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RESUMO

As formigas cortadeiras abrigam em seus ninhos uma complexa comunidade microbiana. Esses
insetos mantém um mutualismo com fungos, os quais servem como alimento para a colonia. Além
do parceiro fungico, outros fungos também estdo presentes nos ninhos das formigas cortadeiras,
porém, pouco se conhece a respeito do papel ecoldgico que desempenham na associagdo. A partir
de uma colegdo de 235 isolados de fungos mantidos na Central de Recursos Microbianos da
UNESP, o presente estudo teve como objetivo caracterizar o perfil enziméatico desses micro-
organismos, os quais foram obtidos de ninhos de Atta sexdens rubropilosa (cortadeira de
dicotiledonea) e Atta capiguara (cortadeira de monocotileddnea). Uma técnica de triagem
enzimética de alto desempenho foi adaptada neste trabalho para realizar a anélise simultanea de
isolados produtores de amilase, celulase, polimetilgalacturonase, poligalacturonase e xilanase. Do
total de isolados, 94% (n= 220) foram produtores de pelo menos uma das enzimas avaliadas. As
proporcdes de isolados produtores de celulase, polimetilgalacturonase, xilanase e poligalacturonase
foram de 72, 71, 53 e 33%, respectivamente. Nenhum isolado produziu amilase. Segundo a analise
de correspondéncia, os isolados provenientes de ninhos de A. sexdens rubropilosa e de A. capiguara
apresentaram um perfil enzimético relacionado com a producdo de poligalacturonases e xilanases,
respectivamente. Essa diferenca esta intimamente relacionada ao tipo de substrato vegetal utilizado
pelas formigas para cultivar o fungo mutualista. Os fungos Penicillium citrinum e Fusarium solani
foram selecionados dentre os 235 isolados, para serem utilizados em ensaios de crescimento do
fungo das formigas. Quando o fungo mutualista foi cultivado na presenca dos produtos de hidrdlise
de polissacarideos vegetais gerados por P. citrinum e F. solani, foi observado um crescimento
significativo do fungo das formigas nos produtos de hidrélise de carboximetilcelulose e xilana. Tal
evidéncia corrobora a hipdtese de que 0s micro-organismos presentes nos ninhos das formigas
podem auxiliar na degradagdo do material vegetal, com consequente liberagdo de nutrientes para o
fungo mutualista. Além do aspecto ecolégico, o presente estudo também abordou o potencial
biotecnoldgico de P. citrinum e F. solani. Através de fermentacbes em estado sélido utilizando
diferentes substratos, P. citrinum demonstrou uma expressiva atividade Xilanolitica, enquanto que
F. solani apresentou uma maior atividade de B-glicosidase. Os resultados do presente trabalho
sugerem que fungos associados aos ninhos das formigas cortadeiras podem apresentar um papel
ecologico no mutualismo formiga-fungo. Adicionalmente, o estudo demonstrou que os ninhos
desses insetos podem ser uma importante fonte de micro-organismos com potencial biotecnolégico,
porém, ainda pouco explorada.

PALAVRAS-CHAVE: tribo Attini. Atta; Simbiose. Enzimas. Substrato vegetal. Microfungos.



ABSTRACT

Leaf-cutting ants harbor in their nests a complex microbial consortium. These insects maintain a
mutualistic interaction with fungi cultured for food. In addition to the fungal partner, alien fungi are
also present in leafcutter nests, but little is known about the ecological role they play in the
interaction. From a pool of 235 fungal isolates kept at the UNESP-Microbial Resource Center, we
characterize the enzymatic profile of these microorganisms derived from nests of Atta sexdens
rubropilosa (dicot-cutting ant) and Atta capiguara (grass-cutting ant). An adapted high-throughput
screening approach was used to assess the production of cellulase, pectate lyase, polygalacturonase
and xylanase. Regarding the total number of isolates, 94% (n = 220) were positive for at least one
of the tested enzymes. Cellulase, polymetylgalacturonase, polygalacturonase and xylanase were
produced by 72, 71, 53 and 33% of the total isolates, respectively. No fungi produced amylase.
According to the correspondence analysis, isolates belonging to A. sexdens rubropilosa and A.
capiguara nests had an enzymatic profile related to the production of polymetylgalacturonase and
xylanases, respectively. Such difference is likely related to the type of plant substrate used by the
ants to nourish their fungal cultivar. The fungi Penicillium citrinum and Fusarium solani were
selected among the 235 isolates and used in growth assays of the ant cultivar. When the mutualistic
fungus was grown in the hydrolysis products of plant polysaccharides generated by P. citrinum and
F. solani, we observed a significant growth of the ant fungus in the hydrolysis products of
carboxymethylcellulose and xylan. Such results support the hypothesis that microorganisms found
in nests of leaf-cutting ants may assist in the degradation of the plant material present in the nest,
with consequent release of nutrients to the fungal mutualist. In addition to the ecological approach,
this study also addressed the biotechnological potential of P. citrinum and F. solani. Using solid
state fermentations, P. citrinum showed a significant xylanolytic activity, whereas F. solani showed
a high activity of B-glucosidase. The results of the present study suggest that fungi associated with
nests of leaf-cutting ants may have an ecological role in the ant-fungus association. In addition, our
study showed that leafcutter nests are an important source of microorganisms with biotechnological
potential; however, this source is still poorly explored.

KEYWORDS: Attini tribe. Atta. Symbiosis. Enzymes. Plant material. Microfungi.
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1INTRODUCAO

As formigas da tribo Attini so conhecidas por apresentarem um mutualismo obrigatdrio
com o fungo Leucoagaricus gongylophorus (Basidiomycota: Agaricales). Esses insetos cortam
folhas e flores frescas que utilizam como substrato para o cultivo do fungo, o qual é a principal
fonte de alimento da colonia.

O fungo mutualista cultivado pelas formigas apresenta um metabolismo voltado a
degradacdo do substrato vegetal. As enzimas do fungo atuam sobre a estrutura de biopolimeros
constituintes do substrato vegetal, tendo como resultado a liberagdo de agUcares, 0os quais sdo
utilizados como fonte de nutrigdo pelo fungo.

Vérios estudos apontam a presenca de outros fungos nos ninhos das formigas cortadeiras;
entretanto, pouco se conhece sobre o papel que desempenham na simbiose. Alguns autores
discutem que a ocorréncia desses micro-organismos € efémera, ou seja, esporos sdo transportados
no corpo das formigas ou no substrato vegetal coletado e, uma vez nos ninhos, eles séo rapidamente
removidos pelas operarias. Por outro lado, estudos recentes sugerem que alguns desses micro-
organismos podem desempenhar fungdes nos ninhos desses insetos.

Embora vérios micro-organismos encontrados nesse ambiente apresentem agdo antagonista
frente ao fungo mutualista, alguns podem ser benéficos. Poucos foram os estudos que testaram a
capacidade dos fungos filamentosos e leveduras em degradar o material vegetal existente nos
jardins desses insetos e avangar no entendimento do possivel papel ecolégico desempenhado por
esses micro-organismos. E sabido que leveduras isoladas de ninhos de formigas cortadeiras
apresentam a capacidade de produzir varias enzimas, algumas delas, atuantes na degradacdo do
substrato vegetal (por exemplo, amilases, celulases, pectinases, xilanases), o que pode contribuir
para disponibilizar nutrientes para o fungo mutualista. Entretanto, nenhum estudo demonstrou agéo
similar em relac&o aos fungos filamentosos.

O presente trabalho utilizou como base a seguinte pergunta: fungos presentes nos jardins das
formigas cortadeiras podem contribuir na degradagdo do material vegetal e influenciar o
crescimento do fungo mutualista? Partindo da premissa de que o metabolismo flungico pode ser
influenciado pela mudanca de substrato, o estudo visou caracterizar o perfil enzimatico de fungos
associados aos jardins de duas espécies de formigas cortadeiras que apresentam diferentes habitos
de forrageamento (cortadeiras de monocotiledoneas e dicotiledoneas), e analisar se o potencial
enzimético desses fungos poderia influenciar o crescimento do fungo mutualista.

Além do aspecto bioldgico e ecoldgico da associagdo entre as formigas cortadeiras e fungos,

existe um grande interesse em estudar essa interacdo, visto que os ninhos desses insetos foram



13

pouco explorados do ponto de vista biotecnoldgico. Nesse sentido, o presente trabalho avaliou a
seguinte pergunta: fungos associados ao jardim das formigas cortadeiras apresentam potencial
enzimético para possiveis aplicagdes biotecnoldgicas? Para tanto, fungos que apresentaram um
amplo perfil enzimético (i. e. producdo de varias enzimas) foram cultivados em diferentes
substratos solidos e dosagens enziméticas foram realizadas para avaliar o potencial biotecnoldgico
desses fungos.

No geral, os resultados obtidos na triagem enzimética dos fungos permitiram compreender
que o perfil enzimético das comunidades desses micro-organismos esté relacionado, provavelmente,
ao tipo de substrato vegetal coletado pelas formigas. Os dados obtidos com o0s ensaios de
crescimento de L. gongylophorus demonstraram que os fungos associados podem disponibilizar
acUcares assimilaveis pelo fungo da formiga. Além disso, os resultados dos ensaios de atividade
enzimética sinalizam para o potencial biotecnoldgico dos fungos encontrados nos ninhos das
formigas cortadeiras. Esse Gltimo resultado abre vérias janelas de pesquisa sobre bioprospeccédo

nesse ambiente pouco explorado.



14

2ESTADO DA ARTE

2.1 Associacgao entre o fungo mutualista e asformigas da tribo Attini

As formigas cortadeiras (Hymenoptera, Formicidae, tribo Attini) sdo insetos sociais que
mantém um mutualismo obrigatério com fungos, o0s quais sdo cultivados como alimento
(MUELLER et al., 1998). Esses insetos formam um grupo monofilético, compreendendo 16
géneros e 256 espécies de formigas (SCHULTZ; BRADY, 2008; DELLA LUCIA, 2011; SOSA-
CALVO et al., 2013). As formigas cortadeiras ocorrem exclusivamente no continente Americano,
desde o sul dos Estados Unidos, até o sul da Argentina (WEBER, 1972; SCHULTZ; MEIER, 1995;
MAYHE-NUNES; JAFFE, 1998. SCHULTZ; BRADY, 2008).

O ancestral que originou a tribo Attini desenvolveu a habilidade de cultivar fungos como
alimento cerca de 50 milhdes de anos atrds (SCHULTZ; BRADY, 2008). Os géneros Atta e
Acromyrmex (com aproximadamente 45 espécies descritas) surgiram, provavelmente, entre 8 a 12
milhGes de anos atrds e fazem parte do grupo das Attini derivadas (NeoAttini), as quais sdo
caracterizadas por apresentarem coldnias que podem abrigar milhdes de individuos, com elevado
grau de polimorfismo (SCHULTZ; BRADY, 2008).

Os géneros Atta e Acromymex sdo conhecidos como formigas cortadeiras, pois apresentam o
habito de cortar folhas e flores frescas que utilizam como substrato para o crescimento do fungo
mutualista. O fungo é disseminado na natureza pelas formigas durante o voo nupcial, momento no
qual a fémea alada leva um fragmento do fungo na cavidade infrabucal (WEBER, 1972). Em
contrapartida, o fungo mutualista € a principal fonte de alimento para as larvas desses insetos
(PETERNELLI et al., 2004).

Acredita-se que a relacdo de simbiose observada entre as formigas cortadeiras e o fungo
mutualista tenha surgido em decorréncia de aspectos nutricionais. O fungo mutualista raramente
produz a estrutura de reproducgdo sexuada (basidioma ou “cogumelo”) necesséria para identificacéo.
Nos raros casos de aparecimento dessa estrutura, o fungo foi identificado como Leucoagaricus
gongylophorus (SINGER, 1986; PAGNOCCA et al., 2001). A principal caracteristica desse fungo €
a presenca de “gongilideos”, estruturas formadas na extremidade das hifas que contém nutrientes,
utilizados na alimentacdo das larvas. Os estudos até o momento indicam que todas as formigas
cortadeiras cultivam apenas uma espécie de fungo mutualista e, em cada coldnia, existe apenas uma
unica linhagem do fungo (MUELLER et al., 2010).
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O “jardim de fungo” compreende o material vegetal coletado pelas operarias em conjunto
com o micélio do fungo mutualista (Figura 1). Esse substrato apresenta uma aparéncia
esbranquicada dada pela presenca do micélio do fungo que recobre o material vegetal (WEBER,
1972). A maioria das espécies de cortadeiras mantem o jardim de fungo no interior de cAmaras
subterraneas (WEBER, 1972). Entretanto, algumas formigas cortadeiras também podem construir
os jardins na superficie do solo ou mesmo em arvores, porém estes sao geralmente recobertos por
restos vegetais secos (BRANDAO et al., 2011).

Figura 1. Aspecto geral do jardim de fungo das formigas cortadeiras. A: Jardim de fungo de
Atta capiguara (cortadeira de monocotiledonea). B: Jardim de fungo de Atta sexdens
rubropilosa (cortadeira de dicotiledénea). Dependendo do substrato vegetal forrageado pelas
operarias, o jardim de fungo apresenta aspectos diferenciados.

As formigas cortadeiras cortam elevadas quantidades de folhas e devido a esse
comportamento sdo conhecidas como pragas agricolas (FOWLER et al., 1986; DELLA-LUCIA,;
GANDRA; GUEDES; 2013). Essas formigas apresentam diferentes habitos de forrageamento,
sendo que algumas espécies utilizam preferencialmente determinadas plantas, por exemplo, Atta
sexdens rubropilosa tem preferéncia pelo corte de dicotileddneas e Atta capiguara de
monocotileddneas (Figura 1). Essa preferéncia pode ser explicada por varios fatores, incluindo a
qualidade do material para o forrageamento, valores nutricionais e o peso do substrato em relacédo
ao corpo da operaria (ROCES; HOLLDOBLER, 1994).
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2.2 Metabolismo do fungo mutualista

Vérios estudos buscaram entender o metabolismo do fungo mutualista (L. gongylophorus)
em relacdo a producéo de enzimas que atuam na degradacdo do substrato vegetal fornecido pelas
operarias (BACCI et al., 1995b; SIQUEIRA et al.,, 1998; ABRIL; BUCHER, 2002; 2004;
RONHEDE et al., 2004; SILVA et al., 2006b, 2006¢c; KOOIJ et al., 2011; MOLLER et al., 2011;
SEMENOVA et al., 2011; AYLWARD et al., 2013).

Estudos demonstraram que o metabolismo do fungo mutualista estd intimamente ligado a
producdo de enzimas que atuam na clivagem dos polimeros de origem vegetal (i.e. ligninas,
celuloses e hemiceluloses (xilanas), pectinas, amido, entre outros) tendo como resultado a liberagéo
de oligossacarideos que permitem o seu desenvolvimento (SIQUEIRA et al., 1998; SILVA et al.,
2006b; SILVA et al., 2006¢c; SCHIZTT et al., 2008; 2010; KOOIJ et al., 2011; AYLWARD et al.,
2013). O complexo enzimatico do fungo mutualista permite que os nutrientes provenientes da
quebra do substrato vegetal sejam disponibilizados para as formigas, desse modo mantendo a
simbiose obrigatoria que ocorre ha milhdes de anos (SIQUEIRA et al., 1998; SILVA et al., 2006a,
2006b; KOOWJ et al., 2011; SCHIZTT et al., 2010; AYLWARD et al., 2013).

O primeiro estudo envolvendo o metabolismo do fungo L. gongylophorus foi realizado por
Martin e Weber (1969) o qual demonstrou que aproximadamente 45% da celulose proveniente do
substrato vegetal trazido pelas operéarias era consumida pelo fungo. Esses resultados levaram a
concluséo de que a principal fonte de nutricdo do fungo mutualista era proveniente da quebra da
celulose, com consequente liberagéo de aglcares redutores absorviveis pelo fungo.

Bacci e colaboradores (1995b) cultivaram o fungo L. gongylophorus em um meio contendo
como Unica fonte de carbono celulose microcristalina. No inicio do experimento o meio de cultivo
ndo continha presenca de acglcares solUveis, porém, apds 30 dias incubagdo, foi observada a
presenca de glicose no meio de cultivo, indicando que o fungo mutualista cultivado pelas formigas
cortadeiras era capaz de produzir enzimas extracelulares atuantes na degradagdo de substratos
celulésicos.

Siqueira e colaboradores (1998) cultivaram o fungo mutualista de A. sexdens rubropilosa em
diferentes fontes de carbono. Os autores detectaram a presenca de agucares redutores ap6s o cultivo
de L. gongylophorus em meios contendo como Unica fonte de carbono polissacarideos como xilana,
amido e pectina. A presenca de agUcares redutores indicou que o fungo mutualista pode atuar na

quebra de diferentes polimeros vegetais, além da celulose. O estudo desses autores foi de encontro a
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teoria proposta previamente por Martin e Weber (1969). Ainda, o estudo demonstrou que outros
polissacarideos constituintes do substrato vegetal induziam uma maior liberacdo de agucares
redutores e maior taxa de crescimento, quando comparados com a celulose. Silva e colaboradores
(2006c¢), assim como Siqueira et al. (1998), cultivaram o fungo mutualista em diferentes fontes de
carbono e foi observado que o substrato que induziu a maior liberacdo de acucares redutores foi a
pectina, sendo este um dos polissacarideos mais abundantes em alguns substratos de origem
vegetal.

Abril e Bucher (2002) avaliaram o crescimento do fungo mutualista em meios contendo
diferentes tipos de celulose. Os autores observaram um baixo crescimento do fungo mutualista e
argumentaram que o crescimento deste, observado por Martin e Weber (1969) e Bacci e
colaboradores (1995b), seria devido & presenca de baixas quantidades de fontes alternativas de
carbono no meio de cultivo. Dessa forma, os autores sugeriram que o fungo mutualista cultivado
pelas formigas, assim como fungos micorrizicos e fungos fitopatogénicos, atua na degradacédo da
lamela média das células vegetais, através de acdo enziméatica para obter acesso a compostos
solveis do citoplasma, os quais seriam a principal fonte de nutricéo.

Abril e Bucher (2004) visando avaliar as caracteristicas nutricionais de L. gongylophorus,
cultivaram o fungo em diferentes meios contendo fontes sollveis e insollveis de carbono (peptona,
pectina, quitina e amido) e de nitrogénio (ureia, amodnio, asparagina e peptona). Os autores
observaram que o fungo mutualista foi capaz de crescer apenas em pectina, sendo esta uma
caracteristica geralmente ndo observada em fungos basidiomicetos saprofiticos, mas em fungos
biotroficos. Os autores concluiram que os padrdes nutricionais e a natureza biotrofica observada no
fungo L. gongylophorus teriam grande relevancia ecoldgica e evolutiva, desta forma, sendo um
aspecto importante a ser estudado.

Com o emprego de andlises protedmicas, Schigtt e colaboradores (2010) identificaram no
fluido fecal de operarias de Acromymex echinatior, genes relacionados & degradacdo do substrato
vegetal. No total foram identificados 33 genes, dos quais 21% estdo relacionados ao complexo
pectinolitico. Esses autores discutem que as enzimas encontradas no fluido fecal, na realidade, sdo
de origem flngica, provenientes do gongilideo, o qual é definido como estruturas formadas nas
extremidades das hifas, as quais armazenam nutrientes, utilizados como principal fonte de alimento
por algumas castas das formigas cortadeiras (WEBER, 1972). Esse resultado é uma evidéncia do
importante papel das operarias na mobilizacdo de enzimas fangicas em diferentes partes do jardim
de fungo (DE-FINE LITCH et al., 2013).
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O jardim de fungo apresenta diferentes regides, nas quais o0 metabolismo enzimatico também
se difere (SCHIQZTT et al., 2010; DE-FINE LITCH et al., 2013). O topo do jardim é o local onde
novos substratos vegetais sdo adicionados. Essa regido é menos passivel da degradacdo enzimética
pelo fungo mutualista, visto que seu crescimento é mais lento, quando comparado com outras
regibes do jardim. Assim, a capacidade das formigas transportarem enzimas ativas, mesmo apds
passar pelo aparelho gastro intestinal, demonstra uma adaptagdo evolutiva desses insetos para o
cultivo do fungo.

