estar relacionadas a
especializacdo de Escovopsis em relagdo ao seu hospedeiro (GERARDO et al., 2006). Além
disso, existem congruéncias entre as filogenias de Escovopsis e do fungo mutualista,
sugerindo a existéncia de coevolucdo. No entanto, tais congruéncias ndo ocorrem entre as
filogenias de Escovopsis e das formigas, indicando que o parasita seja cultivar-especifico
(CURRIE et al., 2003; GERARDO et al., 2004).

Nesse contexto, o crescimento de Escovopsis pode ser inibido através da associagao
com bactérias filamentosas (actinobactérias) do género Pseudonocardia, por meio da
producdo de um composto antibidtico (por exemplo, a dentigerumicina, isolada de bactérias
encontradas na cuticula de Apterostigma dentigerum, CURRIE et al., 1999b; CURRIE et al.,
2003; CAFARO; CURRIE, 2005; OH et al., 2009). Tais bactérias ocorrem em regides
especificas da cuticula das formigas, conservadas entre espécies, mas que variam entre os
géneros. Por exemplo, em operarias e rainhas de Myrmicocrypta e Apterostigma, as bactérias
ocorrem abaixo das pernas dianteiras. J4 em géneros mais derivados de Attini, as
actinobactérias sdo mais proeminentes nas placas laterocervicais da propleura, imediatamente
posterior as partes bucais, na regido ventral (CURRIE et al., 1999b; CURRIE; BOT;
BOOMSMA, 2003).

Essas actinobactérias foram isoladas de 22 espécies e 8 géneros de formigas Attini,
representando a diversidade filogenética da tribo (CURRIE et al., 1999b). Nesse estudo, foi
sugerido que as actinobactérias sdo transferidas verticalmente da col6nia parental para a
colonia filha, através da cuticula da rainha fundadora. Os autores afirmam que essas

evidéncias, juntamente com o fato de que as actinobactérias produzem antibidticos que inibem
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seletivamente o crescimento de Escovopsis, indicam que tais micro-organismos constituem
um terceiro mutualista na relacdo entre as formigas e o jardim de fungo.

Na espécic Acromyrmex octospinosus foi observado que em coldnias
experimentalmente infectadas com EScovopsis, as operarias apresentaram uma quantidade
maior de actinobactérias em suas cuticulas (CURRIE; BOT; BOOMSMA, 2003). Além disso,
foram encontradas variagdes na abundancia de actinobactérias entre as diferentes castas. Por
exemplo, rainhas e operarias de castas maiores com atividades relacionadas ao jardim
apresentam toda a cuticula coberta por actinobactérias, enquanto que nas operarias de castas
menores, somente as placas laterocervicais da propleura sdo recobertas. Por outro lado, as
operarias de castas maiores responsaveis pelo forrageamento ou com atividades relacionadas
ao lixo possuem uma quantidade relativamente baixa de actinobactérias recobrindo suas
cuticulas (CURRIE; BOT; BOOMSMA, 2003). Em relagao a localizagao das actinobactérias,
estudos com o género Cyphomyrmex, demonstraram que tais micro-organismos crescem
dentro de cavidades nas placas propleurais (foveas). E provavel que as actinobactérias sejam
nutridas por secrecdes de uma glandula exocrina, que apresenta um ducto que atravessa a
cuticula e desemboca na fovea. Por outro lado, nos géneros Trachymyrmex e Acromyrmex, as
actinobactérias crescem em células glandulares associadas diretamente ao exoesqueleto. Ja em
Atta, a distribuicdo das actinobactérias pode ser rara ou ausente (CURRIE et al., 1999b;
CURRIE et al.,, 2006; ZHANG, POULSEN; CURRIE, 2007; MUELLER et al., 2008).
Adicionalmente, analises filogenéticas da tribo Attini revelaram que as actinobactérias
aparentemente estiveram presentes nos estagios iniciais do cultivo de fungos pelas formigas

(CURRIE et al., 2006).

2.4.1 Outros micro-organismos presentes nos jardins das formigas da tribo Attini

A complexa associagdo entre as formigas da tribo Attini e o jardim de fungo envolve
uma elevada diversidade de micro-organismos, além de L. gongylophorus, Escovopsis e
Pseudonocardia, sendo que varios estudos foram desenvolvidos na tentativa de determinar se
estes micro-organismos apresentariam alguma participacdo na associagdo (BACCI Jr et al.,
1995; RODRIGUES et al., 2005; 2008b; PINTO-TOMAS et al., 2009; SCOTT et al., 2010;
SUEN et al., 2010; RODRIGUES et al., 2011; AYLWARD et al., 2012; PAGNOCCA,;
MASIULIONIS; RODRIGUES, 2012).

A respeito da comunidade bacteriana, alguns estudos sugerem que bactérias presentes

no jardim de fungo desempenham determinadas fungdes na fisiologia da colonia. Nesse
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contexto, demonstrou-se a ocorréncia de fixacao de nitrogénio atmosférico (N,) no jardim de
fungo, associada com a presenca de bactérias fixadoras do género Klebsiella (PINTO-
TOMAS et al, 2009). A fixagdo de N, foi maior no estrato intermediario do jardim,
coincidindo com o local onde as formigas se alimentam do fungo, sugerindo que as colonias
de formigas cortadeiras obtém uma quantidade significativa de seus requerimentos de
nitrogénio a partir de simbiontes fixadores de N, (PINTO-TOMAS et al., 2009). Constatou-se
também que a comunidade microbiana no interior do jardim de fungo abriga um conjunto
diverso de bactérias, dominado por Enterobacteriaceae (y-proteobactéria). Adicionalmente,
foi revelada uma elevada abundancia de Klebsiella e Pantoea, demonstrando-se a capacidade
destas em degradar celulose. Assim, ¢ provavel que tais micro-organismos participem da
degradacdo de substrato vegetal no jardim de fungo, sugerindo um modelo de degradacdo de
biomassa que inclui o fungo mutualista e as bactérias (SUEN et al., 2010). De modo
semelhante, a avaliagdo de comunidades microbianas presentes no jardim e no lixo de
colonias de diversas espécies de formigas cortadeiras, indicou uma elevada abundancia de
bactérias Gram-negativas no jardim (particularmente y-Proteobactéria e Bacteroidetes), de
bactérias Gram-positivas (do grupo Bacillus-Clostridium) e anaerdbicas no lixo. Esses
resultados sugerem que essas comunidades bacterianas podem ser residentes e provavelmente
moldadas pelo gradiente de degradacdao vegetal (SCOTT et al., 2010). A partir de analises
metagendmicas € metaprotedOmicas, Aylward et al. (2012) encontraram que a microbiota no
jardim de fungo parece ser dominada por poucos grupos, como Enterobacter, Klebsiella,
Citrobacter, Escherichia e Pantoea, o que poderia resultar da composi¢do da matriz planta-
fungo e do comportamento de higienizacao das formigas. A presenga de grupos dentro de
Enterobacteriaceae em diferentes estratos do jardim implica que essas bactérias apresentam
um papel consistente no jardim de fungo, sugerindo que esses ambientes representam uma
comunidade altamente estruturada, ndo consistindo somente em uma colecao aleatéria de
micro-organismos oportunistas. Além disso, a analise metagendmica revelou diversos genes
bacterianos associados com a degradacao de biomassa vegetal, enquanto que a andlise
metaprotedmica mostrou a presenga de peptideos bacterianos que participam da degradagao
de biomassa e da biossintese de nutrientes. Dessa forma, as informagdes apresentadas por
Pinto-Tomas et al. (2009), Suen et al. (2010), Scott et al. (2010) e Aylward et al. (2012)
propdem que o metabolismo combinado das bactérias residentes no jardim de fungo podem
enriquecer esse ambiente, por meio da conversdao de oligossacarideos em outros nutrientes,
podendo promover o crescimento do jardim de fungo ou ainda, sustentar a nutri¢do das

formigas.
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Diversos estudos mencionam a presencga de leveduras isoladas a partir do jardim de
fungo. Dentre estes estudos, Carreiro et al. (1997) relataram a presenca de Candida,
Cryptococcus, Rhodotorula, Sporobolomyces, Tremella, Trichosporon e Pichia. Também
foram isoladas Cryptococcus haglerorum (MIDDELHOVEN et al., 2003), Blastobotrys
attinorum (CARREIRO et al., 2004), Trichosporon chiarellii (PAGNOCCA et al., 2010) ¢
Starmerella aceti (MELO et al., 2014). Ainda, leveduras foram encontradas no exoesqueleto
de rainhas fundadoras de A. capiguara e A. laevigata (PAGNOCCA et al. 2008), assim como
no exoesqueleto de machos de A. sexdens rubropilosa (ARCURI et al., 2014).

Quanto ao possivel papel metabodlico desempenhado pelas leveduras, Carreiro et al.
(2002) constataram a presenga de leveduras produtoras de micocinas (ou toxinas killer),
proteinas de baixo peso molecular, possivelmente envolvidas com o controle de populagdes
de leveduras e outros micro-organismos. Rodrigues et al. (2009) encontraram que leveduras
isoladas de ninhos de A. texana inibiram o crescimento micelial de Escovopsis, S. racemosum
¢ Beauveria bassiana (seja por exaustdo dos recursos, mudangas no pH devido a subprodutos
metabolicos ou pela producao de micocinas), sugerindo a possivel participagdo na protecao do
jardim de fungo. Além disso, Mendes et al. (2012) avaliaram o perfil enzimatico de 82
linhagens de leveduras, encontrando enzimas hidroliticas capazes de degradar polissacarideos
vegetais, incluindo a celulose, possivelmente contribuindo com geracdo de nutrientes
disponiveis para o crescimento do jardim de fungo. Tal estudo ainda demonstrou que algumas
leveduras poderiam atuar na detoxificacdo do acido poligalacturdénico, que, segundo Silva et
al. (2003), ndo ¢ assimilado pelo fungo mutualista, constituindo um composto deletério para
as formigas. Dessa forma, as leveduras também poderiam participar do modelo de degradacgao
de biomassa sugerido por Suen et al. (2010), junto com o fungo mutualista e as bactérias. Por
outro lado, Little e Currie (2007, 2008) encontraram uma levedura negra, relacionada com o
género Phialophora, que cresce nas foveas das placas propleurais e, aparentemente, inibe o
crescimento de Pseudonocardia, reduzindo a capacidade de prote¢do contra o crescimento de
Escovopsis. Portanto, relatos como esses apenas demonstram o quanto nosso conhecimento a
respeito da microbiota associada aos jardins ainda ¢ incipiente.

Diversos fungos filamentosos isolados de colonias de formigas da tribo Attini podem
ser usualmente encontrados em substratos vegetais € no solo adjacente ou distante das
colonias, indicando que esses micro-organismos provavelmente sdo inseridos no jardim a
partir do material vegetal forrageado ou transportados na superficie do tegumento das
operarias (RODRIGUES et al., 2008b; 2011; 2013). Nesse sentido, o primeiro relato do

crescimento de fungos filamentosos no jardim de cortadeiras foi realizado por Moller (1893),
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que descreveu a ocorréncia de Aspergillus sp., Mucor sp., Penicillium sp. ¢ Rhizopus sp., no
jardim de Acromyrmex disciger. Ja Kreisel (1972), ao estudar colonias de Atta insularis na
auséncia de operarias, constatou a presenga de Cunninghamella sp., Fusarium sp., Rhizopus
sp. ¢ Trichoderma sp. Avaliando também coldnias na auséncia de operarias, Bass ¢ Cherrett
(1994) observaram o rapido crescimento de Aspergillus sp., Cladosporium sp., Fusarium sp.,
Mucor sp. e Penicillium sp.

Embora Poulsen e Currie (2006) tenham sugerido que os fungos filamentosos estao
presentes no jardim de forma transiente, sem fungdes significativas na simbiose, alguns
estudos indicam que tais micro-organismos podem desempenhar papeis importantes nas
colonias de formigas cortadeiras (PAGNOCCA; MASIULIONIS; RODRIGUES, 2012).
Nesse contexto, Rodrigues et al. (2005) isolaram, com elevada frequéncia, S. racemosum,
Fusarium solani e E. weberi de colonias de A. sexdens rubropilosa de laboratério tratadas
com sulfluramida, enquanto que Trichoderma harzianum, F. oxysporum e E. weberi foram
prevalentes em ninhos de campo tratados com o mesmo inseticida, apontando que, em
determinadas condigdes, outras espécies além de Escovopsis podem estar frequentemente
associadas com o jardins de fungo. Conforme relatado por Silva et al. (2006c), além de
Escovopsis, T. harzianum também atua como antagonista frente a L. gongylophorus, em
ensaios in vitro. Adicionalmente, Rodrigues et al. (2008b) levantam a hipotese de que F.
oxysporum e Cunninghamella sp. também atuariam como antagonistas em relagdo a L.
gongylophorus. No entanto, o impacto negativo desses fungos na coldonia resulta,
provavelmente, da competi¢do por recursos nutricionais, € ndo por mecanismos especificos
(como ocorre com o crescimento de Escovopsis).

