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RESUMO 

 

Interações entre insetos e microrganismos são comuns na natureza. As formigas pertencentes à 

tribo Attini interagem com uma complexa comunidade de microrganismos, alguns mediando a 

nutrição das formigas, outros causando infecções e outros protegendo as formigas de tais infecções. 

Além do fungo basidiomiceto mutualístico obrigatório que medeia a nutrição das formigas, 

procariotos Diazotróficos das Ordens Enterobacteriales presentes no jardim de fungos e 

Rhizobiales intestinais foram propostos por mediar a incorporação de nitrogênio atmosférico em 

proteínas de formigas.  Entomoplasmatales também foram propostos para alimentar o metabolismo 

energético das formigas com acetato. Assim, as cortadoras de folhas parecem depender de uma 

comunidade microbiana para acessar os carbonos e o nitrogênio necessários à produção de milhões 

de indivíduos encontrados em uma única colônia. No presente trabalho, utilizamos técnicas 

independentes de cultivo assim como isolamento em meios de cultura para analisar microrganismos 

presentes nos abdomens de formigas do gênero Atta e Acromyrmex. Para abordagem independente 

de cultivo analisamos a classificação taxonômica dos amplicons gerados pelo sequenciamento de 

nova geração (NGS) das regiões V3 e V4 do gene ribossomal 16S bacteriano, que revelaram a 

diversidade na composição das comunidades bacterianas. Já em cultura encontramos três novos 

candidatos a parceiros, isolando frequentemente Rhizobiales, Burkholderiales e Pseudomonadales 

fixadores de nitrogênio quase idênticos do abdômen de diferentes gêneros e espécies de formigas 

cortadeiras. Esses isolados continham o gene nif e apresentaram capacidade de crescer em meios 

de cultivo a partir de nitrogênio molecular. Esses resultados apontam para múltiplas estratégias de 

nutrição de formigas para acessar o nitrogênio atmosférico. Este estudo destaca a importância das 

comunidades bacterianas associadas a formigas e fornece bases para estudos futuros sobre 

processos ecológicos que impulsionam o sucesso de formigas cultivadoras de fungos. 

 

PALAVRAS-CHAVE Attini, Alphaproteobacteria, diversidade microbiana, Mollicutes, nifH, gene 

16S rRNA. 

 

 



  

  

 

ABSTRACT 

 

Interactions between insects and microorganisms are common in nature. Ants belonging to Attini 

tribe interact with a complex community of microorganisms, some mediating ants nutrition, others 

causing infections and others protecting ants from such infections. In addition to mandatory 

mutualistic basidiomycete fungus that mediates nutrition of ants, Diazotrophic prokaryotes from 

Enterobacterial Orders present in fungal garden and intestinal Rhizobiales have been proposed to 

mediate incorporation of atmospheric nitrogen into ant proteins. Entomoplasmatales have also been 

proposed to feed ants energy metabolism with acetate. Thus, leaf cutters seem to depend on a 

microbial community to access carbons and nitrogen needed to produce millions of individuals 

found in single colony. In present work, we used independent cultivation techniques as well 

isolation in culture media from of ants abdomen of Atta and Acromyrmex genera. For culture-

independent approach, we analyzed taxonomic classification of amplicons generated by Next 

Generation Sequencing (NGS) of V3 and V4 regions of bacterial 16S ribosomal gene, which 

revealed the diversity in composition of bacterial communities. In culture, we found three new 

candidates for partners, often isolating Rhizobiales, Burkholderiales or Pseudomonadales nitrogen 

fixers almost identical to abdomen of leaf-cutting ants. These results point to multiple nutrition 

strategies for ants with atmospheric nitrogen. This study highlights importance of bacterial 

communities associated with ants and provides basis for future studies on ecological processes that 

drive success of fungus-growing ants. 

 

KEYWORDS Attini, Alphaproteobacteria, microbial diversity, Mollicutes, nifH, 16S rRNA gene.  
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PARTE 1 
1. INTRODUÇÃO 
 

Formigas cortadeiras, ou seja, aquelas nos gêneros Atta ou Acromyrmex são 

conhecidas como saúvas e quenquéns, respectivamente, e apresentam um notável sucesso 

ecológico, colonizando uma vasta área geográfica no continente americano. Seu 

comportamento especializado e organização social as tornam modelos de estudo notáveis 

(RABELING; BROWN; VERHAAGH, 2008). Por serem importantes herbívoros, podem ser 

consideradas como pragas, podendo causar danos irreversíveis e até a morte para as plantas 

(ZANETTI et al., 2014). 

O sucesso ecológico dessas formigas depende da associação com microrganismos, 

sendo que a associação primária ocorre quando usam matéria vegetal para cultivar um fungo 

basidiomiceto mutualístico conhecido como Leucoagaricus gongylophorus. O fungo cresce 

sobre o material vegetal, produzindo hifas e gongilídeos dentro dos ninhos em um sistema 

semelhante a fermentação, denominado “jardim de fungos”. Este fungo medeia parte da 

nutrição de formigas pela hidrólise dos polissacarídeos vegetais (QUINLAN; CHERRETT; 

1979; SILVA et al., 2003; SOMERA et al., 2015). 