Em resposta a herbivoria realizada por diversos animais, durante a cadeia evolutiva, plantas
desenvolveram mecanismos de protecdo, incluindo a produgdo de metabdlitos, por exemplo,
compostos fendlicos, os quais sdo toxicos para a mucosa gastrointestinal de diversos seres vivos.
(COLEY; BRYANT; CHAPIN, 1985). Nesse contexto, De-Fine Litch e colaboradores (2013)
observaram que o fungo mutualista produz uma grande quantidade de lacases, enzimas que atuam
na quebra de compostos fenolicos proveniente do substrato vegetal coletado por esses insetos. Com
analises metaprotedmicas, os autores identificaram diversas lacases no material fecal das formigas.
Foi demonstrado que essas enzimas provavelmente originaram dos gonglilideos do fungo
mutualista, corroborando resultados observados para outras enzimas (SCHIGTT et al., 2010).
Dessa forma De-Fine Litch et al. (2013) concluiram que além do transporte da lacase realizado
pelas formigas, a producdo dessas enzimas estaria intimamente ligada com a detoxificagdo do
ambiente, visto que as mesmas degradam compostos toxicos produzidos por plantas.

Buscando entender o metabolismo do fungo L. gongylophorus, Aylward e colaboradores
(2013) sequenciaram o genoma desse fungo e, através de analises metaprotedmicas, investigaram o
papel das enzimas lignoceluloliticas no jardim de fungo de Atta cephalotes e Acromyrmex
echinatior. Os resultados mostraram que o fungo mutualista cultivado por ambas as espécies de
formigas cortadeiras produzem uma gama de enzimas lignoceluloliticas, as quais podem atuar na
degradacdo do substrato vegetal presente no ninho. Além disso, os resultados demonstraram que a
producéo dessas enzimas apresenta uma distribui¢do espacial, sendo estas produzidas em maiores

quantidades na regido do topo do jardim.

2.3 Micro-organismos associados as formigas cortadeiras: diversidade e papel funcional

Além do fungo mutualista, bactérias, leveduras e outros fungos filamentosos séo
encontrados nos jardins de fungo das formigas Attini (BACCI et al., 1995a; FISHER et al., 1996;
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CURRIE et al., 1999a; RODRIGUES et al.,, 2008, 2009). Por exemplo, fungos do género
Escovopsis foram encontrados em associagdo com os jardins das formigas Attini (CURRIE et al.,
1999a). Considerados parasitas especializados do fungo mutualista (REYNOLDS; CURRIE, 2004),
infecges persistentes por Escovopsis podem levar a uma redugéo no desenvolvimento do jardim de
fungo e, ocasionalmente, levar a col6nia a morte (CURRIE, 2001).

Actinobactérias associadas aos jardins e operarias das formigas cortadeiras também
desempenham um papel fundamental na associagéo. Currie et al. (1999b), Zucchi et al. (2011),
Meirelles et al. (2013) demonstraram que diferentes géneros de actinobactérias associados a
cuticula das operérias apresentam acdo inibitoria sobre Escovopsis. Tal acdo ocorre atraves da
producéo de compostos com atividade antimicrobiana para o controle do crescimento deste parasita.
Actinobactérias pertencentes ao género Pseudonocardia sdo reconhecidas por alguns autores como
simbiontes, tendo estes coevoluido com as formigas, atuando como antagonistas especificos do
parasita Escovopss (CURRIE et al., 1999b; CAFARO et al., 2011).

Meirelles e colaboradores (2013) avaliaram a agdo antagonista de 12 linhagens de
Pseudonocardia isoladas de operarias de Trachymyrmex, frente a linhagens de Escovopss
provenientes de jardins dos géneros Trachymyrmex, Acromyrmex e Atta. Os autores demonstraram
que diferentes linhagens dessa bactéria (isoladas de Trachymyrmex spp.) foram capazes de inibir
linhagens de Escovopsis de diferentes géneros de formigas cortadeiras, demonstrando a ampla agéo
antagonista frente ao parasita.

Além de actinobactérias, Little e Currie (2007) demonstraram Vvérias evidéncias sobre a
simbiose entre as formigas da tribo Attini e leveduras negras. Essas Ultimas sdo encontradas na
cuticula das operérias e foi demonstrado que podem agir como agentes desestabilizadores na
associacdo formiga-actinobactérias (LITTLE; CURRIE, 2008).

Diversos estudos avaliaram a ocorréncia de outros micro-organismos nos jardins de
formigas cortadeiras (MOLLER, 1893; FISHER et al., 1996; RODRIGUES et al. 2005, 2008,
2011). O primeiro estudo verificou a presenca de fungos filamentosos dos géneros Aspergillus,
Penicillium e Rhizopus, em ninhos de Acromyrmex disciger (MOLLER, 1893). Fisher et al. (1996)
isolaram de ninhos de A. cephalotes mantidos em laboratorio, varios géneros de fungos
filamentosos, dentre eles: Aspergillus, Aureobasidium, Cladosporium, Escovopsis, Fusarium, e
Trichoderma, os quais foram definidos como contaminantes do jardim de fungo das formigas. Esses
estudos demonstraram a ocorréncia de micro-organismos nos jardins, porém ndo avaliaram a

possivel funcdo que os mesmos poderiam estar desempenhando no jardim.
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Craven et al. (1970) estudaram os jardins de fungos de A. cephalotes e Acromyrmex
octospinosus e demonstraram pela primeira vez a ocorréncia de leveduras associadas aos ninhos de
formigas Attini. Angelis et al. (1983), estudando leveduras do jardim de A. sexdens rubropilosa e
Atta laevigata isolaram 13 espécies de leveduras pertencentes ao géneros Candida, Kloeckera e
Rhodotorula. Carreiro et al. (1997) isolaram diversas espécies de leveduras pertencentes aos
géneros Candida, Cryptococcus, Rhodotorula e Trichosporon, de um ninho de laboratério de A.
sexdens rubropilosa.

Rodrigues et al. (2005, 2008) registraram a ocorréncia de diversas espécies de fungos
filamentosos em jardins de vérias espécies de formigas cortadeiras. J4, Rodrigues et al. (2011)
estudaram a diversidade de fungos filamentosos associados a trés espécies de formigas da tribo
Attini (Cyphomyrmex wheeleri, Trachymyrmex septentrionalis e Atta texana). Os autores realizaram
isolamentos durante o periodo de um ano, no qual foi possivel obter uma colecéo de 1437 isolados,
correspondendo a 99 géneros e 168 espécies de fungos. Alguns dos géneros obtidos foram
Alternaria, Aspergillus, Cladosporium, Fusarium, Penicillium e Trichoderma, os quais séo
comumente encontrados no solo e no substrato vegetal. Alguns dos géneros encontrados no estudo
de Rodrigues e colaboradores (2011) corroboram com alguns previamente observados em trabalhos
anteriores (MOLLER, 1893; FISHER et al., 1996; RODRIGUES et al., 2005, 2008).

Apesar dos estudos mostrarem a presenca desses micro-organismos nos jardins de fungos,
foram poucos os trabalhos que investigaram o papel funcional dos mesmos na associagdo formiga-
fungo. Poulsen e Currie (2006) sugeriram que os fungos filamentosos e leveduras s&o componentes
transitorios nos jardins de fungos. Entretanto, Pagnocca; Masiulionis; Rodrigues, (2012) sugerem
que esses micro-organismos podem apresentar fungdes especificas nos ninhos das formigas
cortadeiras. Ao contrério de Escovopsis, os fungos filamentosos e leveduras encontradas nos jardins
ndo seriam parasitas especificos, mas sim organismos oportunistas que podem se beneficiar das
condigdes do ninho, principalmente as leveduras, quando estes se encontram em um estado de
desequilibrio. Experimentos in vitro demonstraram o potencial antagonista de alguns fungos
filamentosos, como Cunninghamella sp., Fusarium oxysporum e Trichoderma sp., limitando o
crescimento do fungo mutualista (SILVA et al., 2006a; PAGNOCCA et al., 2011).

Carreiro e colaboradores (2002) buscaram entender possiveis funcdes desempenhadas por
leveduras nos jardins de formigas Attini. Os autores observaram que provavelmente as leveduras

estariam atuando na manutengdo da propria comunidade de leveduras através da producdo de
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toxinas killer por algumas estirpes, sinalizando dessa forma um papel importante desempenhado no
ninho.

Outras fungdes também foram descritas para os fungos filamentosos e leveduras nos jardins
de formigas cortadeiras. Por exemplo, Rodrigues et al. (2009) isolaram leveduras do jardim de
fungos de A. texana e observaram que essas foram capazes de inibir o crescimento de Escovopsise
de outros fungos que ocorrem nos jardins dessa formiga. Os autores sugerem que tais leveduras

podem estar envolvidas na defesa do jardim de fungos contra micro-organismos antagonistas.

2.4 Degradacdo do substrato vegetal por micro-organismos presentes no jardim das formigas

cortadeiras

Embora o fungo mutualista apresente um aparato metabdlico totalmente voltado a
degradacdo do substrato vegetal presente no jardim de fungo, acredita-se que 0s outros micro-
organismos presentes nesse substrato também desempenhem um papel no metabolismo enzimético
do jardim (BACCI, et al., 1995a; SUEN, et al., 2010, MENDES et al., 2012; ARCURI, 2013).

Foi sugerido que o possivel papel desempenhando pelos outros micro-organismos dentro do
jardim das formigas cortadeiras é na degradacéo do substrato vegetal, visto que o fungo mutualista
ndo apresenta grande eficiéncia enzimatica na degradacéo de alguns polissacarideos (por exemplo,
celulose) (SIQUEIRA et al., 1998; ABRIL; BUCHER; 2002, 2004; SILVA et al., 2006c).

Carreiro (2000) relatou que algumas leveduras presentes nos jardins de fungos podem
produzir enzimas hidroliticas capazes de digerir o substrato coletado pelas operérias. Nesse sentido,
Mendes et al. (2012) avaliaram a capacidade enzimatica (celulase, amilase, pectinase, xilanase e
protease) de 82 isolados de leveduras proveniente de A. texana e varias espécies de Acromyrmex.
Devido & grande variabilidade de producéo enzimética observada nos isolados estudados, os autores
sugerem que as leveduras (e outros fungos) sdo capazes de degradar polissacarideos vegetais
encontrados nos jardins de fungos, contribuindo assim na disponibilizacdo de nutrientes
prontamente assimil4veis para o crescimento do fungo mutualista, das formigas e da col6nia como
um todo. Além disso, foi observado que esses micro-organismos apresentam a capacidade de
assimilar produtos provenientes da quebra desses biopolimeros (MENDES et al., 2012).

Arcuri (2013) analisou o perfil enzimético e o potencial de assimilagéo de fontes de carbono
de 242 estirpes isoladas da cuticula de bitus de A. sexdens rubropilosa e do solo adjacente aos

ninhos desses insetos. O autor realizou triagens enziméaticas em meios s6lidos para as enzimas
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CMCase (endoglucanase), pectinases (polimetilgalacturonase e poligalacturonase), lipase, xilanase
e ligninases. Os resultados obtidos no citado estudo demonstraram que 87,1% das estirpes de
leveduras analisadas foram positivas para pelo menos uma das enzimas analisadas, sinalizando o
alto potencial das leveduras na degradagéo de substratos vegetais; corroborando os resultados de
Mendes et al. (2012). Além disso, foi observado que a maioria das estirpes foi capaz de assimilar
glicose, acido galacturdnico, celobiose, maltose e xilose. Vale destacar a grande porcentagem de
isolados que apresentaram a capacidade de assimilar o &cido galacturdnico (70,6%). Siqueira e
colaboradores (1998) observaram que o fungo mutualista assimila pouco esse residuo da hidrélise
de substancias pécticas e, posteriormente, Silva e colaboradores (2003) observaram que o &cido
galacturénico apresenta efeito toxico para as formigas. Assim, foi sugerido por Mendes et al.,
(2012) e Arcuri (2013) que as leveduras com potencial de assimilar esse monossacarideo poderiam
atuar como agentes detoxificantes no ninho, reforgando os resultados observados por Mendes et al.
(2012) onde 64% das leveduras isoladas de ninhos de A. texana e 79% de leveduras isoladas de
ninhos de Acromyrmex spp. analisadas pelos autores foram capazes de assimilar esse composto.

Bacci et al. (1995a) e Ribeiro (2000) isolaram bactérias do jardim de fungos de A. sexdens
rubropilosa e encontraram linhagens que produzem celulases, pectinases, amilases e proteases.
Através dos resultados obtidos pelos autores foi sugerido que esses micro-organismos podem atuar
na degradacdo da matéria vegetal

Suen e colaboradores (2010) revelaram através de métodos independentes de cultivo que o
jardim das formigas cortadeiras apresenta uma diversa comunidade de bactérias com alto potencial
de degradacgo de materiais lignoceluldsicos. Observou que o metagenoma do jardim das formigas
cortadeiras assemelha-se em termos de funcdo, ao metagenoma encontrado no rimen de animais,
visto que existem muitos genomas voltados para a degradacdo de materiais de origem vegetal. Os
dados obtidos pelos autores podem sugerir que as bactérias atuam na degradacdo de materiais
celuloliticos dentro do jardim, desta forma, auxiliando o fungo mutualista no processo de

degradagéo dos substratos incorporados ao ninho.
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2.5 Potencial biotecnoldgico de micro-organismos

2.5.1 Potencial biotecnol 6gico de micro-organismos associados a insetos

Bioprospeccéo pode ser definido como: explorar a biodiversidade e obter recursos genéticos
para fins comerciais e desenvolvimento tecnoldgico (FIRN, 2003). A obtencdo de novos recursos
genéticos € um aspecto relevante a ser destacado visto que, micro-organismos apresentam a
capacidade de produzir novos compostos, podendo estes, serem aplicados em diversos processos
industriais (BULL et al., 2000).

Devido aos problemas ambientais decorrentes do avanco industrial, muitos desses processos
tém sido substituidos por processos biocataliticos, utilizando micro-organismos e seus produtos
(BULL et al., 2000; EGOROVA; ANTRANIKIAN, 2005; ACHARYA; CHAUDHARY, 2012).

Ambientes pouco explorados podem abrigar uma grande diversidade de micro-organismos,
com potencial para a producéo de bioprodutos de grande interesse econdmico (BULL, et al., 2000;
EGOROVA; ANTRANIKIAN, 2005). Identificar novas fontes de produtos de interesse
farmacéutico € outro aspecto a ser considerado, visto que diversas novas linhagens de micro-
organismos patogénicos surgem ou se tornam resistentes as drogas ja conhecidas (BERDY, 2005;
TAUBES, 2008).

No geral, micro-organismos simbiontes também podem representar uma promissora fonte
para prospeccdo de novos compostos, visto que os mesmos sdo pouco explorados do ponto de vista
biotecnolégico (MORAN, 2006; SCHMIDT, 2008; CLARDY’; FISCHBACH; CURRIE, 2009). E
sabido que relagdes ecoldgicas entre diferentes organismos geralmente envolvem a producéo de
pequenas moléculas, por exemplo, para a defesa do hospedeiro (PIEL et al., 2005; SCOTT et al.,
2008; OH et al., 2009). Essas moléculas podem apresentar interesse de cunho biotecnolégico.

Em um estudo recente realizado por Poulsen et al. (2011), os autores avaliaram o potencial
de producéo de novos compostos em actinobactérias associadas a duas espécies de vespas solitarias,
Sceliphron caementarium e Chalybion californicum. Os autores realizaram isolamentos a partir de
33 vespas e recuperaram mais de 200 isolados de actinobactérias pertencentes ao género
Streptomyces. Atraves de analises quimicas foram identificados aproximadamente 11 metabdlitos
secundérios, incluindo novos lactamicos monociclicos polinsaturados. Além da producéo de
metabolitos secundérios, os autores observaram que as linhagens de actinobactérias isoladas

apresentaram atividade antifingica e antibacteriana frente a outros micro-organismos. A atividade
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antimicrobiana e a produgdo de metabolitos secundérios especificos sugerem o papel exercido por
essas actinobactérias na simbiose com as vespas, no que tange a defesa de seu hospedeiro frente ao
ataque de micro-organismos entomopatogénicos.

Poulsen (2010) sugeriu que a base das interagdes entre as formigas cortadeiras e seus
simbiontes microbianos envolve a producdo de moléculas ainda ndo conhecidas pela ciéncia. O
autor enfatiza que muitas dessas moléculas desconhecidas, porém funcionais para a simbiose,
podem apresentar interesse biomédico e farmacéutico. De fato, Poulsen (2010) afirma que a
interacdo entre as formigas Attini e micro-organismos deve ser melhor explorada, com vistas a
descricdo de novas moléculas. Alguns exemplos de moléculas j& descritas da associagdo incluem:
dentigerumicina e dioxipipirazina (WANG; MUELLER; CLARDY, 1999; OH et al., 2009).

Suen e colaboradores (2010) observaram que as bactérias encontradas no jardim das
formigas cortadeiras assemelham-se a microbiota encontrada no aparato gastrointestinal de
ruminantes. Foi observado que esses micro-organismos apresentam um metabolismo voltado a
degradacdo de material celulésico encontrado no jardim de fungo das formigas cortadeiras. Apesar
de toda a informacéo obtida pelos autores através da construgdo de biblioteca de clones, nenhum
estudo foi realizado para observar o potencial biotecnol6gico dessa microbiota.

Mendes e colaboradores (2013) avaliaram o potencial antifungico de 24 linhagens de
actinobactérias isoladas do tegumento de operarias de Trachymyrmex spp. frente a diferentes
espécies de Candida. Os autores observaram que sete linhagens de actinobatérias apresentaram agéo
inibitéria em, pelo menos, uma linhagem de Candida. Apds as triagens, uma linhagem de
actinobatéria foi selecionada e foi verificada a presenca de antimicinas (uralquimicinas) no meio de
cultivo, as quais demonstraram atividade antifungica. Tal estudo sinalizou o potencial de micro-
organismos simbiontes na produ¢do de moléculas de interesse farmacéutico, corroborando com a
hipotese proposta por Poulsen (2010).

Alguns estudos com foco ecoldgico foram realizados buscando entender o perfil enzimético
de micro-organismos associados ao ninho das formigas cortadeiras (CARREIRO, 2000; MENDES
et al., 2012; ARCURI, 2013), entretanto, nenhum estudo sistematico visando conhecer de fato o
potencial enzimatico e biotecnologico desses micro-organismos foi realizado até o presente

momento.
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2.5.2 Enzimas de origem microbiana

Enzimas sdo proteinas com funcles cataliticas, sendo essas responsaveis por diversas
reagdes bioldgicas em todas as classes de seres vivos (ENZYME TECHNICAL ASSOCIATION,
2001).

Os micro-organismos apresentam a maior diversidade genética e capacidade metabdlica
dentre os seres vivos, sendo este, um aspecto a ser explorado (MEYERS, 1996; LEATHERS, 2003;
DAROIT, 2007). Os micro-organismos desempenham importantes fun¢des na manutencdo de
ecossistemas, como componentes fundamentais de cadeias alimentares e dos ciclos biogeoquimicos
(MEYERS, 1996; LEATHERS, 2003). Visto que diversas classes de micro-organismos fazem parte
do ciclo do carbono, os principais constituintes da parede celular vegetal (i.e. celulose, lignina,
pectina e xilana) ndo se acumulam nos ecossistemas, uma vez que sdo degradados por sistemas
enzimaticos especializados produzidos por micro-organismos (BIELY, 2003).

O uso de enzimas nos mais diversos setores da industria é justificado por véarios fatores: (i)
processos de origem enzimatica oferecem potencial de redugdo de custos em longo prazo; (ii)
obtencdo de rendimentos proximos aos obtidos em reacBes utilizando quimicos, porém em
condicbes menos criticas de temperatura e pressdo; (iii) além de processos enzimaticos ndo
acarretarem impactos ambientais (LEATHERS, 2003).