Além disso, considerando a quantidade de material vegetal forrageado pelas formigas
cortadeiras, o contato desses insetos e de seu jardim com fungos endofiticos ¢ praticamente
inevitavel (ARNOLD, 2007). Experimentos conduzidos por Van Bael et al. (2009) mostraram
que as formigas levam mais tempo para cortar as folhas quando estas apresentam maior
densidade de fungos endofiticos; além disso, as operarias reduzem a quantidade de fungos nas
folhas antes da incorporacdo no jardim. J4 Van Bael, Seid e Wcislo (2012) constataram que as
operarias podem requerer mais tempo para cortar, carregar, limpar e incorporar tecidos
vegetais com abundancia de fungos endofiticos relativamente baixa, embora respondam de
maneira semelhante a tecidos vegetais com elevada ou baixa diversidade de fungos. Essas
observagdes sugerem que a presenca de endofiticos no substrato vegetal representa um custo

adicional, reduzindo o ritmo de trabalho da colonia.
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2.4.2 Syncephalastrum racemosum

O fungo filamentoso S. racemosum (Cohn) faz parte do antigo filo
Zygomycota, ordem Mucorales, familia Syncephalastraceae (HIBBETT et al., 2007; VITALE
et al., 2012). As colonias de S. racemosum em meio de cultivo (Figura 1A) apresentam
micélio aéreo abundante, de rapida expansdao, com coloragdo cinzenta caracteristica. Os
esporangioforos desse fungo originam-se a partir dos rizoides, com ramificacdes irregulares,
sendo que cada ramificagdo porta uma vesicula terminal (Figura 1B e 1D) que produz
merosporangios sobre toda sua superficie (Figura 1C e 1E). Os merosporangios possuem
coloracdo cinzenta e forma cilindrica, contendo de 3 a 18 esporos enfileirados (merosporos
unisseriados); os merdsporos apresentam parede lisa de tonalidade marrom palido, com
formato que pode variar entre esférico a ovoide (HOOG et al., 2000).

De acordo com Domsch, Gams e Anderson (1980), S. racemosum pode ser
considerado uma espécie tropical, frequentemente encontrada no solo e na matéria organica.
Hocking e Miscamble constataram que o processo germinativo desse fungo ¢ relativamente
rapido, de forma que, a 25 °C e 0,995 a,, seus esporos germinam em aproximadamente 12
horas; ja a 30 °C e 0,995 a, a germinacao ocorre por volta de 8,16 horas. Tal estudo também
demonstrou que S. racemosum ¢é capaz de crescer em condi¢cdes de menor atividade de agua
(0.84 ay), embora de forma mais lenta (de cinco a seis dias a 25 °C e por volta de 13,5 dias a
30 °C). Ainda em relacdo aos esporos de S. racemosum, Hobot e Gull (1980) observaram que
concentragdes relativamente baixas de esporos germinam mais rapidamente do que elevadas
concentragoes, sugerindo a existéncia de um processo inibitério. Esse estudo revelou que o
acido nonanoico atua como agente de auto-inibicao, i.e, um composto presente na superficie
dos esporos, que, em determinadas concentragdes, interfere com a sequéncia normal de
germinagao.

Em relag@o aos aspectos metabdlicos, sabe-se que S. racemsoum produz uma ampla
gama de enzimas, como P-amilase (RAY; CHAKRAVERTY, 1998), lipases (CHOPRA;
CHANDER; SINGH, 1982), desoxirribonucleases (CHEN et al., 1993), celulase (SAPRE;
JHA; PATIL, 2005), quitina diacetilase (AMORIM et al., 2005) e syncephapepsina (HO;
CHEN; LIAO, 1996). Dentre essas enzimas, algumas podem apresentar interesse industrial,
como ¢ o caso de uma endoglucanase termotolerante caracterizada por Wonganu et al. (2008).
Ainda nesse contexto, Cerniglia (1997) afirma que S. racemosum ¢ capaz de oxidar
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, como fenantreno, pireno, benzantraceno e

benzopireno.
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Figura 1- Syncephalastrum racemosum
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A) Coldnia de S. racemosum em meio agar malte 2% (MA2%). B) Detalhe da vesicula terminal. C)
Vesicula portando merosporangios. D) Esporangiéforos com vesiculas

merosporangios; também ¢ possivel observar a presenga de merdsporos. D) Desenho esquematico de S.
racemosum, modificado de Hoog et al. (2000). Fonte: As imagens de B a D foram cedidas por Ana

Maria Lima Correia. As imagens A e E foram elaboradas pela autora.

2.5 Controle de formigas cortadeiras
Devido a influéncia que exercem no ambiente em que ocorrem, as formigas

cortadeiras podem ser consideradas espécies chave, contribuindo para a diversidade,
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produtividade, ciclagem de nutrientes e energia. Além disso, essas formigas modulam a
disponibilidade de recursos (de forma direta ou indireta) para outras espécies, através da
mudanga fisica de componentes bioticos e abioticos. Nesse sentido, a atividade das formigas
cortadeiras altera as propriedades do solo, promovendo aeragdo, drenagem e penetracao de
raizes, aumentando a quantidade de matéria organica e a mineralizacdo de nutrientes
(FOWLER et al., 1989; DELLA LUCIA; GANDRA; GUEDES, 2014). Apesar da
importancia ecolédgica, devido a grande quantidade de folhas forrageadas, as formigas
cortadeiras sao consideradas pragas, especialmente em ambientes alterados pelas atividades
antropicas, como nas areas utilizadas para agricultura ou reflorestamento (DELLA LUCIA;
SOUZA, 2011; OLIVEIRA et al., 2011; DELLA LUCIA; GANDRA; GUEDES, 2014).

Considerando as adaptagdes apresentadas pelas formigas cortadeiras, os métodos de
controle e manejo desses insetos diferem daqueles normalmente requeridos para o controle
das demais pragas. Dessa forma, o controle das formigas deve levar em conta sua organizagao
social, o forrageio e cultivo de fungo, comportamentos de higienizacdo e a complexidade
estrutural do ninho. Nesse contexto, os agentes de controle (quimicos ou biologicos) que
resultem na morte da rainha, ou que causem um impacto substancial nas castas responsaveis
pelos cuidados relacionados a rainha, larvas, pupas e ao jardim de fungo, apresentam maior
probabilidade de serem efetivos no controle desses insetos (DELLA LUCIA; GANDRA;
GUEDES, 2014).

Para o controle das formigas cortadeiras, tém sido estudados diversos métodos
culturais, fisicos, quimicos e biologicos, sendo o controle quimico o método mais amplamente
utilizado, por ser considerado mais eficiente em aplicagdes em larga escala (OLIVEIRA et al.,
2011). O emprego de inseticidas quimicos pode ser realizado a partir da aplicacdo de pds
secos (a base de clorpirifos, deltametrina, malation, fention), fumiga¢do, termonebulizagcdo ou
pelo oferecimento de iscas toxicas (DELABIE, 1989; OLIVEIRA et al., 2011). Dentre esses
métodos, o uso de iscas toxicas granuladas pode ser considerado o mais empregado
(NAGAMOTO, 2003; DELLA LUCIA; GANDRA; GUEDES, 2014).

A composicdo da isca toxica consiste na dissolu¢do do ingrediente ativo em 6leo de
soja refinado, seguida da incorporagdo a um substrato atrativo (em geral, polpa citrica
desidratada) e formagdo dos pellets (BOARETTO; FORTI, 1997; OLIVEIRA et al., 2011;
BUENO, 2013). As iscas sao distribuidas proximas as trilhas e orificios de abertura da
coldnia, de forma que as operarias coletem essas iscas e as introduzam no ninho. No interior
da coldnia, as iscas sdo incorporadas ao jardim de fungo e, durante esse processo, as operarias

minimas (jardineiras) e generalistas s3o contaminadas. A morte de uma grande quantidade de
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operarias relacionadas com a manuten¢do do jardim de fungo resulta na escassez de recursos
nutricionais € contaminag¢ao por outros micro-organismos, levando a morte da colonia. Assim,
o inseticida ¢ incorporado no ciclo alimentar da col6nia, atuando através da ingestdo
(LOECK; NAKANO, 1984; BOARETTO; FORTI, 1997, NAGAMOTO et al., 2004;
DELLA LUCIA; GANDRA; GUEDES, 2014).

Ainda que outros compostos também sejam utilizados na formulagdo das iscas (como
fipronil e clorpirifés), a sulfluramida (p. ex. o inseticida comercial Mirex-S®) é amplamente
empregada para esse fim, devido a sua eficiéncia na eliminagdo de colonias de diversas
espécies de formigas cortadeiras (OLIVEIRA et al, 2011). A sulfluramida (N-etil
perfluooctano sulfonamida) ¢ um derivado do perfluooctano sulfénico (PFOS), que atua como
um desacoplador da fosforilacdo oxidativa, através do rompimento do gradiente de protons
(H"); desse modo, ocorre uma interrupgdo do fluxo de elétrons na matriz mitocondrial,
cessando, consequentemente, a produgdo de ATP, levando o inseto & morte (BOARETTO;
FORTI, 1997; TOMLIN, 2006; SANTOS et al. 2007; BUENO, 2013). O PFOS, assim como
outros compostos perfluorinatados, sao inertes térmica, quimica ¢ bioquimicamente, devido as
fortes ligacdes covalentes que ocorrem entre os atomos de flior e carbono (tal ligagdo ¢
considerada a mais forte das ligagdes organicas), produzindo um elevada eletronegatividade e
polaridade. Assim, as ligagdes fortes entre carbono e fluor requerem uma elevada energia para
serem rompidas, que geralmente ndo ¢ encontrada na natureza, conferindo, assim, resisténcia
aos diversos caminhos de degradacdo (TOMLIN, 2006; ORGANIZATION FOR
ECONOMIC CO-OPERATION AND DEVELOPMENT, 2002; COMISSAO DE REVISAO
DOS POPs, 2006; GOOSEY, 2010).

Desse modo, como o PFOS nado sofre hidrolise, fotdlise ou biodegradagdo sob
condi¢cdes ambientais, este apresenta uma efeito bioacumulativo no ambiente. Tanto a
exposi¢ao cronica quanto a aguda podem resultar em efeitos toxicos, levando a perturbagdes
no funcionamento dos 6rgaos, alteragdes no desenvolvimento embrionario e fetal e disturbios
enddcrinos em organismos nao alvo (BOSSI et al., 2005; PEDEN-ADAMS et al., 2008;
GOOSEY, 2010). Por ser um composto persistente e toxico, o PFOS foi considerado um
Poluente Organico Persistente (POP) de uso restrito pela Convencao de Estocolmo (Anexo B
da Conferéncia das Partes - COP4-SC4/17), sendo seu uso permitido somente em casos onde
ndo existam alternativas viaveis (CONFERENCIA DAS PARTES, 2009; GOOSEY, 2010).

Nesse contexto, o controle bioldgico pode ser uma estratégia mais sustentdvel e menos
agressiva ao meio ambiente. Entretanto, essa abordagem ainda requer o estudo de diversos

aspectos biologicos basicos, para que tais alternativas possam ser aplicadas sem resultar em
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danos ambientais, como aplicagdo de compostos naturais toxicos ou introducdo de espécies
exodticas (BOARETTO; FORTI, 1997; DELLA LUCIA; GANDRA; GUEDES, 2014). Alguns
dos inimigos naturais poderiam ser utilizados nessa forma de controle, como forideos,
aranhas, acaros, formigas predadoras e coleopteros (como Canthon virens ¢ Canthon dives,
que atacam a rainha logo apds a revoada). Adicionalmente, extratos de diversas plantas ja
foram avaliadas como possiveis compostos ativos para aplicacdo em iscas, como Sesamum
indicum, Ricinus communis, Canavalia ensiformis, Ipomoea batatas, Cedrela fissilis,
Cepadessa fruticosa, Azadirachta indica e Carapa guianensis (BUENO; BUENO, 2011),
porém, esses extratos apresentam como alvo ndo somente a formiga, mas também o fungo
mutualista.

O uso de fungos com potencial patogénico ou antagonista contra as formigas ou seu
fungo mutualista consiste em uma estratégia promissora de biocontrole, podendo ser
utilizados no desenvolvimento de pesticidas bioldgicos especificos ¢ economicos (LOPEZ;
ORDUZ, 2003; FOLGARAIT et al., 2011; DELLA LUCIA; GANDRA; GUEDES, 2014).