Além do fungo mutualístico, bactérias diazotróficas (capazes de fixar nitrogênio 

atmosférico) também podem contribuir para a dieta das formigas, potencialmente mediando 

a assimilação do nitrogênio. É o caso de Enterobacteriales que vivem no jardim de fungos 

(PINTO-TOMAS et al., 2009) e Rhizobiales que vivem no intestino de formigas 

(SAPOUNTZIS et al., 2015; ZHUKOVA et al., 2017). 

Finalmente, tanto Entomoplasmatales intracelulares quanto extracelulares que vivem 

no intestino foram propostos suplementar a dieta das formigas com acetato, fornecendo 

energia extra para a produção em larga escala, de biomassa das formigas cortadeiras em 

comparação com outras formigas attíneas desprovidas deste simbionte (SAPOUNTZIS et al., 

2018). 

Na presente investigação, analisamos por meio de técnicas de Nova Geração, 

utilizando MiSeq Illumina para região V3-V4 do gene 16S rRNA, bactérias associadas ao 

abdômen de formigas cortadeiras e descobrimos que Rhizobiales sempre foram o grupo 
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bacteriano dominante, o que é compatível com uma função mutualística obrigatória. 

Encontramos também Entomoplasmatales que, dependendo da espécie, podem dominar ou 

estar ausentes em colônias gigantes de formigas saudáveis, assemelhando-se a uma 

associação parasitária ou comensal fortuita. Além disso, o gênero Rhodovulum 

(Rhodobacterales) e o gênero Wolbachia (Rickettsiales) também foram frequentemente 

encontrados em grandes quantidades relativas. 

Também acompanhamos quatro colônias de formigas cortadeiras por 24 meses (Atta 

laevigatta, Atta sexdens, Acromyrmex rugosus e Acromyrmex coronatus), isolando 

periodicamente representantes bacterianos do seu abdômen, e frequentemente encontramos 

diazotróficos quase idênticos nos gêneros Ralstonia (Burkholderiales) e Methylobacterium 

(Rhizobiales). Esses isolados provavelmente vivem fortemente aderidos ao corpo das 

formigas e são novos candidatos à integração da comunidade mutualística microbiana, 

facilitando o acesso das formigas ao nitrogênio atmosférico e outras funções. 

 

A presente Tese foi redigida detalhando os aspectos mencionados acima e, para tanto, foi 

estruturada em três partes:  

§ Parte 1. Parte introdutória escrita em língua portuguesa, composta por resumo, 

palavras-chave, Introdução, Revisão da literatura e Objetivos. 

§ Parte 2. Consiste em um artigo (submetido) oriundo da Tese, escrito em língua 

inglesa, intitulado: New diazotrophic bacteria possibly mediating leaf-cutter ant 

nutrition on atmospheric nitrogen. 

§ Parte 3. Parte final escrita em língua portuguesa contendo as conclusões e anexos.  
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PARTE 3 
 

CONCLUSÃO 

 

Os métodos aplicados no presente estudo permitiram o conhecimento da diversidade 

das comunidades bacterianas presentes no abdômen das formigas cortadeiras analisadas. 

Utilizando técnicas moleculares foi possível observar grupos de bactérias que são 

compartilhadas entre os quatro gêneros de formigas, sendo o grupo bacteriano predominante 

formado por Rhizobiales, provavelmente mutualistas diazotróficas. Porém, 

Entomoplasmatales pode eventualmente predominar em um gênero de Acromyrmex, agindo 

com parasita em infecções ocasionais. Baseado na comparação e similaridade de nossas 

bibliotecas com sequências depositadas em bancos de dados de bactérias intestinais presentes 

em cortadeiras sul-americanas, podemos supor que a associação das cortadeiras com 

bactérias em ambos os grupos é geograficamente difundida assim como a estratégia proposta 

para a suplementação de nitrogênio.  

Isolamos e cultivamos dois representantes nos gêneros bacterianos 

Methylobacterium, a partir de formigas no gênero Atta, e Ralstonia, a partir de cortadeiras 

nos gêneros Atta e Acromyrmex. Estas bactérias são comprovadamente fixadoras de 

nitrogênio, pois apresentam genes nifH e crescimento a partir de nitrogênio atmosférico. 

Sendo assim, as formigas cortadeiras analisadas parecem depender de comunidades 

bacterianas para a produção de sua  biomassa e nos parece que podem utilizar múltiplas 

estratégias, onde bactérias diazotróficas (cultiváveis e não cultiváveis) presentes no abdômen 

e no jardim de fungos podem fixar nitrogênio mediando a nutrição destas formigas. 
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