Enzimas podem ser obtidas basicamente de trés fontes: animais, vegetais superiores e micro-
organismos, sendo a Ultima fonte a mais importante do ponto de vista biotecnolégico (HARGER et
al., 1982). As enzimas de origem microbiana apresentam caracteristicas estruturais e bioquimicas
que favorecem seu emprego em processos biotecnoldgicos e as mesmas foram produzidas
primeiramente para uso industrial no final do século XIX, (HARGER et al., 1982; CARRERA,
2003; COLEN, 2006). Diversas vantagens séo apresentadas pelo uso de micro-organismos para a
producdo de enzimas como, por exemplo, tempo de geragdo e producdo reduzida; conteldo de
proteina elevado em micro-organismos, quando comparado com a maioria dos vegetais; pequena
exigéncia de 4gua e espaco fisico para seus cultivos; uso de substratos diversos e producgdo de
diversas classes enzimaticas por um mesmo micro-organismo (OLIVEIRA et al., 2005).

Alguns aspectos devem ser considerados na producdo enzimtica a partir de micro-
organismo: (i) capacidade do micro-organismo em se desenvolver em substratos de baixo custo; (ii)
producdo de enzimas em ritmo elevado; (iii) recuperagdo das enzimas utilizando métodos
simplificados e de baixo custo e (iv) estabilidade enziméatica (FELLOWS, 1994).
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Um dos grandes desafios na producdo industrial de enzimas a partir de micro-organismos é
0 custo dos substratos utilizados para o crescimento dos mesmos, Vvisto que 0 gasto com esse
material pode variar de 30 a 40% das despesas na cadeia produtiva e devido a isso, 0 uso de
substratos alternativos, como 0s residuos agroindustriais, demonstrou grande eficiéncia em sua
aplicagcdo em processos de obtencéo de enzimas microbianas (JOO; CHANG, 2005; SILVA, 2008).

A utilizacdo de residuos agroindustriais para a producéo de etanol de segunda geracéo é uma
das mais promissoras alternativas de obtencdo de combustivel liquido, ja que é praticamente isento
de emissdo de gas estufa e pode proporcionar grandes beneficios sécio-econdmicos (KUHAD et al.,
2011). A utilizacéo de diferentes fontes para producgdo de bioetanol € uma das caracteristicas mais
promissoras para sua ampla aplicagdo no futuro (BASSO et al., 2011).

Um dos principais desafios na producdo de combustiveis de segunda geracdo a partir de
residuos agroindustriais é a conversdo desses substratos a acglcares fermentesciveis; contudo, a
descoberta de enzimas capazes de realizar um pré-tratamento enzimatico eficiente é um aspecto a
ser destacado. (ALMEIDA, 2007; CHANDRA et al., 2007). Nesse contexto, a busca e obtencéo de
micro-organismos que apresentem um aparato metabolico voltado & degradacdo de substratos de
origem vegetal é um aspecto relevante a ser considerado (HEADON; WALSH, 1994).

Diversos grupos enzimaticos estdo envolvidos na degradagdo de substratos agroindustriais,
incluindo as celulases, ligninases, pectinases e xilanases (ALMEIDA, 2007; CHANDRA et al.
2007). Diversos trabalhos foram realizados buscando micro-organismos capazes de produzir um
complexo enzimético voltado & hidrolise de substratos agroindustriais para possiveis aplicagdes
industriais. Nesse contexto, Moretti e colaboradores (2012) isolaram 27 linhagens de fungos
termofilicos e termotolerantes de amostras de solo, matéria organica em decomposicdo e pilhas de
compostagem. Através de taxonomia polifésica esses fungos foram identificados como pertencentes
aos géneros Agpergillus, Thermomyces, Myceliophthora, Thermomucor e Candida. Os autores
selecionaram as melhores linhagens produtoras de celulases e xilanases com potencial para
aplicacdes biotecnoldgicas, incluindo a sacarificagdo de materiais lignocelulésicos. O resultados
obtidos através das atividades enziméticas para as enzimas xilanase e FPase foram de 15 até 1292
Ug'e 0.2 até 3.2 U g, respectivamente. Os dois isolados que apresentaram o maior potencial
enzimatico foram selecionados e cultivados em diferentes meios e, posteriormente, analisados em
relacdo a producdo das enzimas CMCase (endoglucanase), B-glicosidase e xilanase. Os melhores
produtores foram identificados como Aspergillus fumigatus e Myceliophthora thermophila, os quais

apresentaram uma producdo maxima de até 7238 U g™ de xilanase, 40.4 U g™ de B-glicosidase e 40
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até 47 U g™ de CMCase, respectivamente. No caso do fungo M. thermophila as produgdes variaram
de 1044.6 U g™ para xilanase, 54 U g'* para CMCase, sendo a Gltima similar a producio da enzima
B-glicosidase. O estudo dos autores permitiu a obten¢do de isolados com grande potencial
biotecnoldgico, fortalecendo a hipdtese de que micro-organismos isolados das mais diversas fontes
podem apresentar caracteristicas desejaveis a processos industriais.

O forte interesse por fungos filamentosos deve-se a sua relatada capacidade de degradar
diferentes substratos, a qual pode gerar produtos ou processos, como a obtencéo e isolamento de
enzimas, biodegradagdo de residuos e fermentagdo em estado s6lido de residuos utilizando o fungo
propriamente dito (GRIMM et al., 2005).

Alguns géneros de fungos se mostraram promissores como produtores de celulase e
xilanase, destacando as espécies: Trichoderma reesel, Trichoderma koningii, Trichoderma
lignorum, Sporotrichum pulverulentum, Penicillium funiculosum, Penicillium janczewskii,
(TERRASAN, 2011), Penicilliumiriensis, Aspergillus sp., Schizophyllumm sp. e Chaetomium sp.
(BISARIA; GHOSE, 1981).

Partindo da premissa que o jardim de fungos das formigas cortadeiras € um ambiente pouco
explorado do ponto de vista biotecnoldgico, o presente estudo buscou responder a seguinte
pergunta: fungos associados ao jardim das formigas cortadeiras apresentam potencial enzimatico

para possiveis aplicacOes biotecnoldgicas?
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Caracterizar o perfil enzimético e o papel de fungos associados aos jardins de formigas cortadeiras

3.2 Especificos

e Auvaliar e comparar o perfil enzimético dos fungos isolados de formigas com diferentes habitos
de forrageamento (cortadeiras de dicotileddneas e monocotiledoneas).

» Avaliar a contribuicdo do metabolismo de alguns fungos no crescimento do fungo mutualista.

e Auvaliar o potencial enzimatico de fungos associados as formigas cortadeiras em diferentes

substratos sdlidos, com foco em potencial biotecnoldgico.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Origem, reativacdo e manutencao dos isolados

O presente estudo utilizou uma colegdo de fungos mantida no acervo da Central de Recursos
Microbianos da UNESP (CRM-UNESP), Campus de Rio Claro, SP (Apéndice 1). A colecéo foi
estruturada pela aluna de mestrado Jaqueline Silva Pereira, que identificou os fungos através do
sequenciamento da regido ITS (PEREIRA, 2014). As estirpes foram isoladas de jardim de fungo de
quatro ninhos de A. capiguara (cortadeira de gramineas) e de quatro ninhos de A. sexdens
rubropilosa (cortadeira de folhas de dicotiledéneas) localizados em uma fazenda préxima ao
municipio de Botucatu, SP. Do total de 235 estirpes utilizadas no presente estudo 117, foram
provenientes de ninhos de A. capiguara e 118 de ninhos de A. sexdens rubropilosa.

Os isolados preservados a -80 °C, em glicerol 10%, foram reativados em &gar malte 2%
(MAs2%, Acumedia) e incubados a 25 °C, durante sete dias. Apos o periodo de incubacéo e
verifica¢do da pureza das culturas, uma colecdo de trabalho foi organizada e armazenada a 4 °C em
MA2% inclinado.

4.2 Triagem enZzmatica

A triagem de isolados produtores de enzimas hidroliticas (amilase, CMCase
(endoglucanase), polimetilgalacturonase, poligalacturonase e xilanase) foi avaliada por um método
de alto desempenho (HTS - High-Throughput Screening). Tal método foi utilizado previamente por
Rojas (2010) para avaliacdo da acdo de compostos antimicrobianos. O protocolo de Rojas (2010)
foi adaptado no presente estudo para a realizacdo das avaliagbes enzimaéticas; desta maneira, foi
possivel realizar a triagem simultanea de até 32 linhagens por placa, para todas as enzimas
avaliadas.

Para a realizacdo do método adaptado, os isolados fungicos foram previamente cultivados
em placas de MA2% a 25 °C, durante sete dias. Ap6s o periodo de incubagéo, esporos ou micélio
fungico foram inoculados em microtubos (1,5 mL) contendo 1,1 mL de meio liquido com substrato
especifico para cada enzima (Tabela 1). Os tubos foram incubados durante oito dias, a 25 °C e a
120 rpm de agitagdo. Linhagens produtoras das enzimas avaliadas foram selecionadas de outros

estudos e utilizadas como controle positivo (Tabela 2).
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Tabela 1. Formulacdo dos meios contendo substratos especificos para as enzimas analisadas e o
método de anélise dos resultados.

Enzima Composi¢do do meio M étodo de andlise Referéncia
Amilase amido soluvel 2%, sulfato de amdnio lodo de Gram na proporcdo 3:1
0,5%, fosfato de potassio (KH,PO,) com agua destilada com revelagdo LOODER (1970)
1%, em 100 mL de agua destilada instantanea
Celulase NaNO; 0,2%, K,HPO, 0,1%, MgSO, Solugdo de vermelho do Congo

Polimetilgalacturonase

Poligalacturonase

Xilanase

0,05% ou 0,1% de MgSO, 7H,0, KCI
0,05%, CMC 0,2%, peptona 0,02%, em
100 ml de agua

pectina de macd 1%, YNB (Yeast
nitrogen base) 0,67%, glicose 0,2%, em
100 mL (pH 5,5) de tampdo fosfato de
potassio 50mM.

50,0 mL (pH 5,5) de solucéo estoque de
acido poligalacturénico 2,5 %. Em
seguida, 0 meio YNB-PG (YNB 0,67%,
glicose 0,2%, em de tampao fosfato de
potassio 100 mM.

YNB 0,67%, xilana (beechwood) 1%,
em 100 mL de &gua destilada

0,1% + solucéo de NaCl 1 M com
tempo de revelacdo de 20 minutos
+ 20 minutos com solugdo de
NaCl

Solucdo de vermelho de ruténio
0,1% por 6 a 10 minutos para
revelacéo

Solucdo de vermelho de ruténio
0,1% por 60 minutos para
revelacéo

lodo de Gram por 5 minutos para
revelagdo

KASANA et al., (2008)

OLIVEIRA et al., (2006)

MCKAY (1987)

STRAUSS et al., (2001)

Apos o periodo de incubacdo, os tubos contendo as culturas foram centrifugados a 3.500

rpm durante 10 minutos, o sobrenadante foi recuperado e utilizado para verificar a produgdo das

enzimas. Os meios contendo as fontes de carbono especificas para cada enzima foram vertidos em

placas de Petri de 120 mm x 15 mm, nas quais foram inseridos canudos de plastico previamente

esterilizados (Figura 2) e, posteriormente, foram inoculados 50 pL dos extratos de enzimaticos

obtidos. As placas foram incubadas a 25 °C, no escuro, durante 24 horas.

Os resultados de producdo enzimética foram avaliados a partir da formag&do de halos, apos

coloracdo do meio com corantes especificos para cada substrato avaliado (Tabela 1).

Tabela 2. Fungos utilizados como controle positivo nas triagens enzimaticas dos fungos
isolados de jardins formigas cortadeiras.

Cddigo Espécie Produtor Origem Depdsito

- Penicilliumjanczewskii Xilanase EEJ- SP* CEA-UNESP®
TOO012 Aureobasidium pullulans CMCase/polimetilgalacturonase ACP-TO? CRM-UNESP*
TOO057 Sporisorium elionuri Poligalacturonase ACP-TO CRM-UNESP
TOO034 Cryptococcus mangaliensis Amilase ACP-TO CRM-UNESP

1 Estacdo Ecoldgica de Juréia-Itatins, Sdo Paulo, 2 Area de Cerrado em Palmas, Tocantins CEA-UNESP; °
Colecdo de Cultura do Centro de Estudos Ambientais da UNESP, 4 CRM-UNESP: Central de Recursos
Microbianos da UNESP.
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Figura 2. Placa de Petri contendo canudos para
inoculacéo do extrato enzimético bruto.

A porcentagem de isolados produtores de cada enzima foi utilizada nas comparacoes
realizadas no presente estudo. Uma andlise de correspondéncia (CA) dos dados foi realizada
utilizando o software R v. 3.0.1 (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2013), com 0 objetivo de
observar as possiveis diferencas e semelhancas nos perfis enzimaticos dos fungos isolados de cada
ninho em relacdo & producgdo de enzimas. Para a realizacdo dessa andlise, 0s ninhos pertencentes as
duas espécies de formigas foram considerados como as unidades experimentais e o nimero de

fungos produtores das enzimas avaliadas foi considerado como a variavel dependente.

4.3 Selegao de fungos para avaliagdo do efeito no crescimento do fungo mutualista das formigas

Com intuito de selecionar os fungos para utilizar no experimento de crescimento do fungo
mutualista, apds a triagem enzimatica em meio sélido, os fungos produtores de todas as enzimas
analisadas (com excecdo da amilase) foram pré-selecionados. Através de ensaios de atividade
enzimatica das CMCase (endoglucanase), Exo-PG (exo-poligalacturonase) e xilanase, os fungos
que apresentaram uma maior producdo das enzimas analisadas foram selecionados para o

experimento com o fungo mutualista.
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4.3.1 Cultivo em substratos puros

Os fungos reativados em MA2% foram posteriormente inoculados em 50 mL de meio
liquido (formulagdo na Tabela 1, porém, sem adicdo de &gar) contendo como unica fonte de
carbono substratos indutores para a produgéo das enzimas analisadas. As culturas foram incubadas
por sete dias em agitador orbital a 25 °C, a 120 rpm. Como nem todas as estirpes fungicas
analisadas apresentaram formacédo de esporos, o in6culo adotado para esse experimento foram trés
discos de &gar de 7 mm de didmetro contendo micélio fungico.

Apo6s o periodo de incubagdo as culturas foram filtradas a vacuo, o extrato de cultivo
recuperado, centrifugado a 10.000 rpm durante 10 minutos e armazenados a -20 °C até 0 momento

da determinacéo da atividade enzimética.
4.3.2 Determinacéo das atividades enzimaticas
4.3.2.1 Endoglucanase (CMCase)

A atividade da enzima endoglucanase foi determinada a partir de uma reacdo contendo 0,025 mL
do extrato enzimatico e 0,225 mL de solucéo de substrato carboximetilcelulose (CMC - Synth) (40,0 g
L™ em tampéo acetato 0,1 mol L™, pH 5,0) (MORETTI et al., 2012). A reacéo foi incubada a 45 °C em
banho maria, durante 10 minutos, e interrompida com a adicdo de 0,250 mL do reagente DNS
(4cido 3,5 dinitrisalicilico) para a quantificacdo dos agUcares redutores, a partir da curva analitica de
glicose (MILLER, 1959). O controle da reagéo continha 0,225 mL de substrato carboximetilcelulose,
0,250 mL de DNS, por fim, adicionando-se 0,025 mL do extrato enzimatico. As misturas (reacdo e
controle) foram incubadas a 100 °C, durante cinco minutos e, em seguida, resfriadas em gelo.
Posteriormente, foram adicionados 2,5 mL de agua destilada nas amostras, as mesmas foram
homogeneizadas e entdo foi realizada a leitura da absorbancia a 540 nm. Uma mistura 2,5 mL de agua
destilada e 2,5 mL de DNS foi utilizada como branco da reagdo. Uma unidade de atividade enzimatica
foi definida como a quantidade de enzima necesséria para liberar 1,0 umol de aglcar redutor por

minuto, sob as condi¢fes de ensaio citadas.
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4.3.2.2 f-glicosidase

Para a determinacdo da atividade de B-glicosidase, 50 pL do extrato enzimatico foram adicionados
a mistura de 250 pL de solugdo tampéo acetato de sédio (0,1 mol/L, pH 5,0) e 250 pL de 4-nitrofenol--
D-glicopiranosideo (4 mmol/L, PNPG, Sigma). A reacdo foi mantida a 45 °C, durante 10 minutos e
interrompida com a adi¢cdo de 2,0 mL de solugdo de Na,COs; (2 mol/L). O nitrofenol liberado foi
quantificado em espectrofotdmetro (410 nm) a partir da curva analitica de p-nitrofenol (Sigma). O tubo
controle da reacdo correspondeu as mesmas quantidades de reagentes do tubo de reacéo, porém, a
adicdo da solucdo de Na,COj; foi realizada antes da adicdo do extrato enzimatico, desta forma,
inativando a enzima e impedindo a atividade enziméatica em contato com o substrato. O branco utilizado
para zerar o espectrofotdmetro continha 250 pL de solugdo tampé&o acetato (0,1 mol/L, pH 5,0), 250 uL
de PNPG (4 mmol/L), 50 pL de &gua destilada e 2,0 mL de solugéo de Na,COj3 (2 mol/L). As leituras de
absorbéancia foram realizadas em espectrofotdmetro (410 nm). Uma unidade de atividade enzimatica foi
definida como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1,0 umol de nitrofenol por minuto de
reacdo (FERNANDEZ; GOMES; SILVA, 2002).

4.3.2.3 FPase

A atividade de FPase foi determinada segundo método de Ghose (1987), com modificacdes.
Utilizando como substrato uma tira de papel de filtro Whatman n°® 1 (1,0 cm x 6,0 cm), a mistura de
reacdo foi composta por 1,0 mL de tampéo acetato 0,05 mol L™, pH 5,0 e 0,5 mL de extrato enzimatico.
A reacdo foi mantida a 45 °C, por uma hora e paralisada pela adicdo de 1,5 mL de DNS para a
quantificagdo dos agUcares redutores liberados, como proposto por Miller (1959), a partir da curva
analitica de glicose. O tubo da reagéo foi submetido a banho de ebulicdo a 100 °C, durante 5 minutos e,
em seguida, resfriado em banho de gelo. Foram adicionados 20 mL de &gua destilada e a leitura da
absorbancia foi realizada a 540 nm. O controle da reagdo era composto por 1,0 mL de tampé&o acetato
0,05 mol L?, pH 5,0, 1,5 mL do reagente DNS e 0,5 mL de extrato enzimatico, sem a adi¢ao da tira de
papel, desta forma, ndo ocorrendo a atividade enzimatica. Os tubos foram submetidos a banho de
ebulicdo, com posterior adicdo de agua e leitura da absorbancia a 540 nm. Uma unidade de atividade
enzimética foi definida como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1,0 umol de agucar redutor

por minuto.
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4.3.2.4 Pectinases

A atividade das pectinases foi determinada segundo o procedimento descrito para a atividade da
endoglucanase (item 4.3.2.1). Para a dosagem da enzima poligalacturonase (Exo-PG) o substrato
utilizado foi: acido poligalacturénico (Sigma, P-3889) (10,0 g L™ de substrato em 0,2 mol L™ de
solucdo tampéo acetato, pH 5,5) e para a dosagem de polimetilgalacturonase o substrato utilizado foi:
pectina de mac¢a (Sigma, P-8471). A curva analitica utilizada para ambas enzimas foi a de &cido
galacturénico. Uma unidade dessas enzima foi definida como a quantidade de enzima necessaria para

liberar 1,0 umol de &cido D-galacturdnico por minuto, sob as condi¢@es previamente citadas.

4.3.2.5 Xilanase

A atividade de xilanase foi determinada por procedimento idéntico ao descrito para a atividade de
endoglucanase (item 4.3.2.1), porém utilizando xilana beechwood (Sigma, X-4252) como substrato
(10,0 g L™, em solucéo tampéo acetato 0,1 mol L™, pH 5,0). A curva analitica utilizada foi de xilose.
Uma unidade de atividade enzimética foi definida como a quantidade de enzima necessaria para liberar
1,0 pmol de aglcar xilose por minuto.