Conforme salientaram Boaretto e Forti (1997), é necessario conhecer diversos
aspectos biologicos do mutualismo entre as formigas cortadeiras e L. gongylophorus, assim
como dos demais organismos que participem dessa interagdo (p. ex. EScovopsis e outros
fungos), para que uma estratégia efetiva de controle seja elaborada. Desse modo, o
levantamento da diversidade de fungos no interior das colonias ¢ fundamental para a triagem
de possiveis agentes de controle bioldgico. Adicionalmente, a intera¢do entre tais micro-
organismos deve ser considerada, a fim de determinar a existéncia de efeitos sinérgicos ou
antagonicos que poderiam interferir na eficiéncia do método. Assim, além do uso de fungos
potencialmente patogénicos, alguns estudos utilizaram o consorcio de fungos, na tentativa de
encontrar efeitos sinérgicos que poderiam acelerar a morte da colonia. Nesse cenario, Lopez e
Orduz (2003) demonstraram que iscas contendo esporos de Trichoderma viride e
Metarhizium anisopliae, associados ou isoladamente, foram eficazes no controle de coldnias
de laboratorio de A. cephalotes. Ja Hughes ¢ Boomsma (2004), avaliando a infec¢ao de
operarias por M. anisopliae e Aspergillus flavus, verificaram que o ultimo suplantou a
infecgdo por M. anisopliae durante os experimentos de coinfecgdo. Os autores interpretaram
que tal resultado foi provavelmente devido a inibi¢do do sistema imunologico das operarias
por M. anisopliae, que, de outra forma, ndo permitiria a colonizagdo por A. flavus.

Chouvenc et al. (2012) afirmam que hospedeiros sob alguma forma de estresse ou
doenga tornam-se mais suscetiveis a infec¢des por organismos ndo patogénicos, devido a

supressao de seu sistema imunologico. O crescimento de S. racemosum em ninhos tratados
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com iscas a base de sulfluramida (portanto, sob estresse, RORIGUES et al., 2005), sugere que
o comprometimento das defesas da colonia permitiria o estabelecimento da infeccdo por S.
racemosum.

Considerando o potencial do controle bioldgico de formigas cortadeiras utilizando
fungos, o presente estudo tentou elucidar se S. racemosum atua como um patogeno frente ao
jardim de fungo de A. sexdens rubropilosa, ou se pode ser considerado um micro-organismo
oportunista, que requer o comprometimento das defesas da colonia para que a infecgao seja

estabelecida.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a patogenicidade de Syncephalastrum racemosum no jardim de fungo de Atta sexdens
rubropilosa.

3.2 Objetivos especificos

e Verificar se S. racemosum satisfaz os postulados de Koch.

e Determinar se S. racemosum pode atuar como um patdogeno facultativo, apresentando
colonizagdo oportunista em subcolonias de A. sexdens rubropilosa, previamente
inoculadas com esporos de um fungo entomopatogénico (Metarhizium anisopliae).

e Avaliar como a presenca de operarias nos jardins de fungos influencia na colonizacao por
S. racemosum, tanto em colonias saudaveis, quanto em colonias previamente inoculadas

com M. anisopliae.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Cultivo e manutenc¢io dos fungos

Além de verificar os possiveis efeitos decorrentes da presenca de S. racemosum no
jardim de fungo, considerou-se interessante que estes pudessem ser comparados com o0s
efeitos resultantes da presenca de outros fungos também encontrados nesse ambiente. Além
disso, foi questionado se o comportamento de manutencdo dos jardins realizado pelas
operarias poderia diferir em relacdo ao fungo inoculado. Assim, no Teste de Patogenicidade
(item 4.2), além das linhagens de S. racemosum (A086b, A105, A101, Hla) também foram
utilizadas linhagens de Escovopsis sp. (A086a), Trichoderma virens (17BFIII) e Fusarium
solani (AR037). Ja no Teste de Coinfec¢do (item 4.6), também foi utilizada uma linhagem de
M. anisopliae (AS2).

As linhagens de S. racemosum, bem como a linhagem de Escovopsis sp. foram
previamente isoladas de ninhos de A. sexdens rubropilosa tratados com o inseticida Mirex-S®
no laboratorio (RODRIGUES et al., 2005). Ja as linhagens de T. virens, F. solani e M.
anisopliae foram isoladas de ninhos de campo de formigas cortadeiras (Tabela 1). As culturas
estoque de todas as linhagens estdo preservadas em glicerol 10% a -80 °C, na Central de Recursos
Microbianos da UNESP (CRM-UNESP). As linhagens foram reativadas a partir da inoculagdo
dos esporos criopreservados em meio Agar Batata-Dextrose (BDA, Acumedia) e incubados a 25
°C, para verificagdo da pureza da cultura. Apds confirmar a pureza, as culturas foram transferidas
para tubos contendo Agar Malte 2% inclinado (MA2%; em g L™': 20g de extrato de malte e 15g de
agar). Tais culturas foram mantidas a 8 °C, sendo utilizadas como estoque de trabalho durante o
desenvolvimento desse estudo.

Devido ao longo tempo de preservagdo a -80 °C, foi realizada a recuperagdo da
patogenicidade da linhagem AS2. Apos reativacao da cultura em meio BDA, foi preparada uma
suspensdo de esporos, padronizada a uma concentragdo de 10° €sporos mL’, em cimara de
Neubauer (RODRIGUES et al., 2008). Dez operarias da casta forrageadora foram submersas
nessa suspensao durante 3 segundos e, posteriormente, mantidas em placa de Petri forrada com
papel filtro, acondicionadas a 25 °C, no escuro. As placas foram observadas diariamente a procura
por operarias mortas. Os cadaveres foram dispostos em tubos criogénicos (2 mL) contendo
algodao estéril umedecido, de modo a confirmar se a morte da operaria foi ocasionada pelo fungo
entomopatogénico. Assim que os conidios se tornaram visiveis na superficie das operarias, foi
realizada transferéncia destes para placas de Petri contendo MA2% e incubados a 25 °C. Todos os
experimentos realizados com a linhagem AS2 partiram da cultura com a patogenicidade

revigorada.
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Tabela 1- Fungos filamentosos isolados de ninhos de formigas cortadeiras (Atta sexdens
rubropilosa e Acromyrmex sp.) utilizados nos experimentos desenvolvidos

CODIGO FUNGO TIPO DE NINHO LOCAL DE ANO DE
COLETA COLETA
A086a Escovopsis sp. Ninho tratado com Myrex-S® Corumbatai-SP 2002
A086b Syncephalastrum racemosum Ninho tratado com Myrex-S® Corumbatai-SP 2002
A105 Syncephalastrum racemosum Ninho tratado com Myrex-S® Corumbatai-SP 2002
Al101 Syncephalastrum racemosum Ninho tratado com Myrex-S® Corumbatai-SP 2002
Hla Syncephalastrum racemosum Ninho tratado com Myrex-S® Corumbatai-SP 2003
17BFIII Trichoderma virens Ninho tratado no campo com Myrex-S®  Corumbatai-SP 2003
AR037' Fusarium solani Ninho de campo de Acromyrmex sp. IThéus-BA 2010
AS2 Metarhizium anisopliae Ninho tratado no campo com Myrex-S®  Corumbatai-SP 2003

1 : ] ISV . P P o -
Essa linhagens pertence a um complexo de espécies cripticas, que retine mais de uma espécie filogenética distinta,
embora apresentem caracteristicas morfologicas idénticas ou semelhantes. Fonte: Dados da pesquisa.

4.2 Teste de patogenicidade: empregando os postulados de Koch

Para o desenvolvimento do teste de patogenicidade foram estruturadas subcolonias de

A. sexdens rubropilosa, compreendendo fragmentos de jardim de fungo e operarias, coletadas
de uma colonia madura (14 anos) mantida no Centro de Estudos de Insetos Sociais
(CEIS/UNESP/Rio Claro). As subcolonias foram acondicionadas em conjuntos de trés
recipientes plasticos interligados por tubos, sendo um recipiente destinado ao jardim de fungo,
um recipiente para o forrageamento e outro para o material de refugo (ou lixo) da subcoldnia
(Figura 2). Os recipientes consistiam em coletores universais de 80 mL (JProlab), nos quais
foram feitos orificios de 0,5 cm de didmetro e conectados com tubos plasticos. Os tubos
utilizados apresentavam parede de 2 mm, para que ndo pudessem ser cortados pelas operarias.
Para manter a umidade do jardim de fungo, uma camada de aproximadamente 1 cm de
espessura de gesso foi adicionada no recipiente central. Além disso, para evitar que as
operarias deixassem as subcolonias, foi aplicada uma fina camada de Teflon®
(Politetrafluoretileno) nas bordas dos recipientes.

Devido ao tamanho dos recipientes, as operarias de castas maiores, como soldados
(capsula cefalica com aproximadamente 3,0 mm) e forrageadoras (cépsula cefalica com 2,0 a
2,2 mm) foram excluidas, embora algumas forrageadoras tenham permanecido em algumas

subcolonias. A separacdo das castas foi realizada segundo o proposto por Souza et al. (2011).



33

A quantidade de jardim de fungo adicionada foi padronizada a partir da graduagdo do coletor

universal (o jardim foi adicionado até atingir o nivel de 50 mL do coletor).

Figura 2- Conjunto de trés recipientes plasticos componentes das subcolonias utilizadas para
o teste de patogenicidade

A) Recipiente destinado ao material de refugo. B) Recipiente destinado ao jardim de fungo. C) Recipiente
destinado para as folhas frescas (forrageamento das operarias). Fonte: Elaborada pela autora.

Para os experimentos compreendendo subcolonias com operarias e jardim de fungo,
foram estruturadas em média doze réplicas para cada linhagem de fungo testada, sendo estas
mantidas em condigdes controladas (25 °C, no escuro) por um periodo de cinco dias antes do
teste de patogenicidade. Durante o periodo de aclimatagdo, a manutencdo do jardim foi
realizada por meio da adi¢cdo de folhas de hibisco na camara de forrageio. Esse periodo de
aclimatacdo permitiu que as operdrias reestruturassem o jardim e retornassem as suas
atividades normais (forrageio e incorporagao de substrato ao jardim de fungo). Por outro lado,
as subcoldnias na auséncia de operarias ndo passaram pelo processo de aclimatacdo, ja que a
falta de manutengdo e higienizagdo permitiria o crescimento de micro-organismos
contaminantes, resultando na morte do jardim. Essas subcolonias foram estruturadas um dia
antes do teste de patogenicidade, onde as operarias foram removidas do jardim com auxilio de
uma pinga estéril. Assim, para os experimentos abrangendo somente o jardim de fungo, foram
estruturadas cinco subcoldnias para cada linhagem testada.

Apds o periodo de aclimatagdo, as subcolonias foram submetidas ao teste de
patogenicidade (comprovagdo dos postulados de Koch). O experimento foi desenvolvido em
dois grupos teste e um grupo controle (Tabela 2), cada um apresentando cinco réplicas (i.e.

subcolonias).




Tabela 2- Desenho experimental dos ensaios para o teste de patogenicidade de
Syncephalastrum racemosum, Trichoderma harzianum, Escovopsis sp. e Fusarium
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solani, em subcolonias de Atta sexdens rubropilosa
Grupo Descricao
| Cinco subcoldnias contendo jardim de fungo e operdrias generalistas e
minimas. Foi inoculado 1 mL de solucao de 0,05% de Tween 80 na
superficie do jardim.
11 Cinco subcoldnias contendo jardim de fungo e operdrias generalistas e
minimas. Foi inoculado 1 mL de suspensdo padronizada a 10° esporos.mL™
(de cada fungo) na superficie do jardim.
I Cinco subcolonias contendo apenas jardim de fungo, sem operarias. Foi

inoculado 1 mL de suspensdo padronizada a 10° esporos.mL™ (de cada
fungo) na superficie do jardim.

Fonte: Dados da pesquisa

b)

horas.

As aplicacdes em cada grupo ocorreram como descrito a seguir:

Grupo I: Foi inoculado 1 mL de solugdo Tween 80 (0,05%) na superficie de todo o
jardim de fungo, com o auxilio de uma micropipeta. A solugdo foi gotejada, para que a
maior superficie possivel de jardim pudesse ser atingida. Assim que a solucdo foi
parcialmente absorvida, cinco fragmentos com aproximadamente 5mm’ de jardim
foram removidos e transferidos para uma placa de Petri contendo meio MA2%,
suplementado com 150 pg mL™" de cloranfenicol (Sigma). As placas foram incubadas
a 25 °C, no escuro, sendo posteriormente analisadas a fim de determinar se houve
crescimento de micro-organismos.