Para todas as enzimas os resultados obtidos através dos ensaios enzimaticos foram realizados

em cinco réplicas das quais foi obtido uma média e o desvio padrdo (DP).

4.4 Experimento de crescimento do fungo mutualista

4.4.1 Preparacao do indculo

O fungo mutualista (linhagem FF2006) mantido em laboratoério foi cultivado durante 30 dias em
meio A suplementado com aveia. Apo6s o periodo de incubacéo, discos de 7 mm de didmetro contendo
micélio flngico foram transferidos para 50 mL de caldo de cultivo (0,67 % YNB suplementado com 0,5
% de glicose, dissolvidos em tampé&o citrato-fosfato 75mM, pH 5,0). As culturas foram incubadas
durante 30 dias a 25 °C, sob agitacéo (120 rpm).

Apo6s o periodo de incubagdo, as culturas foram transferidas para tubos de 50 mL e foram

adicionadas esferas de vidro estéreis. Os tubos foram agitados para que ocorresse a quebra das hifas,
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dessa forma, obtendo-se um pré-inéculo homogéneo, o qual foi utilizado para o experimento de
crescimento.

4.4.2 Preparo dos meios de cultivo para o crescimento do fungo mutualista

Visando observar se os fungos que apresentaram maior atividade enzimética poderiam estar
influenciando o crescimento do fungo mutualista, os fungos previamente selecionados (item 4.3) foram
cultivados em diferentes meios contendo como fonte de carbono CMC, &cido poligalacturdnico, pectina
e xilana. Os fungos selecionados foram previamente cultivados em meio solido MA 2% durante sete
dias a 25 °C. Apds o periodo de incubago, suspensdes de esporos (10" esporos mL™) dos fungos
selecionados foram preparadas e inoculadas em 50 mL dos meios. As culturas foram incubadas durante
sete dias a 25 °C, sob agitagdo (120 rpm).

Apo6s o periodo de incubagdo as culturas foram filtradas a vacuo para remog¢do do micélio e,
posteriormente, centrifugadas a 10.000 rpm durante 10 minutos. Apds a centrifugacdo os meios de
cultivos foram filtrados a vacuo em membrana de 0,22 pm. Uma aliquota de cada meio foi resgatada
para a realizacdo da leitura de agucares redutores presentes no meio, utilizando o método de DNS
(MILLER, 1959). Posteriormente, 1 mL de in6culo do fungo mutualista (ver item 4.4.1) foi adicionado
aos diferentes meios e as culturas foram incubadas durante 30 dias a 25 °C, sob agitagdo (120 rpm). O
controle positivo para esse experimento foi caldo YNB (0,67%) adicionado de glicose (0,5%). O
controle negativo consistiu em caldo YNB (0,67%) sem fonte de carbono. Cinco réplicas de cada meio

e dos controles foram realizadas para a realizacdo de analises estatisticas.

4.4.3 Andlise dos resultados

Apos o periodo de incubacdo os meios contendo o fungo mutualista foram filtrados a vacuo e o
micélio fungico foi retido em papel filtro. O micélio foi seco a 100 °C para realizar a medida do peso. O
extrato de cultivo foi resgatado e a leitura dos agucares redutores foi realizada utilizando o método do
DNS (MILLER, 1959). Foram realizadas analises ndo paramétricas (Kruskal-Wallis, a= 5%) no
software PAST v. 2.17c com os dados obtidos do peso seco e da dosagem de agucares residuais
previamente (inicial) e ap6s (final) o cultivo do fungo mutualista nos produtos de hidrdlise de P.
citrinum e F. solani. Uma vez detectada a diferenga, compara¢des mdltiplas entre as médias foram

realizadas par-a-par utilizando o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney.
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4.5 Avaliacgdo do potencial biotecnologico

4.5.1 Substratos “ in natura” coletados pelas formigas

Apos a selecdo dos melhores produtores, os isolados foram cultivados em solidos onde as fontes
de carbono utilizadas para seu crescimento foram os substratos utilizados preferencialmente pelas
formigas cortadeiras para o cultivo do seu fungo mutualista. Dessa forma fragmentos de folhas de
eucalipto e capim foram utilizados como fonte de carbono para o crescimento dos fungos. Cinco gramas
de cada substrato foram adicionados em sacos de polipropileno (12 x 22 cm) contendo uma espiral de
arame. Uma suspensdo de esporos (10’ esporos mL™) foi inoculada em solucdo nutriente (em gL™:
CeH1206, 1.0; (NH)4SO4, 3,5; KH,PO4, 3.0; MgS0O,.7H20, 0.5; CaCl,, 0.5 e 1% de Tween 80 v/v). Um
volume de 5 mL da mesma solucéo nutriente foi adicionada ao sistema de fermentacéo contendo grama
como substrato e 3 mL nos sacos contendo como substrato folhas de eucalipto. Posteriormente os sacos
foram incubados a 25 °C, durante sete dias. Ap6s o periodo de incubagdo, 10 mL de &gua para cada
grama de substrato foram adicionados no saco de fermentacéo, o conteudo foi homogeneizado, filtrado
e centrifugado a 10000 rpm a 10 °C, durante 15 minutos. O sobrenadante obtido foi utilizado como

extrato enzimatico bruto para dosagem das enzimas.

4.5.2 Substratos agroindustriais

Os fungos previamente selecionados foram cultivados também em substratos agroindustriais
para observar o potencial enziméatico desses isolados em fontes de carbono provenientes de processos
industriais. Desta forma, os isolados foram cultivados em um substrato onde a fonte de carbono foi uma
mistura (5,09) de farelo de trigo e bagaco de cana-de-acucar (1:1). Ambos substratos foram previamente
lavados, secos em estufa a 60 °C por 24 horas e posteriormente triturados. Os substratos s6lidos foram
colocados em sacos de polipropileno (12 x 22 cm) contendo uma espiral de arame e esterilizados em
autoclave. Como inoculo foi utilizada uma suspensdo de esporos (107 esporos mL™) composta dos
esporos fiingicos suspendidos em solugo nutriente ((gL™") CeH1206, 1.0; (NH)4SO4, 3,5; KH,PO4, 3.0;
MgS0..7H20, 0.5; CaCl,, 0.5 e Tween 80 (1.0 % v/v)). Um volume 20 mL da mesma solugéo nutriente
foi adicionado ao sistema de fermentacdo que foi incubado a 25 °C por sete dias. Ap6s o periodo de

incubagdo, 10 mL de 4gua para cada grama de substrato foi adicionado no saco de fermentagéo, o
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conteido foi homogeneizado, filtrado e centrifugado a 10000 rpm por 15 minutos a 10 °C. O
sobrenadante obtido foi utilizado como extrato enzimatico bruto para dosagem das enzimas a qual foi

realizada como citado no item 4.3.2.
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5 RESULTADOS

5.1 Reativacdo e composi¢do de fungos da colegéo de trabalho

Todas as 235 estirpes de fungos foram reativadas com sucesso a partir da colecdo mantida
na CRM-UNESP. A cole¢do utilizada no presente trabalho compreende 51 géneros, 91 espécies e
quatro isolados ndo identificados (Tabela 3).

Os géneros Penicillium (12,3%), Trichoderma (9,4%), Cladosporium (8,5%) e Trichosporon
(5,5%) foram os mais abundantes. Os demais géneros da cole¢do apresentaram uma menor
proporcdo (< 5%). Penicillium sp. correspondeu ao género mais abundante nos jardins de fungo de
A. capiguara, totalizando 24,8% (n= 29) dos isolados de fungos dessa formiga. Penicillium citrinum
foi a espécie mais abundante. O género Cladosporium também foi um dos mais abundantes (13%)
dentre os géneros de fungos provenientes de A. capiguara. Ja nos jardins de A. sexdens rubropilosa
0s géneros Trichoderma (15,2%), Trichosporon (11%) e Phomopsis (8,5%) foram prevalentes
(Tabela 3). Nesses jardins, as espécies predominantes foram Trichoderma spirale e Trichosporon

chiaredllii.

Tabela 3. Fungos isolados de jardins de duas espécies de formigas cortadeiras (Atta
capiguara e Atta sexdens rubropilosa), mantidos na Central de Recursos Microbianos da
UNESP. As identifica¢fes dos fungos foram realizadas segundo PEREIRA (2014).

Espécie de formiga

Fungos . . Total! %?
A. capiguara A. sexdensrubropilosa

Zygomycota

Absidia sp. 1 1 0,42
Cunninghamella sp. 1 1 0,42
Mucor sp. 1 1 0,42
Ascomycota

Acremonium sp. 1 1 0,42
Alternaria sp. 1 1 0,42
Aspergillus fumigatus 2 2 0,85
Aspergillus sp. 1 1 0,42
Beltrania rhombica 1 1 0,42
Bionectria ochroleuca 2 2 0,85
Cladosporium cladosporioides 3 3 1,3
Cladosporium flabeliforme 1 1 0,42



Tabela 3. Continuagéo

Espécie de formiga

Fungos , . Total! %?
A. capiguara A. sexdensrubropilosa

Cladosporium perangustum 9 1 10 4,25
Cladosporium sp. 2 4 4 1,7

Cladosporiumsp. 3 2 2 0,85
Colletotrichumsp. 1 3 3 1,3

Colletotrichumssp. 2 1 1 0,42
Colletotrichumsp. 3 1 1 0,42
Curwulariasp.1 1 1 0,42
Curwularia sp.2 1 1 2 0,85
Curwulariasp. 3 1 1 0,42
Curwulariasp. 4 1 1 2 0,85
Curwularia trifolii 1 2 3 1,3

Cytospora variostromatica 2 2 0,85
Cytospora eucal ypticola 1 1 0,42
Cytospora sp. 1 1 0,42
Discosia sp. 2 2 0,85
Dothideomycetes sp. 11 11 4,7

Drechslera micropus 9 9 3,83
Epicoccum nigrum 2 2 0,85
Epicoccum sorghi 1 1 0,42
Eutypella sp.1 1 1 0,42
Fusarium equiseti 1 2 3 1,3

Fusarium oxysporum species complex® 1 1 0,42
Fusarium solani species complex 1 2 3 13

Geomyces sp. 1 2 3 1,3

Guignardia sp. 2 2 0,85
Mycosphaerdlla sp. 1 2 2 0,85
Mycosphaerdlla sp. 2 1 1 0,42
Mycosphaerdla sp. 3 4 2 6 2,55
Neofusicoccum eucalyptorum 1 1 0,42
Neofusicoccum parvum 3 3 1,3

Nigrospora oryzae 2 2 0,85
Nigrospora sp. 2 2 0,85
Oidiodendron sp. 1 1 0,42
Paecilomyces sp. 3 3 1,3

Paraphaeosphaeria michotii 1 1 0,42
Penicillium citrinum 20 20 8,52
Penicilliumsp. 1 2 2 0,85
Penicilliumsp. 2 3 3 1,3

Penicilliumsp. 3 2 2 0,85



Tabela 3. Continuagéo

Espécie de formiga

Fungos , . Total! %?
A. capiguara A. sexdensrubropilosa

Penicilliumsp. 4 1 1 0,42
Penicilliumsp. 5 1 1 0,42
Pestalotiopss sp. 1 1 2 0,85
Phaeomonidla sp. 1 1 0,42
Phaeosphaeria herpotrichoides 2 2 0,85
Phaeosphaeria sp. 1 1 1 0,42
Phaeosphaeria sp. 2 1 1 0,42
Phaeosphaeriopss sp. 1 1 0,42
Phanerochaete sp. 1 3 4 1,7

Phoma sp. 2 2 0,85
Phomopsissp. 1 3 3 1,3

Phomopsis sp. 2 2 2 0,85
Phomopsis sp. 3 1 1 0,42
Phomopsissp. 4 1 2 3 1,3

Phomopsis sp. 5 1 1 0,42
Phomopsis sp. 6 1 1 0,42
Preussia sp. 1 6 6 2,55
Preussia sp. 2 1 1 0,42
Preussia sp. 3 1 1 0,42
Pseudoplagiostoma sp. 1 1 0,42
Purpureocillium lilacinum 3 1 4 1,7

Robillarda sp. 2 2 0,85
Setophoma chromolaena 2 2 0,85
Sordariomycetes sp. 1 1 1 0,42
Spegazzinia sp. 1 1 0,42
Tetraplosphaeria sp. 1 1 0,42
Trichoderma deliquescens 2 2 0,85
Trichoderma hamatum 2 2 0,85
Trichoderma spirale 5 12 17 7,24
Trichoderma sp. 1 1 1 0,42
Xylaria sp. 1 1 1 0,42
Xylaria sp. 2 1 1 0,42
Basidiomycota

Agaricus fiardii 1 1 0,42
Ceriporiopsis sp. 1 1 0,42
Grammothele sp. 1 1 0,42
Oudemansiella canarii 1 1 0,42
Peniophora crassitunicata 1 1 0,42
Phlebia sp. 3 3 1,3
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Tabela 3. Continuagéo

Espécie de formiga

Fungos , . Total! %?
A. capiguara A. sexdensrubropilosa

Phlebia subserialis 1 1 0,42
Trametes hirsuta 2 2 0,85
Trichosporon chiarellii 13 13 5,53
Fungos néo identificados

Ascomycota ndo identificado 1 1 1 0,42
Ascomycota ndo identificado 2 1 1 0,42
Ascomycota néo identificado 3 1 1 0,42
Basidiomycota néo identificado 1 1 1 0,42
Total 117 118 235 100

"Numero total de fungos provenientes de jardim de fungo das duas espécies de formigas cortadeiras.

2 Frequéncia (em %) de cada isolado de fungos relativo ao total de isolados do estudo (n= 235).

® Species complex: fungos para os quais a taxonomia demonstrou existirem espécies muito relacionadas
geneticamente (espécies cripticas), as quais foram classificadas no passado como sendo da mesma espécie.

5.2 Avaliacédo do método de determinagdo da producio enzimatica

Devido ao elevado nimero de isolados de fungos e por apresentarem diferentes taxas de
crescimento e esporulagdo, o emprego de métodos convencionais para a triagem de producéo de
enzimas hidroliticas seria inviavel. Nesse sentido, a adaptagdo de um método HTS permitiu a
triagem enzimatica de 32 isolados simultaneamente.

O protocolo adotado permitiu visualizar a formacdo de halos de hidrolise nitidos para as
enzimas celulase, polimetilgalacturonase e xilanase produzidas tanto pelos isolados testes, quanto
pelos isolados controles (Figura 3). Entretanto, os halos de hidrélise para a enzima
poligalacturonase ndo foram nitidos, quando comparados com os halos formados pela acdo das
outras enzimas. Por esse motivo, uma triagem convencional foi realizada para validar os resultados
obtidos com essa enzima. Do total de fungos positivos no método em HTS, 93% deles foram, de
fato, produtores na triagem convencional, o que demonstra a reprodutibilidade do método HTS para

essa enzima.
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Figura 3. Halos de hidrdlise (area claras ao redor dos canudos) demonstrando a presenca de
enzimas extracelulares. (A) celulase, (B) polimetilgalacturonase, (C) poligalacturonase, (D)
xilanase. No caso da poligalacturonase,o resultado positivo é indicado por pontos rosas, que
indica a presenca do produto da hidrolise gerado por esta enzima.

®) (D)

5.3 Perfil enzimético dos fungos dos jardins de formigas cortadeiras

Do total de 235 isolados de fungos, 221 (94%) produziu, pelo menos, uma das enzimas
avaliadas (Apéndice 2). Para a enzima celulase, 72% dos isolados foram positivos; para
polimetilgalacturonase, 71%,; para xilanase 53% e para poligalacturonase 37%. Ndo foi detectada a
producdo de amilase para nenhum isolado.

Foram observadas pequenas diferencgas na frequéncia dos fungos produtores de enzimas para
cada espécie de formiga, sendo a porcentagem de isolados produtores de enzimas obtidos de A.
capiguara maior, quando comparada com os isolados obtidos de A. sexdens rubropilosa, com
excegdo da enzima polimetilgalacturonase (Figura 4).

Das estirpes provenientes de jardins de fungo de A. capiguara, apenas dois isolados nao
foram produtores de nenhuma enzima avaliada, sendo esses Agaricus fiardii e um isolado néo
identificado (Apéndice 2). Apenas 6% dos isolados de A. capiguara foram positivos somente para
uma das enzimas analisadas, dentre eles: Dothideomycetes sp, Fusarium esquiseti, Mycosphaerella
sp. 3, Nigrospora sp., Penicillium citrinum, Phaeosphaeria herpotrichoides e Phlebia subserialis.
Foi possivel observar que os tdxons Beltrania rhombica, Cladosporium cladosporioides, Fusarium
solani, Penicillium citrinum, Penicillium sp. e Pestalotiopsis sp., obtidos de jardins de A. capiguara

foram positivos para todas as enzimas.
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Figura 4. Porcentagem de isolados de fungos obtidos de jardins das formigas
cortadeiras Atta capiguara (n= 117 isolados) e Atta sexdens rubropilosa (n= 118
isolados) produtores de enzimas extracelulares.
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Considerando as estirpes de fungos obtidas de jardins de A. sexdens rubropilosa, 14 nédo
produziram nenhuma das enzimas avaliadas. Dentre os 14 isolados, 11 pertencem & levedura T.
chiarellii e os demais isolados compreendem aos taxons Phoma sp., Preussia sp. 1, Paecilomyces
sp. Foi observado que 17% dos isolados obtidos de A. sexdens rubropilosa foram positivos apenas
para uma das enzimas avaliadas. Foi observado que 14,4% dos isolados foram positivos para todas
as enzimas, a saber: Aspergillus sp., Colletotrichumsp., Curvularia sp. 1, Eutypella sp. 1, F. solani,
Nigrospora oryzae, Oidiodentron sp., Phomopsis sp.3, Pseudoplagiostoma sp., Robillarda sp.,
Trichoderma hamatum e Trichoderma spirale.

Para avaliar se existem relagGes entre a origem dos fungos (i.e. ninho de cortadeira de dico
ou monocotileddneas) e o perfil de producdo enziméatica, foi realizada uma anélise de
correspondéncia (CA) para discriminar possiveis padrdes na variacdo dos dados, 0s quais ndo sao
evidentes somente analisando as porcentagens de isolados produtores. A CA indicou que dois
componentes explicam 93,44% da variacdo observada dos dados (Figura 5). Basicamente, as
comunidades de fungos (representadas pelos ninhos de origem na Figura 6) apresentaram diferencas
marcantes e se agruparam em dois clusters correspondendo as duas espécies de formigas
cortadeiras, com exce¢do dos ninhos 3 (A. capiguara) e 8 (A. sexdens rubropilosa), que
apresentaram um padréo diferenciado (Figura 6).



44

Figura 5. Distribuicdo das comunidades de fungos em relagéo as enzimas
polissacaridases avaliadas. As comunidades de fungos estéo
representadas pelos ninhos das quais foram obtidas (ninhos 1 a 4, Atta
capiguara; ninhos 5 a 8, Atta sexdens rupropilosa). Porcentagens nos
eixos correspondem ao total da variagdo explicada por componente.
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CEL: celulase; PEC: polimetilgalacturonase; POL: poligalacturonase; XYL: xilanase

Segundo a analise de discriminancia, pode-se observar que as enzimas celulases e
polimetilgalacturonase foram amplamente distribuidas entre os fungos de todos os ninhos (posi¢do
na centrdide da CA, Figura 5). Por outro lado, as enzimas xilanase e poligalacturonase estdo mais
relacionadas as comunidades de fungos do jardim de A. capiguara (ninhos 1, 2 e 4) e A. sexdens
rubropilosa (ninhos 5 a 7), respectivamente. Aparentemente, os ninhos 3 e 8 apresentaram

comunidades de fungos mais relacionadas & producéo da enzima polimetilgalacturonase (Figura 5).

5.4 Sdlecdo de estirpes para avaliagdo do efeito no crescimento do fungo cultivado pelas formigas
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Apos a realizagdo da triagem em meio solido foi observado que 24 isolados foram produtores de
todas as enzimas analisadas. Desse total, 19 foram selecionados para a realizagdo de ensaios de
atividades enziméticas (Tabela 4). Os isolados excluidos desta etapa foram os pertencentes ao género
Trichoderma, visto que tal género foi relatado em estudos prévios como antagonista do fungo
mutualista das formigas cortadeiras (ORTIZ; ORDUZ, 2001).

Para a selecdo dos isolados foram analisadas as atividades de trés enzimas, a saber: CMCase,
poligalacturonase (Exo-PG) e xilanase. Os fungos foram cultivados em caldos contendo substratos
puros como fonte de carbono, conforme descrito na Tabela 1, entretanto, sem adicdo de agar. No caso
da EXO-PG foram utilizados dois substratos (pectina de macé e &cido poligalacturénico). Vale ressaltar
que a temperatura de incubacéo das reagdes nos ensaios de atividade enzimatica para a sele¢cdo dos
isolados foi a 25 °C. Tal temperatura foi adotada, pois é proxima aquela geralmente encontrada no
ambiente de origem desses fungos (i.e. jardim de fungo).

Os 19 isolados foram submetidos a dosagens enzimaticas e apresentaram atividades que
variaram de 0,04 a 58,38 U mL" para a enzima CMCase, 0,25 a 3,75 U mL*? para
polimetilgalacturonase, 0,50 a 3,71 U mL™ Exo-PG e 2,50 a 129,04 U mL™ para xilanase (Tabela 4). Os
isolados que apresentaram as maiores atividades foram selecionados para a realizagdo do experimento
de crescimento com o fungo mutualista. Nesse sentido, o isolado Penicillium citrinum JSP01.A.1.1 foi
selecionado para representar fungos obtidos de A. capiguara, visto que 0 mesmo apresentou maior
atividade para algumas das enzimas analisadas. O isolado Fusarium solani JSP05.C.5.5, apesar de ndo
ter apresentado maior atividade para todas as enzimas, este foi selecionado para realizagcdo do

experimento com o fungo mutualista (Tabela 4).
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Tabela 4. Média das atividades enzimaticas (U mL™ + desvio padréo) de fungos provenientes de jardins
de formigas cortadeiras, cultivados em meios contendo diferentes polissacarideos como fonte de carbono.

) ) Identificacdo Enzima
Cédigo doisolado® - - -
Origem Espécie? CMCase® PLMG Exo-PG® Xil®

JSP01A1.1 A. capiguara Penicillium citrinum 58,38+7,41 334+0,43 2,76+0,13 129,04 +12,45
JSP01A1.2 A. capiguara Beltrania rhombica 0,52 +0,05 0,62 +0,46 0,78 +0,18 2,63 +0,09
JSP01B2.2 A. capiguara Penicilliumsp. 2 6,27 £ 0,67 0,70£0,08 0,58+0,21 39,72 + 6,68
JSP02C5.3 A. capiguara Cladosporiumsp.2 6,09 + 0,08 3,47+0,16  3,71+0,18 32,30 £2,19
JSP03A4.4 A. capiguara Pestalotiopsis sp. 10,57+0,67 1,48+0,31 1,53+0,20 5,06+ 0,11
JSP03A5.4 A. capiguara Fusarium solani 7,88 +1,26 3,11+0,13  3,21+0,42 24,72 £ 0,92
JSPO5A2.5' A. sexdensrubropilosa  Aspergillussp. 9,55 +0,59 0,43 +0,06 0,50+0,13 28,88 + 5,07
JSP05B1.2 A. sexdensrubropilosa  Trichoderma spirale 1,05+0,09 0,25 +0,09 0,57 +£0,03 2,61+0,28
JSP05C5.5 A. sexdensrubropilosa  Fusarium solani 41,51 + 2,27 1,78 £ 0,06 1,48 + 0,04 54,33 + 3,22
JSP06A2.2 A. sexdensrubropilosa  Eutypella sp.1 0,24+0,008 0,73+0,06 0,57+0,15 5,57+0,20
JSP06A4.4 A. sexdensrubropilosa  Colletotrichumsp. 1 0,22 + 0,008 1,28+0,24 1,46 +0,11 5,565+ 0,96
JSP06B3.2 A. sexdensrubropilosa  Pseudoplagi ostoma sp. 0,52+0,12 1,40+0,17 1,44 +0,08 5,25+0,51
JSP06B4.5 A. sexdensrubropilosa  Robillarda sp. 1,76 £0,36 1,13+0,15 1,05 +0,09 3,36 + 0,57
JSP06C1.3 A. sexdensrubropilosa  Curvulariasp. 4 0,32+0,10 1,10+0,20 1,42 +0,01 40,86 + 0,69
JSP06C2.1 A. sexdensrubropilosa  Colletotrichumsp. 1 0,41 +0,02 0,96 + 0,03 0,89 +0,02 5,41+0,33
JSPO7A2.1 A. sexdensrubropilosa  Trichoderma spirale 0,81 +0,20 151+0,34 1,75+0,17 2,50 £ 0,04
JSP07C4.1 A. sexdensrubropilosa  Trichoderma hamatum 1,71+0,03 3,75+0,09 3,23+0,29 2,79+1,01
JSP01-11A2.1 A. sexdensrubropilosa  Nigrospora oryzae 0,04 + 0,008 2,41 +0,04 2,62 +0,69 20,31 +1,61
JSP01-11B5.1 A. sexdensrubropilosa  Phomopsissp.3 3,08 +0,35 0,30+0,08 0,64+0,31 5,60+0,18

! Cédigo do isolado mantido na Central de Recursos Microbianos da UNESP, * Identificacdo dos isolados obtidos através de
taxonomia polifasica, * CMCase: endoglucanase, * PLMG: atividade de polimetilgalacturonase, ® Exo-PG2: atividade de exo-
poligalacturonase, Xil:Xilanase,

5.5 Experimento de crescimento do fungo mutualista

O fungo mutualista foi cultivado nos produtos de hidrolise gerados pelos fungos
selecionados na etapa anterior (item 5.4). Ap6s o cultivo nesses produtos, o peso seco do fungo
mutualista foi mensurado (Tabela 5). Foram observadas diferengas significativas entre as médias do
peso seco do micélio de L. gongylophorus quando cultivado nos diferentes produtos de hidrolise
gerados por P. citrinum (Kruskal-Wallis, H= 26,36, P <0,05) e F. solani (Kruskal-Wallis, H= 19,68,
P< 0,05). O controle positivo (YNB suplementado com glicose) foi o meio de cultivo que
proporcionou 0 maior crescimento do fungo mutualista (P <0,05). Os produtos de hidrélise de CMC

e Xilana resultantes do cultivo de P. citrinum e F. solani na presenca desses polissacarideos
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proporcionaram um crescimento significativo de L. gongylophorus, em relagdo aos produtos de
hidrdlise da pectina e 4&cido poligalacturdnico (P <0,05); entretanto, a biomassa foi
significativamente menor quando comparado & do controle positivo (P >0,05). Além disso, a
biomassa do fungo na presenca dos produtos de hidrolise da pectina e &cido poligalacturdnico
gerados por F. solani n&o foi significativamente diferente da biomassa do controle negativo.

Foram observadas diferencas significativas entre a concentracdo de agucares redutores antes
(inicial) e apos (final) o crescimento do fungo mutualista para todos os produtos de hidrélise
gerados por P. citrinume F. solani (Kruskal-Wallis, P < 0,05), com excecdo do produto de hidrélise
do é&cido poligalacturénico gerado por F. solani (Tabela 5). Considerando os produtos de hidrdlise
de P. citrinum, foi observado um consumo estatisticamente significativo de todos os agucares apos
o cultivo do fungo mutualista, com excecdo dos produtos de hidrdlise de acido poligalacturdnico
(Tabela 5). O oposto ocorreu para os produtos de hidrélise gerados pelo fungo F. solani, nos quais
foram observados um aumento significativo de aglcares ap6s o cultivo do fungo das formigas, com

excecdo do &cido poligalacturdnico.

Tabela 5. Crescimento micelial (peso seco em mg) do fungo mutualista de Atta sexdens rubropilosa
em diferentes meios de cultivo contendo produtos de hidrélise (aglcares rediduais em mg L) de
polissacarideos por Penicillium citrinum (P.c.) e Fusarium solani (F.s.). Médias + desvio padréo.

Meios de cultivd®

Fungos Fatores'

Gli YNB CMC Pec Ac Pol Xil
ARi - - 185,89 £+ 14,51A 160,71+7,17A 178,43 +10,25A 171,28 +12,32A
P.c. ARf - - 100,38 £16,06B 96,03 +4,91B 283,54 + 238,22B 81,52 +7,97B
PS 10,138 +0,57a° 0,24 + 0,05b 0,48 £ 0,15¢c 0,21 +0,06b 0,23 +0,08b 0,88 £ 0,15¢c
ARi - - 25,25 + 3,43A 57,68 + 3,66A 70,63 £ 2,37A 63,93 + 5,01A
F.s. ARf - - 251,51+10,60B 82,08 +2,03B 83,72 £ 1,52A 183,76 £10,24B
PS 10,27 £ 0,60a 0,25 +0,05b 0,63+ 0,14c 0,41 + 0,05d 0,46 + 0,05d 0,67 £ 0,09c

* ARi: aglcar redutor inicial emmg L™ (antes do cultivo do fungo mutualista); ARf: acticar redutor final em mg L™ (ap6s o cultivo do fungo mutualista),
PS: peso seco em mg.

2 Gli: glicose (controle positivo), YNB: yeast nitrogen base (controle negativo), CMC: carboximetilcelulose, Pec: pectina de macd, Ac Pol: Acido
poligalacturénico, Xil: xilana beechwood.

® Letras diferentes indicam diferencas estatisticas significativas nas linhas (min(sculas para peso seco) e nas colunas (maitsculas para aglcares redutores).

5.6 Potencial biotecnoldgico dos fungos isolados de formigas cortadeiras

Foram realizados ensaios de fermentagdo em estado solido para verificar a influéncia de
diferentes substratos na produgdo enzimatica de P. citrinum e F. solani. Trés substratos foram

utilizados para avaliar o potencial enzimético desses fungos (folhas de eucalipto, grama e farelo de
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trigo/bagaco de cana-de-aglcar). Dentre as enzimas avaliadas, a maior atividade enzimatica
detectada por P. citrinum, foi para a enzima xilanase, quando cultivado em grama (Tabela 6). A a
maior atividade de F. solani foi para a enzima p-glicosidase, quando cultivado em eucalipto (Tabela
6).

Em relacdo as atividades enziméticas para cada substrato, tanto grama, quanto o bagago
suplementado com farelo de trigo proporcionaram maiores atividades de xilanase e B-glicosidase
para P. citrinume F. solani, respectivamente (Tabela 6). J& eucalipto, proporcionou maior producéo

de B-glicosidase para ambos os fungos (Tabela 6).

Tabela 6. Média das atividades enziméticas dos fungos Penicillium citrinum e Fusarium solani
selecionados cultivados em diferentes substratos solidos

Substrato"
Enzima GRAMA EUCALIPTO BAGACO/FARELO
P. citrinum F. solani P. citrinum F. solani P. citrinum F. solani

~ CMCase* 0,16 +0,04 0,04 £0,02 0,08 +0,06 0,14+0,09 0,14 +£0,04 0,07 £0,04
E B-glic 2,97 £0,63 3,89+0,10 4,32+0,87 4,85+0,10 4,02+0,24 3,42+0,16
‘:.Il Fpase 0,08 +0,02 0,04 +0,025 0,06 +0,01 0,12+0,03 0,07 +0,03 0,06 £0,01
_EI Exo PG 1,47 £0,23 1,04 +£0,04 0,54+0,18 1,02+ 0,57 1,04 +£0,04 1,34+0,12
> Xil 75,22 £11,52 2,77+0,04 0,43+0,07 1,10+ 0,66 43,17 + 3,69 2,81+0,10
CMCase 1,60 +0,48 0,43+0,24 0,80+0,64 0,71+0,46 1,47 0,46 0,36 £0,22
?g B-glic 29,73 £6,30 38,97+£0,99  4321+8,78 48,50 + 4,82 40,27 2,41 34,25+1,61
\:l Fpase 0,87+0,21 0,44+0,25 0,63+0,10 1,25+ 0,34 0,72+0,33 0,61£0,12
g’ Exo PG 14,67 £2,39 10,45 + 0,46 5,47 +1,81 10,25+ 5,74 10,45 £ 0,46 13,45+1,21
Xil 752,24 +11528 27,79+ 0,42 4,34+0,75 11,00+6,67 431,73+£36,97 28,09+1,03

! Substratos utilizados no cultivo dos fungos; > U mL ™ (= DP): Média das atividades enzimaticas (unidade de enzima por mL * desvio
padrdo); 3 U g* (+DP): Média das atividades enziméticas (unidade de enzima por grama de substrato + desvio padrdo); * CMCase:
endoglucanase, p-glic: B-glicosidase, FPase: celulases totais, Exo-PG: exo-poligalacturonase, Xil: xilanase.
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6 DISCUSSAO

6.1 Método de triagem de isolados produtores de enzimas

O método de triagem enzimatica adaptado no presente estudo possibilitou uma clara
visualizacdo dos halos de hidrolise (Figura 3). Adicionalmente, o método permitiu avaliar 32
isolados de fungos simultaneamente. Cabe ressaltar que estudos nos quais 0s isolamentos de micro-
organismos sdo realizados a partir de amostras ambientais, geralmente tem como consequéncia a
obtencéo de um grande nimero de isolados; o que leva a um trabalho laborioso e demorado, quando
seja utilizado o método convencional de triagem. Portanto, a adaptacdo da técnica é um aspecto de
extrema importancia.

Atualmente, um grande nimero de isolados fungicos obtidos nos mais diferenciados estudos
é armazenado em colecBes de culturas ou centrais de recursos genéticos. Nesse sentido, o uso do
referido método facilitard a avaliacdo do potencial biotecnolégico e bioprospeccdo de micro-
organismos em ambientes pouco explorados, como é o caso do jardim de fungo das formigas
cortadeiras.

Outro aspecto interessante do método é o fato de que fungos com diferentes taxas de
crescimento podem ser utilizados no teste. Geralmente, triagens convencionais em meio sélido
utilizam apenas um isolado de fungo, cultivado diretamente no meio no qual a enzima é detectada.
Esse procedimento muitas vezes ndo pode ser aplicado para fungos de crescimento rapido, que
recobrem a superficie do meio, ndo permitindo a acdo dos corantes e a visualizacdo dos halos
(BILLS et al., 2008). Tal problemética foi contornada no método adaptado no presente estudo, pois
este somente utiliza os extratos enzimaticos.

Apesar do método ndo garantir reprodutibilidade para uma das enzimas avaliadas (i.e.
poligalacturonase), este constitui em uma alternativa rapida para acessar o potencial biotecnoldgico
de fungos filamentosos de origem ambiental. Nesse sentido, 0 método proposto pode ser util em

estudos de bioprospeccao.

6.2 Consideragdes sobre a composi ¢ao e ecologia dos fungos da colecéo de trabalho
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O género Penicillium foi o mais abundante dentre os isolados pertencentes aos jardins de
fungo de A. capiguara. A espécie P. citrinum foi a mais abundante nos jardins de A. capiguara.
Esta espécie pode ser encontrada em diversos substratos, como 0s solos da regido tropical, porém,
apresenta uma maior ocorréncia em cereais e outras gramineas (PITT, 2000; SAMSON et al., 2004;
HOUBRAKEN et al., 2010), sendo também considerada fitopatogénica (NORBERG; SERRA-
FREIRE, 1993). Essa espécie também foi isolada de jardins de fungo de vérias formigas cortadeiras
(RODRIGUES et al., 2005; 2008). Considerando a abundancia de isolados de P. citrinum nos
jardins de A. capiguara, esta pode estar relacionada as gramineas forrageadas por essa formiga no
cultivo de seu fungo mutualista (ROCES; HOLLDOBLER, 1994).

O fungo ndo identificado pertencente & classe Dothideomycetes foi o segundo fungo mais
frequente nos jardins de A. capiguara. Segundo Kirk e colaboradores (2008) essa classe de fungos é
considerada a maior e mais ecologicamente diversa, com representantes cosmopolitas e capazes de
infectar a maioria das espécies vegetais utilizadas na agricultura. E sabido que fungos pertencentes
a essa classe apresentam um aparato metabdlico muito diverso e 0s mesmos tem grande importancia
em diversos ecossistemas, atuando como saprofiticos e decompositores de substratos vegetais.
Talvez o elevado nimero de isolados pertencentes ao citado tdxon tenha se dado pelo metabolismo
apresentado por esses fungos, o qual é voltado para a degradacdo de substratos de origem vegetal.
Ohn e colaboradores (2012) através de andlises no genoma de fungos pertencentes a esse género
observaram que 0s mesmos apresentavam estratégias e caracteristicas gendmicas de fungos
fitopatogénicos, sendo este outro fator que explicaria a prevaléncia desse fungo na colegéo.

Cladosporium perangustum foi a terceira espécie mais abundante dentre os fungos dos
jardins de A. capiguara. Tal fungo foi encontrado em ambas as espécies de formigas, porém, em
diferentes proporgdes (Tabela 3). Espécies pertencentes ao género Cladosporium foram reportadas
em diversos tipos de solos, no ar e em varias espécies de plantas, inclusive como endofitico (EL-
MORSY, 2000; KUMARESAN; SURYANARAYANAN, 2002; BENSCH et al., 2010).

Recentemente, Oliveira e colaboradores (2014) registraram a presenca do fungo C.
perangustum na palmeira Syagrus oleracea. No presente estudo uma doenca atacou plantagdes
dessa palmeira, ocasionando necrose foliar. Apos isolamento, o agente etioldgico foi identificado
como C. perangustum. Pode-se sugerir que a prevaléncia desse fungo nos jardins das formigas
esteja relacionada a sua caracteristica fitopatogénica, pois tal fungo encontra no jardim substrato

ideal para que as enzimas polissacaridasicas atuem.
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Com relacéo aos fungos encontrados nos jardins de A. sexdens rubropilosa, Trichoderma e
Trichosporon foram os géneros mais abundantes. Trichoderma spirale foi a espécie encontrada em
maior propor¢do nos jardins de A. sexdens rubropilosa, sendo também comumente encontrada no
solo proximo aos ninhos de formigas (RODRIGUES et al., 2013). E sabido que fungos do género
Trichoderma séo antagonistas de diversas espécies de fungos que ocasionam doengas em plantas
(SAVOIE; MATA, 1999; CASTILLO et al., 2011). Igualmente, Trichoderma é considerado um
antagonista do fungo cultivado pelas formigas (SILVA et al., 2006c); fato que levou alguns
pesquisadores a vislumbrarem seu uso no controle biolégico das formigas cortadeiras (ORTIZ;
ORDUZ, 2001). Contudo, maiores estudos sobre a ocorréncia e o real papel desse fungo nos jardins
das formigas sdo necessarios.

Trichosporon chiarellii foi a segunda espécie mais abundante dentre os isolados de jardins
de A. sexdens rubropilosa. Tal fungo é uma levedura basidiomicética encontrada em estudos
prévios no jardim de fungo da formiga Myrmicocrypta camargoi (PAGNOCCA et al., 2010).
Recentemente, avaliando a presenca de leveduras no corpo de machos alados (bitus) de A. sexdens
rubropilosa, Arcuri (2013) encontrou T. chiarélii na cuticula desses insetos e também no solo
proximo ao ninho dessa formiga. E possivel que tal levedura desempenhe um papel nos jardins de
fungo, porém, os dados até o momento ndo permitem afirmagdes concretas. As triagens enzimaticas
realizadas no presente estudo revelaram que, apenas um isolado dessa levedura, foi capaz de
produzir enzimas, desse modo, ndo corroborando com os resultados observados em estudos prévios
(MENDES et al., 2012; ARCURI, 2013). Estudos futuros visando avaliar a incidéncia de T.
chiarellii em ninhos de formigas Attini, podera sinalizar seu papel como simbionte.