Grupos II e III: Foi preparada uma suspensao de esporos em solucao de 0,05% de
Tween 80, sendo padronizadas a uma concentragdo de 10° esporos mL™, em cdmara
de Neubauer (RODRIGUES et al., 2008a). A suspensao foi agitada, e, entdo inoculada
diretamente na superficie do jardim de fungo, com auxilio de uma micropipeta. A
solucdo foi gotejada, para que a maior superficie possivel de jardim pudesse ser
atingida. Assim que a solug¢do foi parcialmente absorvida, cinco fragmentos com
aproximadamente Smm” de jardim foram removidos e transferidos para meio MA2%,
suplementado com 150 pg mL™" de cloranfenicol (Sigma). As placas foram incubadas
a 25 °C, no escuro, e posteriormente analisadas a fim de verificar a presenga do fungo

inoculado.

Os isolamentos foram realizados a cada 24 horas, até o experimento completar 72

Os fragmentos removidos foram inoculados em MA2% e, apos incubagdo, foram
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examinados em microscopio optico a fim de confirmar a identidade do fungo. Em seguida, o
nimero de fragmentos nos quais houve crescimento do fungo inoculado foi contabilizado. A
analise estatistica para avaliar as diferengas observadas no nimero de fragmentos contendo S.

racemosum foi realizada através do teste qui-quadrado utilizando o software R v.3.0.1.

4.3 Filmagem de subcoldnia infectada com Syncephalastrum racemosum

A partir dos resultados observados no Teste de Patogenicidade (item 5.1), a linhagem
HI1A foi selecionada para ser utilizada nos demais experimentos, uma vez que apresentou
maior agressividade frente ao jardim de fungo (em relacdo as demais linhagens de S.
racemosum testadas).

Na tentativa de verificar as respostas comportamentais das operarias frente a
contaminagdo do jardim de fungo com S. racemosum, foi realizada a filmagem de uma
subcolonia de A. sexdens rubropilosa infectada por esse fungo. A subcolonia foi estruturada e
mantida em condi¢des semelhantes aquelas do Teste de Patogenicidade (item 4.2).

Apds o periodo de aclimatagdo, a subcolonia foi infectada com esporos de S.
racemosum. Para tanto, foi preparada uma suspensdo de esporos da linhagem H1la em solucao
de 0,05% de Tween 80, a uma concentragio de 10° esporos mL™, padronizada em cdmara de
Neubauer. Apos agitagdo, 1 mL da suspensdo foi inoculado na superficie do jardim de fungo
com auxilio de uma micropipeta.

A fim de facilitar a visualizagdo do jardim de fungo e das eventuais alteracdes nas
atividades das operdrias, uma placa de vidro foi disposta na abertura do recipiente destinada
ao jardim de fungo. A filmagem foi realizada utilizando-se uma camera de video digital Sony
Handycam HDR-CX150, por um periodo aproximado de 9 horas. No entanto, considerando
que um video resultante de 9 horas de filmagem ultrapassaria a capacidade de memoria da
camera, optou-se por acompanhar o experimento durante o periodo de execugao, filmando-se
intervalos correspondentes a eventos considerados relevantes. Os videos foram editados nos

softwares PMB (Sony, versdo 5.2) e Windows Movie Maker 2012.
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4.4 Determinacio da Dose Letal Mediana (LDsg) de Metarhizium anisopliae

A Dose Letal Mediana (LDsp) de M. anisopliae foi determinada com a finalidade de
especificar a concentracdo de esporos a ser utilizada no teste de coinfec¢do (item 4.6), bem
como o periodo pelo qual o experimento deveria ser conduzido. Foram utilizadas operarias da
casta forrageadora (capsula cefalica com aproximadamente 2,0 a 2,2 mm), separadas segundo
o proposto por Souza et al. (2011). Tais operarias foram obtidas a partir de uma coldnia
madura de A. sexdens rubropilosa (sete anos), mantida no CEIS. As operarias foram coletadas
com auxilio de uma pinga entomologica, sendo transferidas para uma bandeja com as bordas
revestidas por camada fina de Teflon®, a fim de evitar que as operdrias fugissem. No
momento da coleta, um pedaco de algodao umedecido foi disposto na bandeja, para reduzir o
estresse causado pela transferéncia.

Baseando-se nos experimentos desenvolvidos por Hughes et al. (2004) foi preparada
uma suspensdo inicial de esporos de M. anisopliae em Tween 80 (0,005%), contendo
aproximadamente 10° esporos mL" (concentracdo padronizada em cdmara de Neubauer),
sendo esta agitada a fim de garantir a homogeneizagao. Essa suspensio foi serialmente diluida
para que fossem obtidas suspensdes com concentragdes na ordem de 108, 107, 106, 10° , 10% e
10° esporos mL™. Com auxilio de uma micropipeta, foi aplicado 1 pL de cada suspensdo no
pronoto das operarias. Apds a aplicagdo, as operarias foram mantidas em grupos de 10 por
placa de Petri (estas forradas com papel filtro esterilizado), sendo utilizadas 5 placas por
concentracdo de esporos, totalizando 50 operérias por concentracao (Figura 3A). Com o
intuito de verificar agressividade do método, o mesmo procedimento foi realizado com 1 pL
de Tween 80 (0,005%). Além disso, para determinar a influéncia das condigdes de
acondicionamento, foi mantido um grupo sem nenhum tratamento. Para a manutengdao das
operarias durante o experimento, foi oferecida aproximadamente 0,1g de dieta solida (5% de
glicose, 1% de peptona bacterioldgica, 0,1% de extrato de levedura e 1,5% de agar
bacteriologico), trocada diariamente a fim de garantir recursos nutricionais e evitar
contamina¢do (BUENO et al., 1995). As placas foram acondicionadas durante 25 dias em
BOD, a 25 °C, no escuro, com aproximadamente 80% de umidade relativa. As operarias
mortas foram superficialmente esterilizadas através de submersdo em éalcool 70% durante 3
segundos e dispostas em tubos criogénicos (2 mL) contendo algoddo estéril umedecido
(Figura 3B), de modo a confirmar se a morte da operaria foi ocasionada pelo fungo

entomopatogénico (Figura 3C). Essa confirmacdo foi realizada examinando se ocorreu a
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esporulacdo do fungo inoculado nos cadaveres. Foram obtidas imagens de algumas operarias
mortas através dos softwares IM50 (Leica Microsystems) ¢ Auto-Montage (Syncroscopy).
Adicionalmente, a fim de determinar a real quantidade de esporos da linhagem AS2
vidveis na suspensdo (i.e, a quantidade de esporos capazes de infectar as operarias), foi
realizado um teste de viabilidade de esporos. O ensaio foi realizado inoculando-se 100 pL da
suspensdo de concentracio 10° esporos mL™ em meio MA2%. Foram inoculadas trés placas,

acondicionadas a 25 °C e analisadas entre 12 e 48 horas.

Figura 3- Condicdes de acondicionamento das operdrias para o teste LDso.

A) Operarias mantidas em placas forradas com papel filtro, com dieta solida substituida diariamente. B) Operaria
morta disposta em tubo criogénico C) Confirmagdo da causa da morte da operaria por Metarhizium anisopliae
(observar cadaver de operaria recoberto com esporulagdo do fungo). Fonte: Elaborada pela autora.

A comparagdo entre as curvas de sobrevivéncia das operarias nos diferentes
tratamentos foi realizada utilizando-se o teste log-rank (MOTULSKY, 1995), utilizando o
software Graph-Pad Prism v 3.0.
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4.5 Teste de coinfecciio: ensaio piloto

Foi elaborado um teste piloto a fim de determinar alguns pardmetros e condi¢cdes de
acondicionamento, bem como avaliar a viabilidade do método. Embora o método proposto
neste estudo ndo tenha sido encontrado na literatura, alguns aspectos foram baseados no
experimento desenvolvido por Jaccoud e colaboradores (1999). As subcolonias de A. sexdens
rubropilosa foram mantidas de forma semelhante as subcolonias anteriormente descritas para
o Teste de Patogenicidade (item 4.2), alterando-se somente o tamanho do recipiente e dos
tubos plasticos. Foram utilizados potes plasticos descartdveis de 250 mL, nos quais foram
feitos orificios de 1,6 cm, conectados por tubos plasticos com 2 mm de parede.

As subcoldnias de A. sexdens rubropilosa foram elaboradas com fragmentos de jardim
de fungo e operarias coletadas de uma colonia madura (14 anos de idade) de A. sexdens
rubropilosa, mantida no CEIS. O jardim de fungo foi disposto na cdmara central e, embora a
quantidade (em massa) do jardim ainda ndo tivesse sido determinada nessa etapa do
experimento, esta foi padronizada como duas colheres e meia (de sopa) de jardim por
subcolonia. Na tentativa de manter a subcolonia o mais proximo possivel das condigdes
naturais de um ninho (e assegurar a viabilidade bioldgica dos possiveis resultados), as
operarias ndo foram selecionadas, sendo adicionadas operarias de todas as castas, bem como
ovos e larvas em diversos estagios de diferenciacdo (Figura 4). A manutencdo do jardim foi
realizada por meio da adi¢do de folhas de hibisco na camara de forrageio. As folhas foram
substituidas a cada dois dias. Foram estruturadas seis subcolOnias, sendo estas mantidas em

condi¢des controladas (25 °C, no escuro) por um periodo de cinco dias antes do teste.
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Figura 4- Composi¢ao da subcoldnia utilizada nos testes de coinfecgao.

(G

- - i 7
A) Visdo geral da subcolonia, com recipientes destinados ao jardim de fungo, forrageio e deposi¢do de lixo. B)
Operarias executando a manutengdo e incorporacdo de substrato vegetal durante o periodo de aclimatagdo. C)
Presenca de ovos e pupas em diversos estagios de diferenciagdo, assim como operarias de diferentes castas. Fonte:
Elaborada pela autora.

De acordo com Hughes et al. (2004), a contaminacdo de operarias por esporos de M.
anisopliae ocorre naturalmente por meio de cadaveres esporulando ou por esporos dispersos
no solo. Dessa forma, para o primeiro grupo testado (n= 2 subcoldnias), foram utilizadas as
operarias mortas como resultado do Teste de Determinacdo da Dose Letal Mediana (LDsg) de
M. anisopliae (item 4.4), sendo selecionadas algumas das quais apresentavam elevada
densidade de esporos. Foram utilizadas 5 operarias mortas por subcoldnia. Adicionalmente, 1
mL de suspensdo de esporos de S. racemosum H1a, a uma concentracio de 10° esporos mL™,
foi inoculado na superficie do jardim de fungo (Figura 5A).

Em relacdo ao segundo grupo testado, tentou-se simular a presenca de "esporos
dispersos no solo", através de bolas de algodao esterilizadas, nas quais foram inoculados 200
uL de suspensio de esporos de M. anisopliae, a uma concentragio de 10° esporos mL™’

(Figura 5B). Em cada subcol6nia, foram adicionadas 5 bolas de algodao, totalizando 1 mL de
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suspensdo de esporos. Adicionalmente, 1 mL de suspensdo de esporos de S. racemosum Hla,
a uma concentracio de 10° esporos mL™, foi inoculado na superficie do jardim de fungo.
Devido a alteragdo no tamanho dos recipientes, considerou-se interessante que uma
subcolonia fosse mantida sem tratamento (grupo controle), a fim de determinar o periodo
necessario para que houvesse recuperacdo das atividades normais de forrageamento e
incorporagao de substrato vegetal ao jardim de fungo, pardmetros que foram considerados na

aclimatagdo das subcolonias do Teste de coinfecgao (item 4.6).

Figura 5- Piloto do teste de coinfeccao.

A) Teste utilizando 5 operarias mortas e recobertas com esporos de Metarhizium anisopliae (setas), juntamente
com 1 mL de suspensdo de esporos de S. racemosum (10° esporos mL™") inoculada no jardim. B) Teste utilizando
suspensdo de esporos de M. anisopliae (10° esporos mL™) aplicados em bolas de algodio, juntamente com 1mL
de suspensdo de esporos de S. racemosum (10°esporos mL™") inoculada no jardim. Fonte: Elaborada pela autora.

4.6 Teste de coinfeccao

Para o desenvolvimento do teste de coinfec¢do, foram confeccionadas 26 subcolonias
de A. sexdens rubropilosa e mantidas nas condigdes mencionadas no item 4.5 (Figura 4).
Nessa etapa, a quantidade de jardim adicionada foi padronizada em 1,5 colher de sopa
(correspondendo a aproximadamente 1 g). As subcolonias foram mantidas em condigdes
controladas durante 12 dias antes do teste, para que as operdrias pudessem retomar suas
atividades normais (periodo de aclimatagdo). Durante o periodo de aclimatacdo, a manutengao
do jardim foi realizada por meio da adicdo de folhas de hibisco na camara de forrageio, estas

trocadas a cada dois dias.
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As subcoldnias foram distribuidas em 4 grupos contendo 5 subcolonias selecionadas
aleatoriamente. Em cada grupo foi aplicado um tratamento, conforme descrito a seguir:

a) Grupo I: Foram inoculados 2 mL de solu¢do Tween 80 (0,005%) na superficie de todo o
jardim de fungo, com o auxilio de um borrifador, para que a maior superficie possivel do
jardim pudesse ser atingida.

b) Grupo II: Foi preparada uma suspensao de esporos de S. racemosum em solu¢ao de 0,005%
de Tween 80, padronizada a uma concentracdo de 10° esporos mL™, em camara de Neubauer
(RODRIGUES et al., 2008a). A suspensao foi agitada, e 2 mL foram inoculados diretamente
na superficie do jardim de fungo, com auxilio de um borrifador.