A composicdo de fungos isolados das duas espécies de formigas cortadeiras foi diferente,
entretanto, alguns taxons foram compartilhados, tais como: Cladosporium perangustum, Fusarium
equiseti, Fusarium solani species complex, Geomyces sp., Mycosphaerella sp. 3, Pestalotiopsis sp.,
Phanerochaete sp., Phomopsis sp. 4, Purpureocillium lilacinum, Trichoderma spirale. A maioria
dos taxons de fungos presentes no jardim das formigas cortadeiras apresenta como origem o solo e
plantas (DOMSCH et al., 1980; BARRON, 1968; WATANABE, 2002). Além disso, muitos dos
fungos reativados da colecdo sdo de ocorréncia comum nesse substrato (MOLLER, 1893; FISHER
etal., 1996; PAGNOCCA et al., 2010; RODRIGUES et al. 2005, 2008, 2011).

Devido ao carater cosmopolita, alguns autores consideram que a presenca desses fungos nos
jardins das formigas cortadeiras é efémera e transitoria (POULSEN; CURRIE, 2006). Contudo, o
jardim de fungo é um ambiente rico em nutrientes (SILVA et al., 2003), o qual é apropriado para
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uma diversa gama de fungos indesejiveis a cultura do fungo mutualista. Em determinadas
situacdes, por exemplo, quando o ninho da formiga entra em algum estado de desequilibrio, muitos
dos fungos encontrados nesse ambiente podem se tornar oportunistas e explorar os nutrientes dos

jardins, conforme proposto por Pagnocca; Masiulionis; Rodrigues (2012).

6.3 Perfil enzimatico dos fungos e o provavel pape nos jardins de formigas cortadeiras

Através das triagens enzimaticas foi possivel obter o perfil enzimatico dos fungos
associados ao jardim de duas espécies de formigas cortadeiras em relacdo a producdo de
polissacaridases. Foi observada uma elevada proporgéo de fungos produtores das enzimas celulases,
pectinases e xilanases. No entanto, nenhum fungo produziu a enzima amilase nas condi¢Oes
avaliadas; tais resultados corroboram pacialmente com Mendes et al. (2012) e Arcuri (2013), os
quais observaram uma baixa propor¢éo de leveduras amiloliticas em seus isolados avaliados.

Arcuri (2013) realizou triagens enziméticas de leveduras isoladas de bitus e do solo
adjacente aos ninhos de A. sexdens rubropilosa. No estudo, os autores observaram que apenas 3,7%
dos isolados foram positivos para a enzima amilase. Mendes e colaboradores (2012) também
observaram uma pequena proporcdo de leveduras amiloliticas isoladas de jardins de varias espécies
de Acromyrmex (8%) e A. texana (21%). A auséncia de fungos produtores de amilase no presente
estudo e a baixa proporcdo de leveduras amiloliticas observadas nos estudos de Mendes et al.
(2012) e Arcuri (2013) sugerem que o papel dos fungos provenientes do jardim de formigas
cortadeiras ndo esteja relacionado com a degradagdo do amido, visto que o metabolismo desse
polissacarideo esta mais relacionado com o fungo mutualista (SILVA et al., 2006c).

No geral, celulase foi a enzima que apresentou a maior porcentagem de isolados produtores
(72%) em relagdo as outras enzimas estudadas. A celulose é o polissacarideo mais abundante
encontrado em substratos vegetais, sendo um componente fundamental na estrutura da célula
vegetal e este é o polimero encontrado mais abundantemente em ambientes terrestres (LIMA et al.,
2005; ZHANG et al., 2006). Estudos prévios consideravam a celulose o principal polissacarideo
utilizado como fonte de carbono pelo fungo mutualista (MARTIN; WEBER, 1969), porém, estudos
recentes demonstraram que a degradacdo da celulose por esse fungo é baixa, quando comparada
com outros polissacarideos como pectina, xilana e amido (SIQUEIRA et al., 1998; ABRIL;
BUCHER, 2002; 2004; SILVA et al., 2006c). Suen e colaboradores (2010) demonstraram através

de métodos independentes de cultivo que bactérias estdo envolvidas na degradacéo da celulose no
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jardim de fungo. Com base no nimero de fungos produtores de celulase observados no presente
estudo é possivel sugerir que estes também atuem na degradacgdo desse polissacarideo, assim como
as bactérias e leveduras (SUEN et al., 2010, MENDES et al., 2012).

Arcuri (2013) observou que 37,6% das leveduras analisadas em seu estudo eram produtoras
de CMCase, ja Mendes e colaboradores (2012) observaram que 43% dos isolados eram produtores
dessa mesma enzima. Comparado com esses trabalhados, o presente estudo recuperou uma maior
proporcdo de fungos produtores de CMCase (76%). E possivel que os fungos colaborem,
juntamente com bactérias e leveduras, na degradacdo da celulose presente nos jardins das formigas
(SUEN et al., 2010; MENDES et al., 2012).

A enzima polimetilgalacturonase apresentou a segunda maior porcentagem de isolados
produtores (71%). Substancias pécticas sdo encontradas em abundéncia na natureza, pois fazem
parte da lamela média e atua como uma camada adesiva entre as paredes das células vegetais
(ROMBOUTS, PILNIK, 1980; ALKORTA et al., 1998). E sabido que um grande nimero de fungos
filamentosos e bactérias provenientes de ambientes com grande quantidade de pectina (i. e. folhas,
flores, frutos, entre outros) sdo capazes de produzir enzimas do complexo pectinolitico (GEETHA
et al., 2012). Talvez o grande nimero de fungos produtores de polimetilgalacturonase encontrado
nesse estudo, ocorreu pelo fato de que os mesmos tenham sidos isolados de um ambiente rico em
substratos de origem vegetal (jardim de fungo). Pectinases séo produzidas em grandes quantidades
por L. gongylophorus (SIQUEIRA et al., 1998; SILVA et al., 2006c), pois atuariam na quebra das
células vegetais, permitindo o acesso do fungo aos outros nutrientes contidos nas células.

Segundo a analise de correspondéncia (Figura 5), todos os ninhos apresentaram um padréo
semelhante em relacdo aos isolados produtores de polimetilgalacturonase, com excegéo do ninho 3
(A. capiguara) e o ninho 8 (A. sexdens rubropilosa), que apresentaram as maiores proporcoes de
isolados produtores. Em relagdo & composi¢do de fungos, os dois ninhos compartilnam apenas cinco
géneros (Colletotrichum, Cytospora, Fusarium, Mycosphaerella, Pestalotiopsis); contudo, a
composic¢do néo influenciou na proporgéo de isolados produtores de polimetilgalacturonase, pois a
maioria dos isolados desses ninhos foram produtores dessa enzima. Esses resultados corroboram
com os resultados obtidos para a enzima celulase, a qual a composi¢do de espécies néo foi o fator
que influenciou no perfil de isolados produtores dessa enzima (Apéndice 2).

Uma baixa proporcéo de fungos produtores de poligalacturonase foi observada neste estudo
(37%), quando comparada as demais enzimas avaliadas. Pode-se observar que trés dos quatro

ninhos de A. sexdens rubropilosa apresentaram um perfil semelhante em relagdo & producéo desta
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enzima (Figura 4). Esses trés ninhos foram os que apresentaram as maiores proporgoes de isolados
produtores de poligalacturonase do estudo. Carreiro (2000) relatou que 53% de leveduras isoladas
de ninhos de A. sexdens rubropilosa apresentaram a capacidade de produzir enzimas pectinoliticas
(poligalacturonase e polimetilgalacturonase). A mesma autora relatou que 30% das leveduras
isoladas do ninho de A. sexdens rubropilosa foram capazes de assimilar o produto final da hidrélise
da pectina (i.e. &cido galacturdnico). Ainda em relacdo as leveduras, Mendes e colaboradores
(2012) demonstraram que uma elevada proporcao de isolados obtidos de jardim (64% em A. texana
e 79% em Acromyrmex spp.) foi capaz de assimilar &cido galacturénico. Arcuri (2013) observou
que 42,1% dos isolados analisados eram produtores da enzima poligalacturonase e que 70,6% dos
isolados eram capazes de assimilar o principal produto da hidrolise dessas substancias (&cido
galacturdnico). Os dados obtidos em ambos os estudos sugerem que o papel desempenhado pelas
leveduras no jardim das formigas cortadeiras, além da degradagdo do substrato vegetal, seria a
detoxificagdo do ninho através do consumo de &cido galacturdnico, prevenindo o acimulo desse
composto no jardim, visto que este é considerado toxico para as operéarias (SILVA et al., 2003). Se
os fungos filamentosos produtores de poligalacturonase encontrados no presente estudo também
assimilarem &cido galacturénico, os mesmos também podem contribuir, junto com as leveduras, na
homeostase dos ninhos.

A enzima xilanase foi produzida por 53% do total de isolados. Pode-se notar que trés dos
quatro ninhos de A. capiguara analisados no presente estudo apresentaram um perfil semelhante em
relacdo a produgdo dessa enzima (Figura 4). A proporcdo de fungos produtores de xilanase nos
ninhos 1, 2 e 4 foi de 66, 75 e 100%, respectivamente. Em relacdo & composicdo de espécies nesses
trés ninhos pode-se observar a predominancia do género Penicillium (23% do total dos isolados
dessa espécie de formiga), seguido do género Cladosporium correspondendo a 16 isolados (13%).

Em relacdo as gramineas, é sabido que as folhas desses vegetais apresentam uma maior
quantidade de xilana e arabinoxilana em sua estrutura, quando comparada com dicotileddneas que
possuem grande quantidade de xiloglicanas e pouca quantidade de xilana (BRAUN; RODRIGUES,
1993). Assim, o fato de encontrar um perfil enziméatico dos fungos associados as cortadeiras de
monocotileddneas voltado para as xilanases pode estar intimamente ligado a composicéo estrutural
desse substrato.

O presente estudo demonstrou a grande quantidade de isolados produtores de enzimas
presentes nos jardins das formigas. Entrentanto, recentemente, Aylward e colaboradores (2013)

realizaram andlises metaprotedmicas e demonstraram que apenas um espectro de massa estava
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relacionado as enzimas lignoceluloliticas derivadas de bactérias e os outros 81.000 espectros de
massa obtidos, estavam relacionados com enzimas produzidas pelo fungo mutualista. Assim, esses
autores sugerem que o fungo mutualista & o micro-organismo mais ativo metabolicamente no jardim
de fungo, contrastando com o trabalho de Suen et al. (2010) e as hipdteses levantadas por Mendes et
al. (2012). Entretanto, Aylward et al. (2013) estudaram ninhos de formigas mantidas no laboratorio.
Em é&reas naturais, ninhos dessas formigas podem passar por situacdes de desequilibrio (ataque por
parasitas, como Escovopsis sp.), nas quais as formigas ou o fungo mutualista ndo desempenham as
funcdes vitais para a coldnia (PAGNOCCA et al., 2012). Portanto, nessas fases do ninho, bactérias,
leveduras e fungos filamentosos podem influenciar o metabolismo do jardim, através da produgéo
de enzimas que degradam o material vegetal. Assim, estudos futuros utilizando metaprotedmica

deverdo considerar diferentes fases do ciclo do jardim de fungo.

6.4 Experimento de crescimento do fungo mutualista

Nesse ensaio o fungo mutualista foi cultivado nos produtos de hidrélise gerados da quebra
enzimética de polimeros vegetais, promovida por P. citrinum e F. solani. Como esperado, o maior
crescimento do fungo das formigas foi observado no controle positivo (meio YNB suplementado
com glicose), em contrapartida, o menor crescimento foi observado no controle negativo (meio
YNB, Tabela 5). O fato de ser observado crescimento no controle negativo provavelmente esteja
relacionado o uso de nutrientes de reserva do fungo (ABRIL; BUCHER, 2002).

Quando o fungo mutualista foi cultivado nos produtos da quebra da CMC, realizada por P.
citrinum e F. solani, notou-se que o crescimento de L. gongylophrous foi significativamente maior
que o controle negativo, porém, menor do que no controle positivo. Martin e Weber (1969)
sugeriram que a principal fonte de nutricdo do fungo mutualista seriam os produtos da hidrélise da
celulose. Contudo, estudos posteriores demonstraram que o crescimento do fungo em meio
contendo celulose como Unica fonte carbono é baixo, quando comparado com o crescimento em
outras fontes de carbono (SIQUEIRA et al., 1998; SILVA et al., 2006¢). Esses autores alegam que a
glicose utilizada para o desenvolvimento do fungo seria proveniente da quebra do amido e ndo da
celulose. Desta forma, podemos sugerir que o metabolismo dos fungos P. citrinum e F. solani
influenciou o crescimento do fungo mutualista através da hidrdlise da CMC com consequente
liberacdo de glicose, permitindo o crescimento do fungo mutualista em uma condicdo de cultivo

previamente relatada como nédo sendo ideal para seu desenvolvimento (SIQUEIRA et al., 1998;
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SILVA et al., 2006c). Esse resultado indica que fungos presentes nos ninhos das formigas podem
influenciar de maneira positiva o desenvolvimento do fungo mutualista.

O fungo mutualista apresentou a menor biomassa quando cultivado no produto de hidrélise
das substéncias pécticas utilizadas no experimento (i.e. pectina de maga e &cido poligalacturdnico).
Siqueira e colaboradores (1998) cultivaram o fungo mutualista em diferentes fontes de carbono e foi
observado que, depois da celulose, a fonte que menos induziu o crescimento do fungo mutualista foi
0 4cido galacturénico, produto da hidrolise de substancias pécticas. Mesmo com a agdo enzimatica
dos fungos P. citrinum e F. solani no meio utilizado, ndo foi observado um crescimento
significativo de L. gongylophorus. Assim, os resultados obtidos corroboram com resultados
previamente observados (SIQUEIRA et al., 1998; SILVA et al., 2006c).

Semelhantemente aos produtos de hidrolise de CMC, os produtos de hidrolise de xilana
proporcionaram uma maior biomassa de L. gongylophorus em relagéo ao controle negativo (Tabela
5). Estudos prévios demonstraram que a fonte de polimero vegetal que mais induz o crescimento do
fungo mutualista é a xilana (SIQUEIRA et al., 1998; SILVA et al., 2006c¢). Esse polissacarideo de
cadeia curta e altamente ramificada é encontrado na célula vegetal entres as camadas de lignina e
celulose, a qual é formada principalmente por unidades monomeéricas de xilose (BOM; FERRARA,
2007). Além da glicose, Siqueira e colaboradores (1998) observaram que a Xxilose também
proporciona um crescimento do fungo mutualista. A agéo enzimatica de P. citrinume F. solani teve
como consequéncia a liberacéo de xilose no meio, a qual provavelmente permitiu o crescimento do
fungo.

Um fato relevante a ser destacado € o aumento da concentracdo de agUcares residuais apos o
cultivo do fungo mutualista, quando este foi cultivado em todos os produtos de hidrélise gerados
por F. solani; com excecdo dos produtos do &cido poligalacturénico (Tabela 5). Os resultados
observados podem indicar que houve uma inducdo do metabolismo do fungo mutualista para
hidrolisar os polissacarideos remanescentes do cultivo de F. solani, com consequente liberacdo de
aclcares redutores. E provavel que a concentracio de aglicares prévia ao cultivo do fungo
mutualista ndo foi o suficiente para o seu desenvolvimento, portanto, o fungo das formigas
necessitou degradar os polimeros remanescentes no meio. Alternativamente, a indugdo observada
pode ser devida a modificagdes do substrato ou a producdo de algum composto por F. solani.

Em relagdo ao fungo P. citrinum, foi observado um decréscimo na concentracéo de agucares
redutores nos meios, apds o cultivo do fungo L. gongylophorus, com excecdo do &cido

poligalacturénico. O decréscimo dos agUcares provavelmente ocorreu pelo consumo desses pelo
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fungo mutualista. Ao contrério do observado para os produtos de hidrolise gerados por F. solani, a
concentracdo dos produtos gerados por P. citrinum talvez foi o suficiente para sustentar o
crescimento significativo de L. gongylophorus, em relagdo ao controle negativo.

Com relacdo aos produtos de hidrélise do &cido poligalacturénico gerados por P. citrinume
F. solani, observou-se um aumento na concentracdo desses produtos, mesmo ap06s o cultivo do
fungo mutualista. Essa variacdo é provavelmente devida ao fato de L. gongylophorus ndo ser um
bom assimilador de 4cido galacturénico e formar biomassa nessa fonte de carbono (SILVA et al.,
2006c¢). Portanto, era esperado um baixo crescimento do fungo mutualista nos ensaios do presente
estudo (Tabela 5).

Os resultados obtidos no presente estudo sugerem que fungos presentes nos jardins das
formigas cortadeiras podem, de certa forma, influenciar o crescimento do fungo mutualista,
corroborando a hipotese levantada por Mendes et al. (2012). Assim, a acdo enzimatica sinérgica de
varios micro-organismos associados ao jardim de fungos das formigas cortadeiras € um aspecto

relevante a ser considerado na interagdo formiga-fungo.

6.5 Potencial biotecnoldgico de fungos encontrados nos jardins de formigas cortadeiras

No geral, a maior atividade enzimética foi para a xilanase produzida pelo fungo P. citrinum,
quando cultivado em grama. E sabido que substratos que apresentam grande quantidade de xilana
em sua estrutura, geralmente induzem a producdo de enzimas do complexo xilanolitico e, por sua
vez, sdo utilizados em estudos que visam & selecdo de micro-organismos com esse potencial
enzimético (MILAGRES et al., 1993). Nesse sentido, pode-se sugerir que a atividade enzimatica de
xilanase apresentada por P. citrinum esteja possivelmente relacionada a origem de isolamento desse
fungo, pois é sabido que gramineas apresentam uma maior quantidade de xilana na parede celular,
quando comparada com plantas dicotiledoneas (BRAUN; RODRIGUES, 1993). Nesse sentido, a
producéo de xilanases de P. citrinum pode estar relacionada ao tipo de substrato presente no jardim
de fungo de A. capiguara, o qual é basicamente composto por fragmentos de gramineas.

Adicionalmente, diversos autores demonstraram que os fungos que se destacam na produgéo
de xilanases séo os representantes dos géneros Aspergillus (FERREIRA et al., 1999; GHANEM et
al., 2000; De SOUZA et al., 2001; LU; LII; WU, 2003; MORETTI et al., 2012) e Penicillium
(ASSAMOI et al., 2008; 2010; TERRASAN, 2011). Portanto, o fato de encontrar P. citrinum no



58

jardim de fungo das formigas cortadeiras corrobora os dados da literatura em relagdo ao potencial
de Penicillium sp. na producéo de xilanases.

Segundo Anderson e Akin (2008) o uso de outras gramineas como alternativa a cana-de-
aclcar, ¢ uma abordagem promissora na produgdo do etanol, visto que as gramineas podem
apresentar uma menor quantidade de lignina em sua estrutura, facilitando o acesso a polissacarideos
que gerem acUcares fermentesciveis. Nesse sentido, a expressiva atividade xilanolitica de P.
citrinum em grama é um aspecto a ser destacado como uma potencial linhagem para estudos
futuros.

Pode-se sugerir que a baixa atividade enzimética para xilanase de F. solani, comparada com
P. citrinum, tenha se dado por caracteristicas metabolicas desse micro-organismo. Apesar de todos
0s substratos oferecidos para o fungo apresentarem xilana em sua estrutura, pode ser que o aparato
metabolico do fungo ndo esteja voltado & degradacdo desse polissacarideo, mas sim de outros
componentes do substrato vegetal. Evidéncia que reforga tal resultado é o fato de F. solani ser
isolado de jardins de cortadeira de dicotileddnea; e que tal substrato apresenta menor quantidade de
xilana em relacdo as gramineas (BRAUN; RODRIGUES, 1993).

Em relacdo a enzima pB-glicosidase produzida por ambos os fungos, foi observado uma
maior atividade enzimética quando estes foram cultivados em eucalipto (Tabela 6). Moretti e
colaboradores (2012) demonstraram que o farelo de trigo proporcionou uma maior atividade
enzimética de B-glicosidase de duas linhagens de fungos termofilicos, quando comparado aos
demais substratos. Apesar do farelo de trigo ser amplamente utilizadoem estudos de produgéo
enzimética, pode-se notar que outros substratos naturais também induzem a produ¢do de uma maior
quantidade de enzimas.