¢) Grupo III: Foi preparada uma suspensdo de esporos de M. anisopliae em solug¢do de
0,005% de Tween 80, padronizada a uma concentragdo de 108 esporos mL'l, em camara de
Neubauer. Essa concentracdo foi determinada de acordo com os resultados do teste LDso. A
suspensao foi agitada, e, entdo 2 mL foram inoculados diretamente na superficie do jardim de
fungo, com auxilio de um borrifador.

d) Grupo IV: Foi preparada uma suspensdo de esporos de S. racemosum (10° esporos mL™) e
M. anisopliae (10® esporos mL™), em solu¢do de 0,005% de Tween 80, em cdmara de
Neubauer. A suspensdo foi agitada, e 2 mL foram inoculados diretamente na superficie do
jardim de fungo, com auxilio de um borrifador.

Apo6s a aplicagdo do tratamento, as subcoldnias foram mantidas durante 14 dias nas
mesmas condi¢des em que estavam durante o periodo de aclimatacdo, e a manutencdo destas
(troca de folhas) foi realizada a cada dois dias. Adicionalmente, apds 72 horas de tratamento,
foram removidos 5 fragmentos com aproximadamente 5 mm” do jardim e do lixo, sendo
transferidos para uma placa de Petri contendo MA2%, suplementado com 150 pg mL™" de
cloranfenicol. As placas foram mantidas a 25 °C no escuro, sendo posteriormente analisadas a
fim de determinar o crescimento dos micro-organismos inoculados. Além disso, 20 operarias
mortas de cada teste foram dispostas em tubos criogénicos (2 mL) contendo algodao estéril
umedecido, de modo a confirmar se a morte das mesmas ocorreu devido a contaminagdo por
M. anisopliae.

O experimento descrito acima foi realizado duas vezes, com um intervalo de
aproximadamente 5 semanas, a fim de validar os resultados encontrados e detectar possiveis
interferéncias externas. As subcolonias foram avaliadas durante 14 dias, a partir das
observagdes dos seguintes aspectos: corte de folhas, mortalidade de operdrias, condigdes
gerais da subcoldnia e separagdo de lixo. Tais itens foram considerados com base na escala de

quantificagdo (escores), apresentada na Tabela 3.
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Tabela 3- Quantificacdo das alteragcdes no corte, mortalidade, condicdes gerais e lixo
separado nas subcoldnias tratadas.

Aspecto Escore  Descrigdo Imagem
considerado

Corte 0 Normal

Ha corte em quantidades normais e
incorporagdo no jardim de fungo,
onde a maioria dos fragmentos
cortados ¢ incorporada.

1 Pouca alteracao

Até 25% de alteragao; nesse caso,
ha corte em quantidade normal,
mas a incorpora¢ao € reduzida, o
que ¢ observado a partir de
fragmentos de folhas cortados e ndo
incorporados, deixados na cadmara
de forrageio.

2 Alteracao média

Até 50% de alteragdo; nesse caso, o
corte ¢ reduzido e ndo ha
incorporagao do material vegetal no
jardim de fungo.

3 Elevada alteracao

Até 75% de alteragdo. O corte é
significativamente reduzido, sendo
que somente fragmentos pequenos
sdo visiveis, ndo havendo
incorporagao.




Alteracao completa

Corte completamente alterado ou
morte da colonia. Nao ha corte ou
incorporagdo
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Mortalidade

Normal

Operarias mortas em quantidade
semelhante ao que ocorre em
subcoldnias na auséncia de
tratamento

Pouca mortalidade

Mortalidade um pouco acima do
normal com até 25% das operarias
mortas.

Mortalidade média

Aproximadamente metade da
populagdo de operarias da
subcoldnia estdo mortas ou
morrendo.

Elevada mortalidade

Mortalidade significativa, quando
até 75% da populacdo de operarias
estd morta ou morrendo.

Mortalidade completa

Todas as operarias da subcolonia
estdo mortas ou morrendo.

Condic¢oes
gerais da
subcoldnia

Normal

Coldnia apresenta quantidade
normal de lixo e atividades de
corte, incorpora¢do ¢ manutengao,
com crescimento do jardim de
fungo
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Pouca alteracio

A col6nia apresenta uma
quantidade de lixo de até 25% do
volume inicial, com relativa
reducdo nas atividades de corte e
incorporagdo (esta ultima ¢ mais
significativa). Nao ha crescimento
do jardim. A mortalidade das
operarias ¢ superior (até 25%) ao
considerado "normal".

Alteracdo média

Até 50% de redugdo das atividades
de corte, ndo havendo
incorporagdo. O lixo pode
compreender até 50% do volume
inicial do jardim de fungo. A
mortalidade de operarias também
pode atingir até 50%. Em alguns
pontos, o jardim pode apresentar
um aspecto envelhecido (mais
escuro).

Elevada alteracao

Até 75% de reducdo das atividades
de corte, sem incorporagdo e
manutengdo do jardim. O lixo
compreende até 75% do volume
inicial do jardim. O jardim
apresenta aspecto seco €
envelhecido, e as operarias
apresentam elevada mortalidade
(até 75%)

Colonia morta

Jardim de fungo morto, com poucas
ou nenhuma operaria viva.
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Lixo 0 Normal

Sem altera¢des em relagdo a
coldnias sem tratamento.

1 Pouca alteracio

Quantidade de lixo compreende até
25% do volume inicial do jardim de
fungo.

2 Alteracio média

Quantidade de lixo compreende até
50% do volume inicial do jardim de
fungo.

3 Elevada alteracao

Quantidade de lixo compreende até
75% do volume inicial do jardim de
fungo.

4 Colonia morta

O lixo compreende todo o jardim e
as operarias mortas.

* Por constituir um aspecto quantitativo, além das dificuldades da obtengdo de imagens que
representassem adequadamente a quantidade de operarias mortas, tais imagens ndo foram adicionadas.
Fonte: Dados da pesquisa.
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5 RESULTADOS
5.1 Teste de patogenicidade

Os postulados de Koch foram avaliados a fim de determinar a patogenicidade dos
fungos testados. Para tanto, esporos de fungos isolados de colonias comprometidas (Tabela 1)
foram aplicados em subcoldnias saudaveis, posteriormente, fragmentos do jardim de cada
subcolonia foram isolados em diferentes periodos. O numero de fragmentos contaminados foi
analisado com base nas seguintes questdes: (i) A presenca das formigas influencia na
recuperagdo de S. racemosum nos jardins ao longo do tempo? (ii) O tipo de substrato (jardim
ou lixo) afeta a probabilidade de recuperagdo de fragmentos contendo S. racemosum? As
mesmas questdoes guiaram a analise dos resultados dos demais fungos testados (Tabela 1). A
fim de determinar a influéncia exercida pela presenca de operarias nos jardins, foi aplicado o
teste de qui-quadrado (DYTHAM, 2011) para verificar a independéncia das varidveis
(presenga de operarias x probabilidade de recuperagdo de fragmentos contaminados, Tabela
4). A hipotese nula prevé que a presenga de formigas ndo influencia na propor¢do do fungo
recuperado, enquanto que a hipotese alternativa prevé que a presenga de formigas influencia a

proporg¢ao de fungos recuperados.

Tabela 4- Resultados do teste qui-quadrado para as comparagdes entre os
jardins de fungo e lixo para as linhagens de Syncephalastrum racemosum,
Trichoderma virens, Escovopsis sp. e Fusarium solani.

Linhagens JP-JA’ JP-LP’

S. racemosum A086b =21,1613 ¥’=62,9156
p=0,065 p< 0,001

S. racemosum A105 = 25,525 ¥’= 64,2797
p=10,008 p< 0,001

S. racemosum A101 ¥’=19,3798 ¥’=51,0015
p< 0,001 p< 0,001

S. racemosum Hla =22211 ¥’= 59,0595
p= 0,040 p< 0,001

T. virens 17BFIII Y'=23,0144 = 63,0444
p=0,027 p< 0,001

Escovopsis sp.A086a x’=0,8746 x’=129,9314
p=10,8315 p=0,00035

F. solani AR037 Y’=5,3371 ¥’=40,3294
p=10,1487 p=10,0011

* JP: Jardim na presenga de operarias. JA: Jardim na auséncia de operarias. LP: Lixo na
presenga de operarias. Os valores foram considerados significativos quando p< 0,05. Fonte:
Dados da pesquisa.
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A partir das informacgdes elencadas na Tabela 4, observou-se que para trés linhagens
de S. racemosum (A105, A101 e Hla) e para a linhagem de T. virens (17BFIII), a presenga de
operarias influenciou significativamente a propor¢cdo de fungos recuperados dos jardins,
havendo a tendéncia de recuperagdo de um menor nimero de fragmentos com o fungo
inoculado nos jardins com operarias. Por outro lado, a propor¢ao de fragmentos contaminados
foi semelhante em jardins na auséncia e presenga de operarias quando inoculados com as
linhagens S. racemosum (A086b), E. weberi (A086a) e F. solani (AR037), indicando que,
provavelmente, as operarias ndo foram capazes de remover completamente esses fungos do
jardim (Tabela 4). No caso da infecgdo com F. solani e T. virens, as operarias armazenaram o
lixo na propria cadmara do jardim, o que pode ter influenciado na recuperagio de fragmentos
infectados (ou seja, aumentando as chances de recuperar fragmentos contaminados dos
jardins). Esses dados também sdo graficamente reportados na Figura 6, a qual demonstra a
dindmica da infec¢do ao longo do tempo. A andlise desses dados permite observar que
algumas linhagens sdo inicialmente removidas, porém voltam a aparecer no jardim em 72
horas de tratamento (Figuras 6A, 6B, 6E). Enquanto uma linhagem foi removida em 72 horas
de tratamento (Figura 6D), outras linhagens ndo foram removidas do jardim de fungo durante
todo o periodo do experimento (Figuras 6C, 6F, 6G). As diferencas morfoldgicas dos jardins
de fungo na presenca e na auséncia de operdrias, quando submetidos a tratamentos com

esporos de fungos podem ser observadas na Figura 7.
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Figura 6- Porcentagem de fragmentos de jardins de fungo, na presenca e na auséncia de
operarias, que apresentaram crescimento de fungos
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A) Syncephalastrum racemosum (A086b). B) S. racemosum (A105) C) S. racemosum (A101); D) S. racemosum
(Hla); E) Trichoderma virens (17BFIII); F) Escovopsis sp. (A086a) e G) Fusarium solani (AR037). Fonte:

Dados da pesquisa.
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Figura 7- Diferencas morfologicas dos jardins de fungo na presenga e na auséncia de
operarias, quando submetidos a tratamentos com esporos de fungos.

Presenca de operérias Auséncia de operarias

Imagens obtidas 72 horas apds inoculagio de esporos de fungos. Coluna a esquerda: presenga de operarias.
Coluna a direita: auséncia de operarias. (A) Syncephalastrum racemosum Hla; (B) Trichoderma virens 17BFIII,
(C) Escovopsis sp. A086a; (D) Fusarium solani AR037. Notar a abundante esporulagdo de S. racemosum em
relagdo aos demais fungos. Fonte: Elaborada pela autora
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A fim de determinar se o tipo de substrato (jardim e lixo) afeta a probabilidade de
recuperagdo de fragmentos, foi aplicado o teste qui-quadrado (Tabela 4). Para todos os fungos
testados, o tipo de substrato também influencia a probabilidade de recuperacao ao longo do
tempo, havendo uma tendéncia geral de maior probabilidade de recuperagdo de fragmentos
com o fungo inoculado, a partir do lixo do que no jardim de fungo (Figura 8). No entanto, a
probabilidade de recuperagdo a partir do jardim permaneceu alta para S. racemosum A086b e
A105, bem como para Escovopsis sp., indicando que as operarias ndo foram capazes de
remover completamente esses fungos do jardim (Figura 8). Em alguns casos houveram
dificuldades no isolamento dos fragmentos do lixo, como nas situagdes nas quais o lixo foi
depositado nos tubos que interligam os recipientes, ou na propria camara do jardim,
dificultando ou mesmo impossibilitando a remocao de fragmentos e posterior isolamento.