A producdo de CMCase de ambos os fungos foi considerada baixa quando comparada com
as outras enzimas. Wood (1971) analisou a atividade de CMCase do fungo F. solani cultivado em
meio sintético. O autor observou uma atividade enzimética expressiva para esta enzima, as quais
variaram de 388 a 430 U mL™ em diferente condices de cultivo. Embora a producio de CMCase
obtida no presente estudo ndo seja semelhante & encontrada por Wood (1971), é provavel que as
condicBes de cultivo utilizadas no presente estudo ndo foram favoraveis para a producdo dessa
enzima.

No caso da FPase as atividades observadas também foram baixas para ambos os fungos e
estdo de acordo com resultados de outros estudos. Por exemplo, Moretti et al. (2012) observaram
uma atividade que variou de 0,2 a 3,2 U g™ para 27 fungos termofilicos e termotolerantes. Vale



59

ressaltar que a dosagem das FPases nem sempre demonstra a verdadeira atividade enzimatica das
celulases na reagdo (PERCIVAL ZHANG; HIMMEL; MIELENS, 2006). Isso pode ser confirmado
pela atividade enzimatica de B-glicosidase obtida para ambos os fungos (Tabela 6).

A producéo de Exo-PG de P. citrinum foi semelhante em grama e em farelo de trigo/bagaco,
sendo maior em relacdo a atividade observada quando o fungo foi cultivado em eucalipto. Silva e
colaboradores (2002) avaliaram o potencial de producdo de enzimas pectinoliticas pelo fungo
Penicillium viridicatum em diferentes substratos agroindustriais. Os autores observaram uma
producdo maxima de 27,0 U g da enzima poligalacturonase por esse fungo, apds oito dias de
incubacdo. Foi observado que o fungo apresentou uma maior atividade desta enzima quando
cultivado em diferentes substratos, chegando a uma produgdo méaxima de 55,2 U g, quando
cultivado em bagaco de laranja/farelo de trigo. Os autores observaram que a presenga do bagaco de
laranja aumentou significativamente a producdo desta enzima pectinolitica. Sabe-se que frutas
citricas em geral, apresentam grande quantidade de pectina. No caso da laranja, a quantidade de
pectina em peso seco da fruta pode chegar até a 28% da composicao total (JAYANI; SAXENA,
GUPTA, 2005). E possivel sugerir que o uso de substratos alternativos na avaliagio do potencial
enzimético desse fungo, por exemplo, substdncias com maior concentragcdo de pectina em sua
estrutura, poderia aumentar a atividade desta enzima consideravelmente, assim como foi relatado
por Silva et al. (2002)

No geral, o fungo P. citrinum apresentou atividades enziméticas proximas quando cultivado
em grama e substrato agroindustrial para todas as enzimas e superou a maioria das atividades
enziméticas do fungo F. solani. Com os resultados obtidos, sugere-se que P. citrinum apresenta um
aparato enzimético voltado & degradacdo da xilana. Utilizando procedimentos de otimizagéo e
planejamento experimental, é possivel que a producdo de xilanase seja aumentada
consideravelmente, bem como a producéo das demais enzimas analisadas.

Os jardins de fungo das formigas cortadeiras é um ambiente pouco explorado do ponto de
vista biotecnolégico (POULSEN, 2010). Diversos trabalhos relatam a presenca de micro-
organismos associados aos ninhos, porém, até o presente momento, nenhum estudo buscou avaliar o
potencial desses micro-organismos. O presente estudo demonstra o potencial enzimético de fungos
associados ao jardim das formigas cortadeiras e abrem janelas para estudos futuros. Por exemplo, as
xilanases de P. citrinum podem ter diversas aplicagdes como, por exemplo, no branqueamento de
polpas celuldsicas na indUstria papeleira, clareamento de sucos e producéo de alimentos na inddstria

alimenticia, tratamento de efluentes com geracdo de produtos de interesse, entre outras (BEG et al.,
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2001). Considerando a elevada diversidade de micro-organismos presentes nos jardins de fungo das
formigas cortadeiras, esse “ambiente” pode ser considerado um reservatorio de micro-organismos

com potencial pouco explorado.
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7 CONCLUSOES

e O método de triagem utilizado foi aplicado com sucesso, facilitando o estudo das 235 linhagens
utilizadas no presente trabalho. Apesar do método ndo garantir reprodutibilidade para uma das
enzimas avaliadas, este constitui em uma alternativa rdpida para acessar o potencial
biotecnoldgico de fungos de origem ambiental. Nesse sentido, 0 método proposto pode ser (til

em estudos de bioprospeccao.

e As diferencas nos perfis enziméticos dos fungos encontrados nos jardins de A. sexdens
rubropilosa e de A. capiguara estéo relacionadas ao tipo de substrato vegetal que esses insetos
forrageiam para o cultivo do fungo mutualista. Esse resultado sugere que cada espécie de
formiga pode abrigar uma comunidade de fungos com perfil metabdlico voltado para a

degradacéo do substrato vegetal encontrado no ninho.

e L. gongylophorus é capaz de crescer nos produtos de hidrélise de polissacarideos gerados pelo
metabolismo de outros fungos. Embora o crescimento seja estatisticamente menor que o do
controle positivo, os resultados obtidos reforgam a hipotese de que micro-organismos presentes
nos jardins de fungos podem atuar na degradagéo do substrato vegetal e fornecer nutrientes para

o crescimento do fungo mutualista no jardim de fungo.

e O presente estudo demonstrou o potencial enzimético de fungos isolados de um ambiente até o
momento pouco explorado do ponto de vista biotecnolégico. Penicillium citrinum destacou-se,
dentre os outros fungos isolados dos jardins das formigas cortadeiras, pela expressiva producéo
de xilanases com potencial para aplicacbes em diversas areas. Tendo em vista os resultados
obtidos, ninhos de formigas cortadeiras podem ser considerados como uma fonte de recursos

genéticos microbianos a ser explorada.
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8 PERSPECTIVAS

Os resultados obtidos nos ensaios de crescimento do fungo mutualista sinalizam um possivel
papel dos micro-organismos associados ao jardim de fungo. Para suportar a hipdtese de que o
metabolismo de polissacarideos do jardim também tenha a influéncia de outros micro-organismos,
s80 necessarios estudos in vivo para determinar o real papel desses fungos em condices sistémicas
(na presenga de todos 0s parceiros da associagéo).

A abundéncia de isolados produtores de enzimas sinaliza o potencial biotecnoldgico do
jardim de fungo. A cole¢do de fungos avaliada no presente estudo é apenas uma parte da colecédo de
fungos provenientes de formigas cortadeiras mantida no acervo da CRM-UNESP. O presente
estudo caracterizou e demonstrou o potencial biotecnolégico de parte desse recurso genético
microbiano mantido na colecéo, de tal modo, que esse aspecto motiva estudos futuros que procurem

caracterizar os micro-organismos depositados no acervo da CRM-UNESP.
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Apéndice 1 - Identificacdo dos fungos agrupados por identificacdo polifésica (utilizando marcadores morfolégicos e moleculares; PEREIRA, 2014)

I dentificagdo final

I dentificagdo morfol égica

I dentificagdo molecular - Regido ITS

NCBI-GenBank!

CcBS*

NUmero de
isolados (n)
ph? %° n. acesso’ Espécie % n. acesso Espécie

Zygomycota

Absidia sp. Absidia sp. - nd® - - - - - 1
Cunninghamella sp. Cunninghamella sp. - nd - - - - - 1
Mucor sp. Mucor sp. - nd - - - - - 1
Ascomycota

Acremoniumsp. Acremoniumsp. 572 100 JN207340  Acremoniumsp. 100 CBS 233.70 Acremonium alternatum 1
Alternariasp. Alternariasp. 551 99 HQ263343  Alternariaalternata 99, CBS 118809 Alternaria alstroemeriae 1
Aspergillus fumigatus Aspergillussp. 583 99 HQO026746  Aspergillusfumigatus 100 CBS 133.61 Aspergillus fumigatus 2
Aspergillussp. Aspergillussp. 551 99 AY373868  Aspergillus sydowii 99,8 CBS 128131 Aspergillus sydowii 1
Beltrania rhombica FNE® 577 98 GU797390  Beltrania rhombica 98,6 CBS 123.58 Beltrania rhombica 1
Bionectria ochroleuca Gliocladiumsp. 551 99 HQ607832  Bionectria ochroleuca 99.6 ATTO17 Bionectria ochroleuca 2
Cladosporium cladosporioides Cladosporiumsp. 532 100 AF393702  Cladosporiumgossypiicola 100 CBS 674.82 Cladosporium cladosporioides 3
Cladosporiumflabeliforme Cladosporiumsp. 532 100 AY463364  Cladosporium cladosporioides 100 CBS 126345 Cladosporium flabelliforme 1
Cladosporium perangustum Cladosporiumsp. 531 100 AY463364  Cladosporium cladosporioides 100 CBS 126364 Cladosporium perangustum 10
Cladosporiumsp.2 Cladosporiumsp. 533 100 KC585406  Cladosporiumcladosporioides 100 DTO 109-E9 Cladosporium cladosporioides 4
Cladosporiumsp.3 Cladosporiumsp. 533 100 KC585406  Cladosporiumcladosporioides 100 DTO 109-E9 Cladosporium cladosporioides 2
Colletotrichumsp. 1 Colletotrichumsp. 1 566 99 FJ810513 Glomerella acutata 100 CBS 129821 Colletotrichumsp. 3
Colletotrichumsp. 2 Colletotrichumsp. 2 556 99 JX010186 Colletotrichum queend andicum 100 CBS 112983 Colletotrichum gloeosporioides 1
Colletotrichumsp. 3 Colletotrichumsp. 3 566 100 JX519219 Colletotrichum paspali 97,4 CBS 125086 Colletotrichum navitas 1
Curvulariasp.1 FNE 508 99 GUO073102  Curvulariaintermedia 99,6 FMR 11510 Curvularia intermedia 1
Curvularia sp.2 Curvularia sp. 557 99 JQ885447 Cochliobolus lunatus 99,3 CBS 294.61 Curvularia lunata 2
Curwvularia sp. 3 Curwvularia sp. 2 569 99 JQ936099 Cochliobolus sativus 98,9 CBS 127.088 Bipolaris gossypina 1
Curwvulariasp. 4 Curwvularia sp. 3 571 100 JIN943416 Cochliobolus geniculatus 100 CBS 164.60 Curwvularia fallax 2
Curvularia trifolii Curwvularia sp. 1 587 99 JN712458 Curvularia trifolii 99,4 CBS 156.35 Curvularia pallescens 3
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I dentificagdo final

I dentificagdo morfol gica

I dentificagdo molecular - Regido ITS

NCBI-GenBank!

CcBS*

NUmero de
isolados (n)
ph? %3 n. acesso’ Espécie % n. acesso Espécie
Cytospora variostromatica FNE 592 97 DQ243798  Cytospora variostromatica 96,8 CBS 118564 Cytospora variostromatica 2
Cytospora eucalypticola FNE 589 99 DQ923539  Valsafabianae 98,7 CBS122689 Cytospora eucalypticola 1
Cytosporasp. FNE 575 99 DQ243804  Cytosporaacaciae 94,1 CBS 116854 Cytospora nitschkei 1
Discosia sp. FNE 570 99 AB594783  Discosia sp. 95,4 CBS 173.65 Robillarda sessilis 2
Dothideomycetes sp. FNE 539 96 JQ760325 Dothideomycetes sp. 95,6 - Dothideomycetes sp. 11
Drechdlera micropus FNE 580 99 HM997113  Dothideomycetes 99,6 CBS 127235 Drechdlera micropus 9
Epicoccum nigrum Epicoccum nigrum 527 99 FJ424241 Epicoccumnigrum 99,5 CBS 396.84 Epicoccum nigrum 2
Epicoccum sorghi FNE 516 99 KC106717  Epicoccumsorghi 99,6 CBS 301.89 Epicoccum sor ghi 1
Eutypella sp.1 FNE 572 98 EU088364  Eutypellasp. 98 CBMAI 860 Eutypella sp. 1
Fusarium equi seti Fusariumsp. 528 100 GQ505694  Fusariumequiseti 100 NRRL 34034 Fusariumincarnatum- equiseti 3
Fusariumoxysporumspecies complex  Fusariumsp. 526 100 HQ651161  Fusariumoxysporum 100 CBS 220.49 Fusarium oxysporum 1
Fusariumsolani species complex Fusariumsolani 550 100 FJ345352 Fusariumsolani 100 NRRL 46685 Fusariumsolani 3
Geomycessp. FNE 542 94 GU222395  Geomyces pannorum 95,5 - Geomyces pannorum 3
Guignardiasp. FNE 619 99 JQ743587 Guignardia mangiferae 100 CBS 373.54 Guignardia philoprina 2
Mycosphaerella sp.1 FNE 514 99 EU167579  Mycosphaerella crystallina 99,8 CBS 120741 Mycosphaerella heimii 2
Mycosphaerella sp.2 FNE 514 99 EU167579  Mycosphaerella crystallina 99,8 CBS 120741 Mycosphaerella heimii 1
Mycosphaerella sp. 3 FNE 528 99 DQ303083  Pseudocercospora sp. 99,8 CBS 111373 Pseudocercospora sp. 6
Neofusi coccum eucal yptorum FNE 559 100 EUB60376  Neofusi coccum eucal yptorum 98,9 CBS 115679 Botryosphaeria eucalyptorum 1
Neofus coccum parvum FNE 561 99 EU650672  Neofusi coccum parvum 99,8 CBS 121486 Neofusi coccum parvum 3
Nigrospora oryzae FNE 539 98 DQ219433  Nigrospora oryzae 98,5 CBS 480.73 Nigrospora oryzae 2
Nigrosporasp. FNE 532 88 JQ026216 Nigrosporasp. 84,9 DTO 115-H5 Nigrospora oryzae 2
Oidiodendron sp. FNE 441 99 AF307773  Oidiodendron tenuissimum 100 CBS 114896 Oidiodendron setiferum 1
Paecilomyces sp. Paecilomyces sp. 575 90 JN899328 Talaromyces purpureus 90 CBS 475.71 Talaromyces purpureus 3
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I dentificagdo molecular - Regido ITS

| dentificago final I dentificagio morfoldgica NCBI-GenBank' cBs! NGmero de
isolados (n)
ph? %3 n. acesso’ Espécie % n. acesso Espécie
Paraphaeosphaeria michotii FNE 566 99 HQ630993  Paraphaeosphaeria michotii 99.8 CBS 591.73 Paraphaeosphaeria michotii 1
Penicilliumcitrinum Penicilliumsp. 536 99 FJ466705 Penicilliumcitrinum 100 CBS 252.55 Penicilliumcitrinum 20
Penicilliumsp. 1 Penicilliumsp. 1 560 99 JN686455 Penicilliumsp. 97,4 CBS 287.36 Penicillium sclerotiorum 2
Penicilliumsp. 2 Penicilliumsp. 2 562 99 HQ607919  Penicilliumverruculosum 99 CBS 321.48 Penicillium primulinum 3
Penicilliumsp. 3 Penicilliumsp. 3 562 99 JX965247 Talaromycesamestol kiae 99 CBS 101965 Talaromyces purpurogenus 2
Penicilliumsp.4 Penicilliumsp.4 468 99 HQ149324  Penicilliumcalidicanium 98,7 CBS 322.48 Penicilliumduclauxii 1
Penicilliumsp. 5 Penicilliumsp. 5 569 98 AY373921  Penicilliumjanthinellum 99,2 CBS 447.74 Eupenicillium javanicum 1
Pestal otiopsis sp. Pestalotiopsis sp. 588 99 AF409994  Pestalotiopsissp. 99 - Pestalotiopsis sp. 2
Phaeomoniella sp. FNE 595 96 JIN628143 Phaeononiella sp. - - - 1
Phaeosphaeria herpotrichoides FNE 569 98 AJ608969 Leptosphaeria sp. 98,4 CBS-387.86 Phaeosphaeria herpotrichoides 2
Phaeosphaeria sp.1 FNE 483 95 JF449863 Uncultured Pleosporales 96,3 CBS 120248 Phaeosphaeria brevispora 1
Phaeosphaeria sp.2 FNE 568 100 AJ496628 Septoria arundinacea 100 CBS 578.86 Phaeosphaeria phragmitis 1
Phaeosphaeriopsis sp. FNE 529 99 JQ936272 Phaeosphaeriopsis sp. 99,8 MPB17A Phaeosphaeriopsis sp. 1
Phanerochaete sp. FNE 621 98 AF475150  Phanerochaete sordida 100 CBS 109679 Ganoderma tornatum 4
Phoma sp. FNE 523 99 EU167565  Peyronellaea pinodella 99,5 CBS 346.82 Phoma dimorpha 2
Phomopsissp.1 FNE 559 99 JN153070 Phomopsissp. 97,1 CBS 127270 Diaporthe novem 3
Phomopsissp.2 FNE 558 97 JN153056 Phomopsissp. 96,6 CBS 123208 Diaporthe foeni culacea 2
Phomopsissp.3 FNE 559 99 KC343164  Diaporthe oxe 96,9 CBS 127270 Diaporthe novem 1
Phomopsissp.4 FNE 562 100 JN153062 Phomopsissp. 95,5 CBS 123208 Diaporthe foeni culacea 3
Phomopsissp.5 FNE 557 99 GQ370368  Phomopsissp. 97,8 CBS 127270 Diaporthe novem 1
Phomopsissp.6 FNE 560 99 JN153053 Phomopsissp. 99 CBS 117016 Phomopsislongicolla 1
Preussia sp. 1 Preussia sp. 1 524 99 HQ607898  Preussiasp. 99,6 UFMGCB 5026 Preussia sp. 6
Preussia sp. 2 Preussia sp. 2 541 100 HQ607926  Preussiasp. 97,9 CBS 117680 Preussia pérsica 1
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I dentificagdo molecular - Regido ITS

| dentificago final I dentificagio morfoldgica NCBI-GenBank' cBs! NGmero de
isolados (n)
ph? %3 n. acesso’ Espécie % n. acesso Espécie

Preussia sp. 3 Preussia sp. 3 568 90 GQ203765  Preussiaterricola 91,9 CBS 117679 Preussia polymorpha 1
Pseudoplagiostoma sp. FNE 588 99 GU973533  Pseudoplagiostoma eucalypti 99 CBS 115722 Pseudoplagiostoma oldii 1
Purpureocilliumlilacinum Purpureocilliumlilacinum 577 100 HQ842837  Purpureocilliumlilacinum 99 CBS 100379 Purpureocilliumlilacinum 4
Robillarda sp. FNE 570 93 FJ825373 Robillarda sessilis 93 - Robillarda sessilis 2
Setophoma chromolaena - 571 98 KF251244.  Setophoma chromolaena 97,7. CBS 135105 Setophoma chromolaena 2
Sordariomycetes sp. 1 FNE 528 99 JQ761926 Sordariomycetessp. 99,8 - Sordariomycetes sp. 1
Spegazzinia sp. Spegazzinia sp. 558 100 JQ673429 Spegazzinia tessarthra 92,8 CBS 361.58 Spegazzinia lobulata 1
Tetraplogphaeria sp. FNE 536 100 HQ607877  Ascomycota sp. 100 - Ascomycota sp. 1
Trichoderma deliquescens Trichodermasp. 597 - - - - - - 2
Trichoderma hamatum Trichodermasp. 582 - - - - - - 2
Trichoderma spirale Trichodermasp. 592 - - - - - - 17
Trichodermasp.1 Trichodermasp. 587 - - - - - - 1
Xylariasp. 1 Xylariasp. 1 594 97 DQ139271  Xylariasp. 84,1 CBS 126417 Xylaria hypoxylon 1
Xylariasp. 2 Xylariasp. 2 569 88 JQ327861 Xylaria berteri 85 CBS 724.69 Xylaria cornu-damae 1
Ascomycota ndo identificado 1 FNE 576 91 EU167593  Dothidea muelleri 89,6 CBS 238.66 Kabatina thujae 1
Ascomycota ndo identificado 2 FNE 575 99 JQ418348 Microsphaeropssarundinis 99 CBS 972.95 Paraconiothyriumcyclothyrioides 1
Ascomycota ndo identificado 3 FNE 529 92 AF502625  Ascomycetes 95,9 CBS 368.94 Arthopyrenia salicis 1
Basidiomycota

Agaricusfiardii FNE 557 100 JF797196 Agaricussp. 97,2 CBS 284.94 Agaricusfiardii 1
Ceriporiopsissp. FNE 612 91 FJ545252 Ceriporiopsi s subver mispora 89,3 CBS 347.63 Ceriporiopsis subvermispora 1
Grammothele sp. FNE 627 95 JIN411113 Grammothel e denticulata 94,6 - Grammothele denticul ata 1
QOudemansiella canarii FNE 626 98 HQ534101  Oudemansiella canarii 99,6 - QOudemansi€lla canarii 1
Peniophora crassitunicata FNE 619 99 GU388305  Peniophorasp. 96,2 CBS 663.91 Peniophora crassitunicata 1
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I dentificagdo final

I dentificagdo molecular - Regido ITS

NCBI-GenBank*

CcBS*

I dentificagdo morfol gica NUmero de
isolados (n)
ph? %3 n. acesso’ Espécie % n. acesso Espécie

Phlebiasp. FNE 628 99 HQ248220  Basidiomycota sp. 99 - Basidiomycota sp. 3
Phlebia subserialis FNE 638 98 HQ377286 Phlebia subserialis 97,9 UFMGCB 1883 Phlebia subserialis 1
Polyporales 1 FNE 618 99 GQ999369  Flavodon flavus 99,6 - Flavodon flavus 1
Trametes hirsuta FNE 609 99 JX861099 Trametes hirsuta 98,5 CBS 282.73 Trametes hirsuta 2
Trichosporon chiardlii Trichosporon chiardlii 512 100 HQ999971  Trichosporon chiardlii 99,4 CBS 111.77 Trichosporon chiardlii 13
Basidiomycota ndo identificado 1 FNE 620 98 JN882337 Schizophyllum commune 99 CBS 250.69 Trametes maxi ma 1

!NCBI- GenBank e CBS - bancos de sequéncias de DNA de acesso publico.

Zpares de bases das sequéncias obtidas.

® Similaridade (em %) das sequéncias comparadas com os bancos de dados.
* NGimero de acesso das sequéncias dos bancos de dados consultados.

®Fungos que ndo apresentaram esporulaco.
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Apéndice 2. Perfil metabdlico de fungos isolados de duas espécies de formigas cortadeiras
(Atta capiguara e Atta sexdens rubropilosa) em relacdo a producdo de polissacaridases

(amilase, celulase, polimetilgalacturonase, poligalacturonase e xilanase).

Caodigo?

Identificagdo 3

Enzimas®

Am

Cel Pec Pol Xil

Ninho: JSP120410-011

JSPO1.A.1.1
JSP01.A.1.2
JSP01.A.1.3
JSP01.A.2.1
JSP01.A.2.2
JSP01.A.2.3
JSP01.A.2.4
JSP01.A.2.5
JSP01.A3.1
JSP01.A.3.2
JSP01.A.3.4
JSP01.A4.1
JSP01.A4.2
JSP01.A4.5
JSP01.A5.1
JSP01.A5.2
JSP01.A5.3
JSP01.B.1.1
JSP01.B.1.2
JSP01.B.1.3
JSP01.B.1.4
JSP01.B.2.1
JSP01.B.2.2
JSP01.B.2.3
JSP01.B.3.1
JSP01.B.3.2
JSP01.B4.1
JSP01.B.4.2
JSP01.B.4.3
JSP01.B.5.2
JSP01.C.1.1
JSP01.C.1.2
JSP01.C.2.1
JSP01.C3.1
JSP01.C.3.2
JSP01.C4.1
JSP01.C5.1
JSP01.C.5.2
JSP01.C.5.3

Penicillium citrinum
Beltrania rhombica
Cladosporiumsp.3
Trichoderma spirale
Penicillium citrinum
Penicilliumsp. 1
Penicillium citrinum
Penicilliumsp. 2
Geomyces sp.
Penicilliumsp. 1
Phaeosphaeria sp.2
Drechdlera micropus
Dothideomycetes sp.
Phaeosphaeriopsis sp.
Penicillium citrinum
Penicillium citrinum
Dothideomycetes sp.
Trichoderma spirale
Trichoderma spirale
Nigrospora sp.
Cladosporium perangustum
Curvulariasp.1
Penicillium sp. 2
Curvularia sp. 3
Dothideomycetes sp.
Phanerochaete sp.
Dothideomycetes sp.
Dothideomycetes sp.
Dothideomycetes sp.
Agaricusfiardii
Drechdera micropus
Phlebia sp.
Penicillium citrinum
Drechdlera micropus
Penicilliumsp. 3
Aspergillus fumigatus
Trichoderma spirale
Trichoderma spirale
Phlebia subserialis

+ +SS ' S+ +SS+S+ +

+ S S +SS+ 4+ + 4+

+ + +

o4+ o+ 4+

+ + +

+ + + + +

+ +

T ST S +HS+H S S+ o+

S+ 0+

+ + 4+ + +

+

+ + +
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C6digo? Enzimas’
Identificagdo 3 Am Ceé Pec Pol Xil
Ninho: JSP1204-02
JSP02.A1.1 Basidiomycota néo identificado 1 - -+ -4
JSP02.A.1.2 Mycosphaerella sp. 3 - -+ - -
JSP02.A.1.3 Mycosphaerella sp. 3 - -+ -4
JSP02.A2.1 Purpureocillium lilacinum - + + -+
JSP02.A.2.2 Penicillium citrinum - + - -+
JSP02.A.2.3 Penicillium citrinum - + + -+
JSP02.A4.1 Drechdlera micropus - + - -+
JSP02.A.4.3 Dothideomycetes sp. - -+ - -
JSP02.A5.1 Peniophora crassitunicata - + + -+
JSP02.B.3.1 Cytospora sp. - + -+
JSP02.B.4.1 Drechdlera micropus - -+ - W
JSP02.B.4.2 Dothideomycetes sp. - -+ + 0w
JSP02.B.5.1 Curvularia sp. 4 - w - o+ -
JSP02.B.5.2 Xylariasp. 1 - + + -+
JSP02.C.1.1 Cladosporium perangustum - + + - 4+
JSP02.C.1.2 Soegazzinia sp. - -+ - W
JSP02.C.1.3 Phanerochaete sp. - + - -+
JSP02.C.1.4 Penicilliumsp.4 - + + -+
JSP02.C.2.1 Oudemansiella canarii - -+ -4
JSP02.C.2.2 Cladosporium sp.2 - +  + - -
JSP02.C.2.5 Ceriporiopsis sp. - -+ - 4
JSP02.C.3.1 Epicoccum sorghi - w o+ - -
JSP02.C.3.2 Dothideomycetes sp. - + +  + +
JSP02.C.3.3 Phomopsissp.4 - + + -+
JSP02.C.4.1 Cladosporiumsp.2 - + + - 4+
JSP02.C.5.1 Cladosporium perangustum - + o+ o+ -
JSP02.C.5.2 Fusarium equi seti - + - - -
JSP02.C.5.3 Cladosporium sp.2 - + + + W
Ninho: JSP120410-03
JSPO3.A1.1 Trametes hirsuta - -+ -t
JSP03.A.1.2 Cladosporium perangustum - + + - -
JSP03.A.1.3 Cytospora eucalypticola - w + - +
JSP03.A1.4 Trametes hirsuta - w + - +
JSP03.A.1.5 Nigrospora sp. - -+ - -
JSP03.A2.1 Cladosporiumsp.3 - + + - -
JSP03.A.2.2 Paraphaeosphaeria michotii - +  + o+ -
JSP03.A.2.3 Mycosphaerella sp. 3 - -+ - -
JSP03.A2.4 Dothideomycetes sp. - + + - -
JSP03.A.2.5 Penicilliumsp. 3 - +  + - -
JSP03.A3.1 Colletotrichumsp. 3 - + + 4+ -

83



84

Apéndice 2. (continuacéo)

C6digo? Enzimas’

I dentificacdo 3 Am Ceé Pec Pol Xil
JSP03.A3.4 Drechdera micropus - + - w
JSP03.A.3.5 Grammothele sp. - + o+ +
JSP03.A4.4 Pegtalotiopsis sp. - + o+ +
JSP03.A5.2 Phlebia sp. - -+ +
JSP03.A5.4 Fusarium solani species complex - + w +
JSP03.A5.5 Aspergillus fumigates - + o+ -
JSP03.B.1.1 Cladosporium perangustum - + o+ -
JSP03.B.1.3 Cladosporium perangustum - + o+ -
JSP03.B.2.1 Drechslera micropus - + o+ -
JSP03.B.3.1 Dothideomycetes sp. - -+ -
JSP03.B.4.1 Cladosporium perangustum - -+ -
JSP03.B.4.2 Penicillium citrinum - + o+ +
JSP03.B.4.4 Sordariomycetes sp. 1 - + o+ -
JSP03.B.5.1 Cladosporium perangustum - + o+ -
JSP03.B.5.2 Phaeosphaeria herpotrichoides - + - -
JSP03.B.5.3 Phaeosphaeria herpotrichoides - + o+ -
JSP03.C.1.1 Drechslera micropus - + o+ -
JSP03.C.1.2 Phanerochaete sp. - -+ +
JSP03.C.2.2 Cladosporiumsp.2 - + o+ -
JSP03.C.3.1 Drechdlera micropus - + o+ -
JSP03.C.3.2 Mycosphaerella sp. 3 - - - -
JSP03.C.3.3 Cladosporium perangustum - + w +
JSP03.C.4.1 Purpureocillium lilacinum - + - +
JSP03.C.4.2 Penicillium citrinum - + o+ +
JSP03.C.4.3 Purpureocillium lilacinum - + - +
JSP03.C.5.1 Phlebia sp. - + o+ -
Ninho: JSP120410-04
JSP04.A1.4 Penicillium citrinum - + o+ +
JSP04.A.2.3 Penicillium citrinum - - - +
JSP04.A5.1 Penicillium citrinum - - - w
JSP04.B.1.1 Curvularia sp.2 - + o+ +
JSP04.B.1.3 Penicillium citrinum - + o+ +
JSP04.B.3.1 Penicillium citrinum - + o+ w
JSP04.B.3.5 Curvularia trifolii - + - w
JSP04.B.4.1 Penicillium citrinum - + o+ +
JSP04.B.4.2 Penicilliumsp. 2 - + o+ w
JSP04.C.2.1 Penicillium citrinum - + o+ +
JSP04.C.3.3 Penicillium citrinum - w o+ +
JSP04.C.4.3 Penicillium citrinum - + - w
Ninho: JSP120410-05
JSP05.A1.1 Cunninghamella sp - + - +




Apéndice 2. (continuagdo)

C6digo? Enzimas’
Identificagdo 3 Am Ceé Pec Pol Xil
JSP05.A.1.3 Trichosporon chiarellii - w + - +
JSP05.A1.4 Preussia sp. 1 - + - - -
JSP05.A2.1 Trichoderma spirale - + + o+ -
JSP05.A.2.2 Trichosporon chiarellii - - - - W
JSP05.A.2.5' Aspergillus sp. - + + + 0w
JSP05.A4.5 Phomopsissp.5 - +  + - -
JSP05.B.1.1 Trichoderma deliquescens - w o+ - -
JSP05.B.1.2 Trichoderma spirale - w + + W
JSP05.B.1.5 Trichosporon chiarellii - - - - -
JSP05.B.2.2 Trichosporon chiarellii - - - - -
JSP05.B.2.3 Preussia sp. 2 - w - - -
JSP05.B.3.1 Trichoderma spirale - -+ - 4
JSP05.B.3.2 Trichosporon chiarellii - - - - -
JSP05.B.3.4 Phoma sp. - - - -
JSP05.B.5.1 Trichoderma spirale - -+ - -
JSP05.C.1.1 Trichosporon chiarellii - - - - -
JSP05.C.1.3 Neofus coccum parvum - + -+
JSP05.C.2.3 Trichoderma spirale - +  + o+ -
JSP05.C.4.3 Trichoderma spirale - w - + W
JSP05.C.5.3 Trichosporon chiarellii - - - - -
JSP05.C.54 Trichosporon chiarellii - - - - -
JSP05.C.5.5 Fusarium solani species complex - + + + 4+
Ninho: JSP120410-06
JSP06.A.1.1 Mucor sp. - + - - W
JSP06.A.1.2 Phomopsissp.2 - +  + o+ -
JSP06.A.2.1 Cladosporium cladosporioides - +  + o+ -
JSP06.A.2.2 Eutypdlasp.1 - +  + o+ o+
JSP06.A4.1 Phomopsis sp.6 - +  + - -
JSP06.A.4.2 Cytospora variostromatica - + - - -
JSP06.A.4.4 Colletotrichumsp. 1 - +  + o+ o+
JSP06.A5.1 Neofus coccum eucal yptorurm- - + + -+
JSP06.B.1.5 Setophoma chromolaena - w o+ - -
JSP06.B.2.1 Fusarium equiseti - + -+ 0w
JSP06.B.2.2 Curvularia trifolii - + + - -
JSP06.B.2.3 Nigrospora oryzae - + - -+
JSP06.B.2.4 Guignardia sp. - -+ - 4
JSP06.B.3.1 Phomopsis sp.2 - + w - W
JSP06.B.3.2 Pseudoplagiostoma sp. - + + + w
JSP06.B.3.5 Setophoma chromolaena - - w - -
JSP06.B.4.1 Epicoccum nigrum - -+ - 4
JSP06.B.4.2 Fusarium egui seti - -+ - 4




Apéndice 2. (continuagdo)

C6digo? Enzimas’
Identificagdo 3 Am Ceé Pec Pol Xil
JSP06.B.4.5 Robillarda sp. - w + + +
JSP06.B.5.1 Cladosporium cladosporioides - w w o+ -
JSP06.B.5.2 Ascomycota ndo identificado 1 - -+ o+ -
JSP06.B.5.5 Mycosphaerella sp. 3 - - w - -
JSP06.C.1.1 Bionectria ochroleuca - + + o+ -
JSP06.C.1.2 Preussia sp. 1 - - - - -
JSP06.C.1.3 Curvularia sp. 4 - w + + w
JSP06.C.2.1 Colletotrichumsp. 1 - w + + W
JSP06.C.2.2 Cladosporium perangustum - w o+ - -
JSP06.C.2.5 Tetraplosphaeria sp. - woo- - -
JSP06.C.3.1 Ascomycota ndo identificado 2 - + - - -
JSP06.C.4.1 Phomopsissp.1 - + + o+ -
JSP06.C.4.2 Cladosporium cladosporioides. - w - o+ W
JSP06.C.4.3 Acremonium sp. - + - - -
JSP06.C.5.1 Colletotrichumsp. 1 - +  + o+ -
JSP06.C.5.4 Bionectria ochroleuca - + -+ W
Ninho:
JSP120410-07
JSP07.A1.1 Trichosporon chiarellii - - - - -
JSP07.A.1.2 Trichoderma hamatum - +  + o+ -
JSP07.A.1.3 Curvularia sp.2 - w + - +
SJP07.A1.4 Xylaria sp. 2 - - S
JSP07.A2.1 Trichoderma spirale - + + + 0+
JSP07.A4.1 Alternaria sp. - w + + -
JSP07.B.1.1 Trichosporon chiarellii - - - - -
JSP07.B.2.5 Trichosporon chiarellii - - - - -
JSP07.B.3.1 Fusarium solani species complex - + - - W
JSP07.C.2.1 Trichosporon chiarellii - - - - -
JSP07.C.2.2 Trichosporon chiarellii - - - - -
JSP07.C.2.3 Absidia sp. - + - - -
JSP07.C.2.4 Cladosporium flabeliforme - + - - -
JSP07.C.4.1 Trichoderma hamatum - +  + o+ o+
JSP07.C.5.1 Mycosphaerella sp.1 - + + - -
Ninho: JSP120411-01
JSPO1-11.A1.1 Cytospora variostromatica - -+ o+ -
JSPO1-11.A.1.3 Neofus coccum parvum - + + -+
JSPO1-11.A2.1 Nigrospora oryzae - + w o+ 4+
JSP01-11.A.2.2 Geomyces sp. - + + - -
JSP01-11.A.2.3 Paecilomyces sp. - - - - -
JSPO1-11.A.2.5 Mycosphaerella sp. 3 - -+ - -
JSP01-11.A.3.2 Penicilliumsp. 5 - + + - -



87

Apéndice 2. (continuagdo)

C6digo? Enzimas’
Identificagdo 3 Am Ceé Pec Pol Xil
JSP01-11.A.3.3 Preussia sp. 3 -+ - -
JSP01-11.A.34 Ascomycota ndo identificado 3 +  + - -
JSPO1-11.A4.1 Colletotrichumsp. 2 + - - W
JSP01-11.A4.2 Preussia sp. 1 -+ - -
JSP01-11.A4.3 Preussiasp. 1 -+ - -
JSPO1-11.A5.1 Robillarda sp. -+ - W
JSPO1-11.A5.2 Phomopsissp.4 + + - -
JSP01-11.A.5.3 Curvularia trifolii woo- - 0w
JSPO1-11.A54 Mycosphaerella sp.1 - w - -
JSP01-11.B.1.1 Guignardia sp. -+ - 4
JSP01-11.B.1.2 Preussia sp. 1 + + - -
JSP01-11.B.1.3 Phaeosphaeria sp.1 + + - -
JSP01-11.B.1.5 Paecilomyces sp. -+ - -
JSP01-11.B.2.1 Trichoderma spirale +  + o+ -
JSP01-11.B.2.2 Preussia sp. 1 w w - -
JSP01-11.B.2.4 Phomopsissp.4 + + o+ -
JSP01-11.B.3.1 Neofus coccum parvum + + -+
JSP01-11.B.3.2 Phanerochaete sp. w o w - W
JSP01-11.B.3.3 Phaeomoniella sp. + + - 4+
JSP01-11.B.3.4 Mycosphaerella sp.2 + - -
JSP01-11.B.3.5 Oidiodendron sp. + w - w
JSP01-11.B4.1 Trichoderma spirale + w o+ w
JSP01-11.B.4.2 Trichoderma spirale + + 4+ o+
JSP01-11.B5.1 Phomopsis sp.3 + + + w
JSP01-11.B.5.2 Purpureocillium lilacinum + + - w
JSP01-11.C1.1 Trichoderma spirale + + + 0+
JSP01-11.C.1.2 Trichoderma sp.1 + - - -
JSP01-11.C.1.4 Fusarium oxysporum species complex + - - W
JSP01-11.C.2.1 Epicoccum nigrum w o+ + -
JSP01-11.C.2.2 Phoma sp. - w4+
JSP01-11.C3.1 Trichoderma spirale +  + o+ o+
JSP01-11.C.3.2 Trichoderma spirale + + o+ -
JSP01-11.C.3.3 Pegtalotiopsis . + + - 4+
JSP01-11.C.3.5 Paecilomyces sp. - - -+
JSP01-11.C4.1 Phomopsis p. + + - -
JSP01-11.C.4.2 Discosia sp. -+ - W
JSP01-11.C.4.3 Phomopsissp.1 w + - -
JSP01-11.C5.1 Discosia sp. w + - +
JSP01-11.C.5.3 Geomyces sp. + + - -

1 Cédigo adotado para identificar os ninhos de onde foram realizados os isolamentos; 2 Cédigo adotado para identificar os isolados.
® Identificacéo dos isolados obtida através de taxonomia polifasica (morfoldgica e molecular); * Sigla utilizada para as enzimas Am: amilase, Cel:
celulase, Pec: polimetilgalacturonase, Pol: poligalacturonase e Xil: xilanase.” -: negativo, +: positivo, w: fraco.