Apds a inoculagdo dos esporos, algumas diferencas morfologicas foram observadas
entre jardim e lixo. Entre tais diferencas, pode-se destacar o aspecto escuro, envelhecido e
umido das porg¢des depositadas no lixo, enquanto que no jardim de fungo, o aspecto esponjoso

foi mantido. Essas diferencas podem ser visualizadas na Figura 9.
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A) Syncephalastrum racemosum (A086b). B) S. racemosum (A105). C) S. racemosum (A101). D) S. racemosum
(H1a). E) Trichoderma virens (17BFIII). F) Escovopsis sp. (A086a) e G) Fusarium solani (AR037). Fonte:

Dados da pesquisa.



Figura 9- Diferencas morfologicas do jardim e lixo na presenca de operarias.

Jardim de fungo

Lixo

Imagens obtidas 72 horas apds a inoculagdo de esporos. Coluna a esquerda: jardim de fungo. Coluna a direita:
lixo. (A) Syncephalastrum racemosum Hla; (B) Trichoderma virens 17BFIII; (C) Escovopsis sp.A086a; (D)

Fusarium solani AR037. Notar a semelhanga entre o lixo de S.racemosum e Escovopsis sp. Fonte: Elaborada
pela autora.
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5.2 Filmagem de subcoldnia infectada com Syncephalastrum racemosum

A partir dos videos obtidos da colonia tratada com S. racemosum, foi possivel
observar que as operdrias iniciaram a manipulagdo das regides ao redor do local de aplicagdo
da suspensdo aproximadamente 1 hora ap6s a inoculagdo, ou seja, antes mesmo que a
suspensao fosse absorvida pelo jardim de fungo. Apos 2 horas de inoculagao, uma quantidade
maior de operdrias parecia estar envolvida em atividades de sanitizagdo do jardim.
Aproximadamente 4 horas apds a inoculagdo, as operarias estabeleceram o local para
deposicao do material de refugo (no recipiente destinado para tal finalidade), e por volta de 5
horas e 30 minutos apds a inoculacdo, foi registrada a remo¢ao do primeiro fragmento do
jardim de fungo. E interessante notar que esse comportamento, descrito por Currie e Stuart
(2001) como ato de “carpir” o jardim (weeding), ¢ realizado por pequenos grupos de operarias
minimas (Figura 10), podendo levar mais de 30 minutos para ser executado. Posteriormente a
remocao de pequenos fragmentos do jardim de fungo, estes sdo reunidos na parte inferior do

jardim, de onde sdo levados para o lixo. Tais eventos foram compilados em quatro videos:

e Primeiro video: Compilado geral das atividades, desde o reconhecimento das regides nas
quais a suspensao foi aplicada até a remog¢ao de fragmentos e sua deposi¢ao no recipiente
destinado ao lixo. O video est4 disponivel no Apéndice A, e também pode ser acessado a
partir do link:

<https://www.dropbox.com/s/3msbpd34vwv169b/Primeiro%20v%C3%ADdeo_Ap%C
3%AAndice%20A_TCC_M.O.Barcoto.mp4?dl=0>

e Segundo video: Remoc¢ao de um fragmento, com énfase na organizacao das operarias
durante o processo de corte das hifas do jardim de fungo. O video esta disponivel no
Apéndice A, e também pode ser acessado a partir do link:

<https://www.dropbox.com/s/rfzr5Swx2y2vocgt/Segundo%20v%C3%ADdeo  Ap%C3
%AAndice%20A TCC_M.O.Barcoto.mp4?dl=0>

e Terceiro video: Delineamento da regido contaminada e remocao do fragmento, com énfase
no corte propriamente dito. O video estd disponivel no Apéndice A, e também pode ser
acessado a partir do link:

<https://www.dropbox.com/s/b4c5cgrzfni6zm8/Terceiro%20v%C3%ADdeoAp%C3
%AAndice%20A_TCC_ M.O.Barcoto.mp4?dl=0>
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e Quarto video: Etapas do processo de remog¢do, conforme descrito por Currie e Stuart
(2001). O video esta disponivel no Apéndice A, e também pode ser acessado a partir do
link:

<https://www.dropbox.com/s/fff7yqe0h07t341/Quarto%20v%C3%ADdeo_Ap%C3%
AAndice%20A TCC M.0O.Barcoto.mp4?dl=0>

Figura 10- Comportamento de “carpir” (weeding) em jardins contaminados com esporos de
Syncephalastrum racemosum

O comportamento de “carpir” (weeding) é realizado por pequenos grupos de operarias minimas. O
comportamento consiste na remogdo de fragmentos de jardim de fungo (setas) Imagens de A a C
representam a sequéncia cronoldgica de remocdo do fragmento. Fonte: Elaborada pela autora.
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5.3 Determinaciio da Dose Letal Mediana (LDsg) de Metarhizium anisopliae

A determinagao da LDs, foi realizada com a finalidade de estabelecer a concentragao
de esporos a ser utilizada no teste de coinfeccdo com esporos de M. anisopliae ¢ S.
racemosum (item 4.6). Os resultados do teste permitiram observar que a suspensao de esporos
de M. anisopliae com concentragio de 10® esporos mL™" seria a mais adequada para os testes
de coinfec¢do, uma vez que, em 7 dias, essa concentragdo levou 50% da populagdo de
operarias a morte. Quanto as demais concentragdes, nao foi observada uma relagdo estrita
entre dose e sobrevivéncia mediana, como pode ser observado nos tratamentos com

suspensdes nas concentragdes 10°, 10* ¢ 10° esporos mL™ (Tabela 5 e Figura 11).

Tabela 5- Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operarias de Atta
sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de aplicagdo topica, com suspensdo de
esporos de Metarhizium anisopliae.

Porcentagem acumulada de mortalidade por dia'

2 3 6 8 10 14 17 21 25 Md*
16 26 32 42 46 48 52 22a
10 14 18 30 36 38 38 >25a
20 22 32 42 44 50 64 20b
4 10 22 30 34 44 52 23a
8§ 18 20 30 34 36 40 >25a
40 46 52 58 66 66 66 9b
34 44 50 56 58 62 66 10b
6 12 48 56 62 66 66 74 78 7Tb

Tratamento

Controle (auséncia de tratamento)
Controle (Tween 80 0,005%)
Suspensio de 10’ esporos ml™
Suspensio de 10" esporos ml™
Suspensio de 10° esporos ml™

Suspensio de 10° esporos ml™

RS =) W \S R \© R SN e o)

Suspensio de 107 esporos ml™

(o) N e R = I = =R e R S
(e R =R =R \S I \S B o)

Suspensio de 10° esporos ml™

"Na tabela foram elencados somente os dias nos quais a morte de operérias foi observada
*Letras distintas em relagdo ao controle indicam diferengas significativas de acordo com o teste log rank

(p>0,05). Fonte: Dados da pesquisa
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Figura 11- Curvas de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa submetidas ao

bioensaio de aplicagdo topica de suspensdo de esporos de Metarhizium anisopliae em diferentes
concentracoes

—— Controle
— Tween (0,005%)
100 7 -
10
— 10!
3 801 — 105
- 10°
2 B0- — 10
2 — 108
=
E 404
o
wn
20 1
L e B B S B e A S s o e e e S
012345678 910111213141516171819202122232425
Fonte: Dados da pesquisa Dias

Em adicdo, o teste de viabilidade revelou que aproximadamente 9,1% dos esporos
eram viaveis.

A partir das imagens obtidas através dos softwares IM50 (Leica Microsystems) e
Auto-Montage (Syncroscopy), foi possivel observar a tendéncia de liberagdo agrupada dos
esporos de M. anisopliae a partir da superficie das operarias mortas no ensaio em questdo, em

diferentes estagios de crescimento (Figura 12).
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Figura 12- Aparecimento de grupo de conidios na superficie de operarias de Atta sexdens
rubropilosa.

A sequéncia representa os estagios de produgdo e dispersdo agrupada de esporos. A) Inicio do crescimento de
hifas na superficie da operaria. B) Crescimento intermediario de conidios. C) Estagio final do crescimento de
conidios. Fonte: Elaborada pela autora.
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5.4 Teste de coinfecciio: ensaio piloto

O ensaio piloto do teste de coinfeccao foi realizado no intuito de estabelecer e
padronizar as condi¢gdes de acondicionamento ¢ manutenc¢do do teste, assim como determinar
o método de aplicacdo da suspensao de esporos. Foi observado que as operarias manipularam
tanto as bolas de algodao, quanto as operdrias mortas. As operarias dispersaram as bolas de
algoddo por toda a camara do jardim, havendo, inclusive tentativa de incorporacdo de
substrato vegetal nas mesmas, além da tentativa de incorporagdo de fragmentos de algodao no
jardim. Houve separagdo significativa de lixo e redugdo nas atividades de forrageio. A
dispersdo dos fragmentos de algodao dificultou a identifica¢do e contabilizagdo das operarias
mortas decorrentes do contato com esporos de M. anisopliae. Entretanto, a mortalidade
observada nessas colonias foi menor (abaixo de 50%, de acordo com a Tabela 3), do que no
teste onde foram adicionadas operarias mortas, nos quais foram observadas, juntamente com o
material de refugo separado, a presenga de operarias mortas de todas as castas (acima de 75%
de mortalidade). Assim, o método de aplicagdo de esporos de M. anisopliae em bolas de
algoddo mostrou-se pouco pratica, além de acarretar dificuldades na avaliagdo das condigdes
da subcolonia.

A partir da observacdo da colonia na auséncia de tratamento, constatou-se a
necessidade de reducdo da quantidade de jardim de fungo adicionada. Verificou-se também
que a incorporacao de substrato vegetal nas condigdes do experimento requer pelo menos 12
dias, periodo determinado para aclimatacdo das subcolonias no desenvolvimento do Teste de
Coinfecgdo. Dessa forma, o ensaio piloto permitiu a determinag@o de alguns aspectos do teste
de coinfec¢do, como a quantidade de jardim adicionada (1,5 colher de sopa, correspondendo a
aproximadamente 1 g), o periodo de aclimatacdo (12 dias) e intervalo para manutencido do

jardim (folhas de hibisco substituidas a cada dois dias).

5.5 Teste de coinfeccao

A fim de determinar se S. racemosum atuaria como um patégeno oportunista, as
subcolonias foram infectadas simultaneamente com esporos de S. racemosum e M. anisopliae.
Adicionalmente, também foram observados os efeitos destes fungos quando aplicados
isoladamente nas subcolonias.

Os valores acumulados de cada aspecto considerado na Tabela 3 foram analisados

graficamente, considerando a porcentagem de alteragdo observada diariamente, durante os 14
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dias do ensaio. A representagdo grafica das alteragdes observadas no primeiro teste estdo
apresentadas na Figura 13, enquanto que os resultados do segundo teste estdo representados
na Figura 14.

Os resultados permitiram notar que no tratamento com esporos de M. anisopliae, as
atividades de corte e incorporagdo ndo sofrem alteracdes significativas até o 7° dia, a partir do
qual passam a decair; ja no segundo teste, essas atividades decaem até o 7° dia, ndo havendo
redugdo adicional no corte. As condi¢des gerais do primeiro teste decaem gradualmente a
partir do 1° dia, e a morte ocorre no 14° dia; ja no segundo teste, as condigdes avaliadas
decaem até o 5° dia, e entdo sdo estabilizadas, ndo resultando na morte das coldnias. Em
relacdo a mortalidade, esta aumenta gradualmente entre o 2° e o 10° dia no primeiro teste, e
entre o0 4° e 7° dia no segundo teste, embora ndo atinja a totalidade das operarias em ambos os
casos. Quanto a separacgao do lixo, esta atividade aumenta a partir do 8° dia no primeiro teste,
e do 1° ao 7° dia no segundo teste (Figuras 13 e 14).

Em relagdo ao tratamento com esporos de S. racemosum Hla, nos dois ensaios
considerados, as alteragcdes no corte, na incorporagdo, na mortalidade e na separagao de lixo
iniciam-se no 4° dia de tratamento com (Figuras 13 e 14). As condicOes gerais (a subcolonia
de uma forma geral) decairam logo no inicio do tratamento, € a morte da subcoldnia ocorreu
em 13 dias no primeiro teste € em 10 dias no segundo. O aumento do lixo foi significativo
logo no primeiro dia de observagdo para os dois testes, o que ¢ condizente com os dados
observados no Teste de Patogenicidade (item 5.1). A mortalidade nesse tratamento
provavelmente decorre da morte do jardim de fungo e, consequentemente, escassez de
recursos nutricionais para as operarias. Essa observagdo pode ser comprovada pela diferenca
entre o periodo de morte do jardim e das operarias, ja que o jardim tende a se tornar seco e
envelhecido, sendo separado completamente na forma de lixo, quando entdo a mortalidade
das operarias passa a ser mais elevada. As atividades de corte e forrageio sofreram decréscimo
a partir do 4° dia nos dois testes (o que coincide com o comprometimento da manuten¢do do
jardim de fungo), sendo interrompidas no 10° dia no primeiro teste € no 11° dia no segundo
teste.

Ja o tratamento conjunto com esporos de S. racemosum e M. anisopliae resultou em
decréscimo no corte e incorporacao de material vegetal a partir do 4° dia, nos dois testes, com
interrupcao completa dessas atividades no 7° e 11° dia no primeiro e segundo testes,
respectivamente (Figuras 13 e 14). As condic¢des gerais decaem logo no inicio do tratamento e
a morte ocorre em 7 ¢ 9 dias no primeiro e segundo experimentos, respectivamente. O

aumento do lixo € notavel a partir do primeiro dia de observagdo. No entanto, no tratamento
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de coinfeccdo, a mortalidade das operarias provavelmente ocorre por dois motivos: i) devido a
infecgao por M. anisopliae, e/ou ii) como consequéncia da auséncia de recursos nutricionais
devido a morte do jardim de fungo. Desse modo, a mortalidade das operarias no primeiro teste
de coinfecgdo aumenta a partir do 4° dia (com mortalidade total no 7° dia). J& no segundo
teste, a mortalidade das operarias aumenta a partir do 2° dia (com mortalidade total no 11° dia,
dois dias apds a morte do jardim de fungo).

A partir dos resultados obtidos, constata-se que a coinfec¢ao resultou em alteragdes
pronunciadas nas subcolonias, afetando todas as atividades normais, sendo que apos 14 dias

de observacao, nao houveram colonias sobreviventes.
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Figura 13- Porcentagem das alteragdes dos itens analisados durante o primeiro teste de
coinfecgdo em subcoldnias de Atta sexdens rubropilosa.
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Figura 14- Porcentagem das alteragdes dos itens analisados durante o segundo teste de
coinfecgdo em subcoldnias de Atta sexdens rubropilosa.

ﬂ) OTween 80 @S.racemosum @ M. anisopliae  mS+M

100 4
90 -
80 = - - -
70 - = =

corte de folhas (%)

60
50 -
2 40 -
Q
= 30 -
<
D 20 -
-y J:| |] [I H H ”
0 . : : : : : : : : e uh Ul Ul U
[¢] 1 2 3 4 S 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Dias
b) OTween 80 M@S.racemosum [MM.anisopliae HES+M

100

90 -

80 -

70 -+

60 -

50 -

40 -

30 -

20

10 - I

0 — : : ' ' ) : : :
5 6 7 8 S 10 11 12 13 1

Mortalidade (%)

0 1 2 3 4 4
Dias
)
———Tween 80  =—S.racemosum M. anisopliae S+M
100 -
90 -
So"
- 80
=
<
‘= 70
S
= 60
=
= 50 -
;ﬁ
2o 40 -
5
S 30 -
3
O 20 A
10 A
0 : : : - : ~— :
o 1 2 3 4 5 6 74 8 9 10: 11 12. 13 14
Dias
d) OTween 80 MS.racemosum [ M. anisopliae MHS+M

Quantidade de lixo (%)

100 -

90 -

80 -

70 -

60

50

40 -

30 -

20 -

10 -

0 ! . 2 : ; " " " ’
6 7 8 9 10 11

(6] 1 2 3 4 5 12 13 14
Dias
Alteragdes nas subcolonias apds 14 dias de observacdo. A solucdo Tween 80 (0,005%) foi utilizada como
tratamento controle (a) Corte de folhas. (b) Mortalidade. (¢) Condi¢des gerais da colonia. (d) Quantidade de lixo.
Fonte: Dados da pesquisa.
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6 DISCUSSAO

Diversos estudos relataram que as colonias de formigas cortadeiras apresentam uma
microbiota associada complexa, sendo que a atuagdo de muitos dos micro-organismos
encontrados nesse ambiente ainda nao foi elucidada, como ¢ o caso de S. racemosum. Apesar
de S. racemosum ser encontrado em coldnias de formigas da tribo Attini, as caracteristicas da
associacdo desse fungo nunca foram avaliadas. No presente estudo, procurou-se compreender
o papel desempenhado por esse fungo, bem como sua possivel natureza patogénica, através da
comprovagdo dos postulados de Koch e do teste de coinfec¢do com um entomopatdogeno
conhecido; o ultimo foi realizado na tentativa de determinar se S. racemosum atuaria como
um patdgeno oportunista.

Durante o teste de patogenicidade, foi observado que ap6s 48 horas de inoculagao, S.
racemosum cresceu em toda a superficie do jardim na auséncia de operarias, iniciando a
producdo de esporos, €, em 72 horas foi verificada uma grande quantidade de esporos (Figura
7A). Estudando eventos germinativos de S. racemosum, Hobot e Gull (1977) definem que a
sequéncia de desenvolvimento consiste: (i) no intumescimento dos esporos, (ii) crescimento
do tubo germinativo e (iii) crescimento da nova hifa. Os autores demonstraram que, na
presenca de glicose, os eventos germinativos (especificamente o evento ii) sdo iniciados em
maior propor¢do entre 4 e 8 horas, apos a inoculagdo. Os autores também observaram que a
glicose € essencial para o intumescimento dos esporos € emergéncia do tubo de germinagao,
sendo que na auséncia desse agucar nenhum dos eventos morfoldgicos relacionados a
germinagdo ¢ iniciado. Adicionalmente, Silva et al. (2003) afirmam que enzimas do fungo
mutualista atuam na degradacdo extracelular de polissacarideos vegetais (como amido e
pectina) resultando em carboidratos soliveis presentes no jardim, principalmente glicose,
utilizados pelas formigas como recurso nutricional. Nesse contexto, pode-se supor que a
glicose proveniente da degradagdo do substrato vegetal estimule a rapida germinagdo e
crescimento de S. racemosum no jardim de fungo, e que, em ultima andlise, a atividade
enzimatica de L. gongylophorus promova o crescimento do parasita. Dessa forma, esses dados
podem ser correlacionados com os resultados obtidos durante a filmagem, inferindo-se que,
apos 5 horas e 30 minutos, os esporos inoculados no jardim de fungo da subcolonia iniciaram
o processo de emergéncia do tubo de germinagao.

Dado o curto periodo para o inicio da germinagdo, ¢ possivel que antes desse evento,
as operarias nao sejam capazes de remover todos os esporos inoculados no jardim de fungo,

por meio do comportamento descrito por Currie e Stuart (2001) como grooming (ato de remogao
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dos esporos utilizando o aparato bucal). Na tentativa de evitar a dispersdo do patégeno, as
operarias removem as partes infectadas do jardim, consistindo em micélio do fungo invasor,
juntamente com o micélio do fungo mutualista ¢ do material foliar fresco (weeding). Esse
comportamento foi descrito pelos autores como uma resposta a infec¢do por Escovopsis,
envolvendo diversas etapas e vdarias operdrias. A primeira etapa envolve a separacdo do
fragmento, atividade realizada por operarias minimas, por meio da mastigagdo das regioes que
o conectam ao jardim. Em seguida, o fragmento ¢ destacado, sendo entdo carregado para as
camaras de refugo (CURRIE; STUART, 2001). No entanto, as mesmas etapas de remocgao de
fragmentos contaminados também foram observadas nos jardins infectados com S.
racemosum (videos no Apéndice A), de forma que, no lixo separado pelas operarias, podem
ser visualizados fragmentos muito semelhantes aos do lixo de subcoldnias infectadas com
Escovopsis sp. (Figura 9A ¢ 9C, Video 1 - Apéndice A). Esses dados indicam que os
comportamentos de sanitizagdo podem nao ser rapidos o suficiente para conter o crescimento
de S. racemosum no jardim de fungo.

Na subcoldnia filmada, os locais onde houve remoc¢do dos fragmentos de jardim de
fungo correspondiam aos locais de inoculacdo, sugerindo que as operarias sejam capazes de
reconhecer os eventos germinativos dos esporos de S. racemosum, a partir dos quais héa o
estabelecimento da infec¢do. Por outro lado, ao invés de reconhecerem os esporos invasores
e/ou seus eventos germinativos, também € possivel que as operarias reconhegam alteragdes no
metabolismo e na aptiddo de L. gongylophorus. Segundo Herz, Holldobler e Roces (2008), as
operarias sdo capazes de associar caracteristicas particulares dos vegetais com reacdes
especificas do fungo mutualista apds o contato deste com o substrato, de modo que as reacdes
de rejeicdo (e consequente remoc¢dao) sao mediadas pelo fungo mutualista. De forma
semelhante, as operarias poderiam também reconhecer reagdes de L. gongylophorus frente a
germinacdo e crescimento de micro-organismos invasores (como alteragdes metabdlicas ou
respostas bioquimicas), bem como compostos associados a degradacdo do seu micélio,
subprodutos ou compostos secundarios produzidos pelo fungo invasor.

Os resultados obtidos a partir do teste de patogenicidade e da filmagem permitiram
constatar que S. racemosum atua como um patdgeno em relagdo ao jardim de fungo de A.
sexdens rubropilosa, porém, esses testes por si s6 ndo revelaram mais detalhes a respeito da
natureza patogénica do fungo. Por ter sido isolado de ninhos tratados com inseticida
(RODRIGUES et al.,, 2005), presumimos que S. racemosum poderia atuar como um
oportunista. A fim de comprovar tal hipdtese, foi realizado um teste de coinfeccdo com o

fungo entomopatogénico M. anisopliae. Antes do teste propriamente dito, foi determinada a
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LDso de M. anisopliae, para estabelecer a quantidade de esporos a ser utilizada no ensaio de
coinfecgao.

A determinagdo da LDs, de M. anisopliae indicou que a suspensdo com concentragao
de 10® esporos mL™"' seria a mais adequada para os testes de coinfec¢do, uma vez que, em 7
dias, essa concentragdo levou 50% da populagdo de operarias & morte. No entanto, alguns
resultados foram contrarios ao esperado; assim, a suspensdo com concentracio 10° atingiu a
sobrevivéncia mediana antes (9 dias) do que a suspensdo com concentracdo 107 (10 dias), ¢ a
suspensdo com 10° atingiu a sobrevivéncia mediana antes (20 dias) do que a suspensdo com
10* (23 dias), sendo o mesmo observado para o tratamento controle (22 dias, Figura 10).
Esses resultados poderiam ser consequéncias de diversos fatores, como a viabilidade e a
distribuicdo nao uniforme dos esporos, estresse relacionado ao método de aplicagdo e
condig¢des de acondicionamento, além da mortalidade natural das operarias.

A concentragdo relativamente baixa de esporos vidveis, juntamente com a distribuicao
ndo uniforme destes, poderiam explicar parcialmente os resultados mencionados acima, uma
vez que, se uma suspensao com elevada concentracdo de esporos apresentar a maioria desses
esporos inviaveis, provavelmente resultara na morte de poucas operarias. De fato, o teste de
viabilidade revelou que aproximadamente 9,1% dos esporos eram viaveis. Em adicao, durante
a realizacdo dos experimentos, notou-se que mesmo apds a homogeneizagdo em vortex, a
distribui¢do dos esporos de M. anisopliae pode ndo ter sido uniforme entre as diferentes
concentragdes utilizadas, devido a formacao de aglomerados de esporos na suspensdo. Deve
ser considerado também que, mesmo se a suspensdo possuisse distribuicdo uniforme de
esporos viaveis, o volume aplicado poderia nao apresentar tais condi¢des.

Além disso, o0 método evolve o deslocamento das operarias do seu ambiente natural
(que por si s6 constitui um fator estressante), bem como a aplicagdo tdpica, que compreende a
estabilizagdo da operdria com a pinga entomoldgica e aplicagdo da suspensdo no pronoto,
constituindo situagdes estressantes. Do mesmo modo, embora as condigdes de
acondicionamento tenham sido as mais proximas possiveis das condigdes naturais do
formigueiro (umidade relativa, temperatura e condigdes luminosas), a permanéncia em um
ambiente diferente também pode ser um fator relacionado com estresse € morte de operarias.
Finalmente, também deve ser considerada a possibilidade de que algumas operarias utilizadas
nos ensaios poderiam estar proximas de alcancarem o tempo maximo de vida ou ndo estarem
sauddveis, tornando-se mais frageis e suscetiveis ao tratamento e condigdes de

acondicionamento.
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Apesar das suspensdes com algumas concentragdes resultarem em mortalidade maior
do que a esperada, o experimento permitiu determinar a concentragdo de esporos a ser
utilizada no teste de coinfec¢do (10® esporos mL™).

Embora alguns dos tratamentos com menores concentracdes de esporos (abaixo de 10
esporos mL™") também tenham atingido a sobrevivéncia mediana, observa-se que isso ocorreu,
em média, 13 dias apods a sobrevivéncia mediana ter sido atingida para os tratamentos com
concentracdes mais elevadas. Tais resultados condizem com as afirmag¢des de Hughes et al.
(2004), que sugerem a existéncia de um limiar de invasdo para que a infec¢dao seja bem
sucedida, abaixo da qual a infeccdo provavelmente ndo tera sucesso. Acima desse limiar, a
infeccdo ocorre e leva o hospedeiro a morte, sugerindo a ocorréncia do efeito Allee, ou seja,
individuos (nesse caso, esporos) de uma espécie que se beneficiam de alguma forma da
presenca de conspecificos (STEPHENS, 1999). O efeito Allee, nessas circunstancias,
possivelmente esta associado com as defesas dos hospedeiro contra os parasitos. No entanto,
acima de uma determinada quantidade de esporos, estes passam a competir pelos recursos
disponiveis no hospedeiro. De fato, os autores observaram que a aptidao individual desses
parasitas reduz linearmente com a concentragao do tratamento, relatando-se que nao houve
aumento significativo na mortalidade em tratamentos com concentragdo superior a 10’
€sporos mL™".

No caso de M. anisopliae, os esporos tendem a permanecer unidos, resultando na
dispersdo de grupos de esporos; assim a interacao entre hospedeiro e parasita tende a envolver
diversos individuos parasitas. Essa situa¢do ocorre particularmente em parasitos que exibem
semelparidade, liberando todos seus propagulos de transmissdo em um Unico evento, que
normalmente coincide com a morte do hospedeiro. Nesse ponto, o efeito da competigdo pelo
hospedeiro (considerando uma fonte escassa de recursos) faz com que a dispersdo seja a
melhor estratégia de sobrevivéncia (HUGHES et al., 2004). Foi possivel observar a tendéncia
de liberagdo agrupada dos esporos de M. anisopliae a partir da superficie das operarias
mortas, em diferentes estagios de crescimento (Figura 11). Essas observacdes confirmaram a
morte das operdarias pelo patéogeno.

Os resultados apresentados durante o teste de coinfeccdo (Figuras 13 e 14) indicam
que a presenca simultanea de S. racemosum e M. anisopliae resultou em alteracdes
pronunciadas nas subcoldnias, afetando todas as atividades normais, sendo que ap6ds 14 dias
de observacdo, nao houveram coldnias sobreviventes. Embora a morte das colonias tenha
ocorrido em um periodo relativamente curto, deve-se atentar para a escala em que foram

realizados, j& que muitos aspectos encontrados em campo ndo foram considerados nesse
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ensaio. Dentre tais aspectos, destaca-se a auséncia da rainha na subcolonia. Esta constitui a
fonte de novas operarias que poderiam dar continuidade a manutencdo do jardim de fungo.
Nos testes realizados, a morte de uma operaria resulta em uma redugdo permanente na "forga
de trabalho" para o desenvolvimento das atividades normais da colonia; entretanto, na
presenca de uma rainha, mesmo com a morte de um elevado nimero de operarias, ainda existe
a possibilidade de reposicdo da forca de trabalho. Outra questdo relevante consiste no
tamanho das subcolonias utilizadas, facilitando a dispersdao dos esporos e crescimento destes
em grande parte da superficie do jardim de fungo, condicdo improvavel em campo. Além
disso, ¢ importante considerar que os experimentos foram desenvolvidos em um espago
limitado, onde o jardim de fungo e as operarias permanecem confinados na presenga de
esporos, aumentando as chances de infec¢ao. Assim, ressalta-se que os resultados encontrados
podem ser considerados promissores dentro da escala em que foram executados, constituindo
um primeiro passo de uma possivel aplicagdo no controle biologico. A viabilidade da
aplicagdo futura depende da otimizagdo do método para ninhos em escalas de campo.

Além dos resultados observados na coinfecgdo, foi interessante notar que coldnias
tratadas somente com S. racemosum apresentaram alteragdes proximas as encontradas nos
testes onde S. racemosum e M. anisopliae foram aplicados simultaneamente. Ao contrario do
que foi suposto no inicio do desenvolvimento desse estudo, onde especulava-se a respeito da
possivel interagdo sinergistica entre S. racemosum e M. anisopliae, constatou-se que o
tratamento somente com S. racemosum ¢ capaz de levar a subcolonia & morte, em intervalos
bem proximos aos encontrados para a coinfec¢cdo. Embora a morte das colonias no primeiro
teste tenha ocorrido no 13° dia, tal fato deve-se a sobrevivéncia de uma colonia desse
tratamento, onde um pequeno fragmento permaneceu vivo durante mais tempo que os demais,
prolongando a sobrevivéncia da subcolonia. Ja no segundo teste, essa diferenga foi menor, de
forma que a morte das subcolonias tratadas com S. racemosum ocorreram um dia apds o
tratamento com os dois fungos coinoculados. Assim, se ocorre alguma interacdo sinérgica
entre S. racemosum e¢ M. anisopliae, esta é um tanto sutil. Tais constata¢des levaram ao
questionamento da hipdtese de que S. racemosum seria um patdgeno oportunista.

No presente estudo, foi comprovado que S. racemosum ¢ considerado um patégeno
para o jardim de fungo de formigas cortadeiras, pois confirmaram-se os Postulados de Koch.
Este fato, de acordo com Mobley (1996), constitui um indicativo de que o micro-organismo
corresponda a um agente etioldgico (i.e., que seja responsavel por causar alguma alteracdo
patologica). De fato, segundo Casadevall e Pirofski (2000) e Pirofski e Casadevall (2012), um

micro-organismo pode ser considerado patégeno quando pode causar danos no hospedeiro, o
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que também ¢é observado nos casos de infeccdo de colonias por S. racemosum. Ainda segundo
esses autores, a designacdo de um micro-organismo como patdégeno € um pouco mais
complexa, ja que alguns micro-organismos classificados como patégenos podem ndo causar
doencgas em todos os hospedeiros, assim como podem ser classificados como nao patogénicos
e resultarem em quadros patologicos em determinados hospedeiros (como no caso dos
patdgenos oportunistas).

Micro-organismos considerados patdégenos oportunistas sdo ocasionalmente
associados a doencas, que por algum motivo ndo completam os postulados de Koch. A maior
parte das informacdes a respeito de patdogenos oportunistas ¢ proveniente da literatura clinica,
de forma que, caracteristicamente, estes podem ser definidos como micro-organismos que
podem se tornar patogénicos apds alguma perturbagdo no organismo hospedeiro (como
quadros patoldgicos, ferimentos, medicamentos, infecgdes primdrias, imunodeficiéncia e
envelhecimento), mas ndo desencadeiam doencas em hospedeiros ndo comprometidos.
Contudo, essa defini¢do ndo exclui a patogenicidade a um organismo saudavel submetido a
uma elevada carga parasitaria ou fatores de viruléncia especificos, que podem suplantar
defesas normais desse hospedeiro (BROWN; CORNFORTH; MIDEO, 2012;
CASADEVALL; PIROFSKI, 2000). Externo ao conceito clinico, algumas espécies do género
Trichoderma podem ser consideradas patogenos oportunistas para determinadas espécies
vegetais (HARMAN et al., 2004).

No desenvolvimento dos experimentos de coinfeccdo, foi inicialmente considerado
que S. racemosum atuaria como um oportunista. Segundo esse raciocinio, as operarias seriam
capazes de controlar a infec¢do (de forma semelhante ao sistema imune em mamiferos),
removendo os esporos invasores por meio dos comportamentos de grooming e weeding
(CURRIE; STUART, 2001), garantindo a viabilidade do jardim de fungo. Assim, quando
tratadas com M. anisopliae, presumia-se que, a0 comprometer as condigdes de defesa normais
do jardim de fungo, a infec¢do por S. racemosum seria estabelecida, levando a colonia a
morte. No entanto, verificou-se que a infec¢do por S. racemosum foi estabelecida e levou a
coldnia a morte mesmo quando somente seus esporos foram aplicados, ou seja, ndo requer um
comprometimento nas defesas do jardim de fungo. Nesse contexto, sugere-se que, ao
contrario do especulado no inicio do desenvolvimento do presente estudo, S. racemosum
consista em um patdégeno para o jardim de fungo de A. sexdens rubropilosa, e ndo
simplesmente um oportunista.

Além disso, a presenca de um oportunista em um organismo saudavel ndo ocasiona o

desenvolvimento da doenga em tal hospedeiro. Dessa forma, seria esperado que, se S.
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racemosum consistisse em um fungo oportunista, este poderia ser isolado a partir de ninhos de
formigas cortadeiras saudaveis com certa frequéncia. Pelo contrario, nos estudos
desenvolvidos por Rodrigues et al. (2011), Reis (2014) e Pereira (2014) nao foi reportado o
isolamento de S. racemosum em ninhos de Cyphomyrmex wheeleri, Trachymyrmex
septentrionalis, Atta texana (RODRIGUES et al., 2011), A. cephalotes (REIS, 2014), A.
capiguara e A. sexdens rubropilosa (PEREIRA, 2014). Segundo relatos de Seal ¢ Mueller
(2013), S. racemosum foi encontrado em jardins comprometidos de A. texana, T.
septentrionalis e T. turrifex nos experimentos de laboratério desenvolvidos pelos autores, mas
ndo foi esclarecido se o fungo levou ao declinio da colonia ou se compreendeu apenas uma
infeccdo secundaria. Nesse contexto, Rodrigues et al. (2008a) afirmam ser mais provavel que
S. racemosum seja um competidor generalista do que um patdgeno especializado de formigas
cortadeiras (como ¢ o caso de Escovopsis). Se esse quadro for verdadeiro, ¢ possivel que as
mesmas caracteristicas que permitem que S. racemosum seja um competidor generalista,
constituam fatores de viruléncia frente ao jardim de fungo. Entre tais caracteristicas, pode ser
mencionada a produ¢do de uma ampla gama de enzimas (B-amilase, lipases,
desoxirribonucleases, celulase, syncephapepsina), que possibilitariam a degradacdo de
diversos componentes do jardim de fungo (CHOPRA; CHANDER; SINGH, 1982; CHEN et
al., 1993; HO; CHEN; LIAO, 1996; RAY; CHAKRAVERTY, 1998; SAPRE; JHA; PATIL,
2005). Além das enzimas, reitera-se que a relagdo entre a dependéncia de glicose para a
germinacao de esporos de S. racemosum e a presenga desse aglicar em grande quantidade no
jardim de fungo pode constituir um aspecto crucial na patogenicidade de S. racemosum nesse
ambiente (HOBOT; GULL, 1977; SILVA et al.,, 2003). Ainda, ¢ possivel que o rapido
crescimento de S. racemosum no jardim de fungo esteja relacionado com um metabolismo
acelerado de glicose, fato que, em conjunto com as diversas enzimas produzidas pelo fungo, o
tornam voraz nesse substrato. Devido ao rapido crescimento, os mecanismos de limpeza
empregados pelas operarias sdo ineficientes, de modo que S. racemosum ¢ capaz de

reproduzir-se e gerar uma grande quantidade de biomassa.
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7 CONCLUSOES

A partir dos ensaios desenvolvidos durante esse estudo, foi possivel verificar que S.
racemosum atua como um patoégeno no jardim de fungo das formigas cortadeiras, uma vez
que este completa os Postulados de Koch. Além disso, observou-se que a colonizagdo de S.
racemosum ocorre de forma agressiva, ndo requerendo o comprometimento das defesas da
colonia para ser estabelecida. Essa constatacao sugere que, ao contrario do especulado no
inicio do presente estudo, S. racemosum consista em um patdgeno frente ao jardim de fungo
de A. sexdens rubropilosa ¢ ndo apenas um oportunista. Adicionalmente, verificou-se que em
colonias infectadas por S. racemosum, as operarias removem fragmentos do jardim de fungo
(weeding) na tentativa de eliminar o fungo invasor (comportamento semelhante ao observado
em ninhos infectados com esporos do parasita especializado, Escovopsis). A remog¢do dos
fragmentos do jardim coincide com o periodo de germinacdo dos esporos de S. racemosum,
de modo que os resultados estdo de acordo com estudos que demonstram a dependéncia de
glicose para que ocorram os eventos germinativos. Nesse sentido, o presente estudo
contribuiu para o melhor entendimento da interagdo entre S. racemosum, jardim de fungo e as
operarias. Estudos futuros deverdo ser realizados em ninhos de campo, a fim de verificar o
potencial de S. racemosum em formulagdes aplicadas no controle bioldgico em condigdes

naturais.
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APENDICE A- Comportamento de weeding em subcoldnias infectadas por Syncephalastrum
racemosum



