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RESUMO 

As relações das formigas da tribo Attini com seu fungo mutualista e outros micro- 

organismos são estudadas há mais de 120 anos, porém o vínculo com fungos negros foi 

recentemente descoberto e até o momento pouco explorado. O grande incentivo para a 

pesquisa nessa área ocorreu em 2007 a partir da constatação que fungos negros relacionados 

ao gênero Phialophora poderiam ser parte ativa da simbiose dessas formigas. Assim, este 

trabalho teve como objetivo explorar a diversidade de fungos negros no integumento de 

formigas cortadeiras de folhas (tribo Attini), fomentando a literatura com novas espécies 

descritas, e melhor esclarecer sua relação ecológica com outros micro-organismos simbiontes. 

De maneira geral, as principais conclusões da tese são: i) a comunidade de fungos negros no 

integumento de formigas cortadeiras de folhas é muito diversa. Os isolamentos realizados em 

dois anos de coleta mostraram espécies desconhecidas e outras reportadas pela primeira vez 

neste microambiente; ii) o método de pirosequenciamento revelou a presença de diversos 

fungos não cultiváveis e a predominância marcante do gênero Cladosporium no integumento 

de formigas cortadeiras de folhas aladas; iii) utilizando análises filogenéticas e morfológicas, 

seis espécies de Xenopenidiella, uma espécie de Penidiellopsis e um gênero da família 

Teratosphaeriaceae associados às formigas são descritos; iv) actinobactérias, como 

Amycolatopsis, Pseudonocardia e Streptomyces, encontradas no integumento de formigas 

Attini possuem a habilidade de inibir o crescimento de uma ampla gama de fungos negros, 

incluindo espécies do gênero Phialophora. Assim, o integumento das formigas cortadeiras de 

folhas mostrou ser um substrato ainda pouco explorado que contêm diversas espécies 

desconhecidas que podem exercer algum papel importante na simbiose das formigas Attini. O 

estudo de fungos negros relacionados às formigas ainda é inicial mas já se mostra promissor 

para a compreensão da complexidade microbiana deste ambiente. 

Palavras-chave: fungos dematiáceos. fungos melanizados. pirosequenciamento. 

Teratosphaeriaceae. antagonismo. 



ABSTRACT 

The relationship of Attini ants with their mutualistic fungi and other microorganisms 

are studied for over 120 years, but the connection with black fungi was recently discovered 

and so far poorly explored. Major incentive for research in this area took place in 2007 when  

it was reported that black fungi related to the genus Phialophora could be an active part of the 

ants symbiosis. Thus, this study aimed to explore the diversity of black fungi on the 

integument of leaf-cutting ants (Attini tribe), improving the literature with new species, and to 

clarify its ecological relationship with other attine symbiotic microorganisms. Overall, the 

main conclusions of the thesis are: i) the community of black fungi in leaf-cutting ants’ 

integument is diverse. Isolations performed in two collection years revealed unknown species 

and others first reported in this microenvironment; ii) the pyrosequencing method showed the 

presence of several uncultured fungi and the remarkable prevalence of Cladosporium on the 

integument of winged ants; iii) using phylogenetic and morphological analysis, six 

Xenopenidiella species, one Penidiellopsis species and one genus in the Teratosphaeriaceae 

family related to the ants are described; iv) actinomycetes, as Amycolatopsis, Pseudonocardia 

and Streptomyces, associated with the integument of Attini ants are able to inhibit the growth 

of a broad range of black fungi, including Phialophora species. Therefore, the integument of 

leaf-cutting ants proved to be a poorly explored substrate containing several unknown species 

that could play a significant role in the Attini ant symbiosis. The study of black fungi related 

to ants is still initial but it is promising for understanding the complexity of this microbial 

environment. 

Key words: dematiaceous fungi. melanised fungi. pyrosequencing. Teratosphaeriaceae.  

fungal antagonism. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

 
 

O mutualismo de formigas da tribo Attini com seu fungo cultivado (Leucocoprineae e 

Pterulaceae) é um exemplo de simbiose moldada em milhões de anos de coevolução 

(SCHULTZ; BRADY, 2008; MIKHEYEV et al., 2010). Durante a evolução, diversos outros 

micro-organismos tornaram-se parte dessa simbiose de modo que estudos sobre o consórcio 

microbiano estabelecido por esses insetos são fundamentais para a compreensão da dinâmica 

na colônia. 

As formigas da tribo Attini cultivam fungos basidiomicetos (CHAPELA et al., 1994) 

como fonte imprescindível de nutrientes (WEBER, 1972; BASS; CHERRETT, 1995) num 

arranjo característico conhecido como “jardim de fungo”. Para o cultivo deste fungo 

mutualista, as formigas dos gêneros Acromyrmex e Atta utilizam material vegetal fresco 

recém-cortado (MARICONI, 1970; WEBER, 1972), sendo, por isso, conhecidas como 

formigas cortadeiras de folhas. 

Enquanto as larvas alimentam-se de estruturas ricas em carboidratos (gongilídeos) 

produzidas  pelo  fungo  mutualista  (QUINLAN;  CHERRETT,  1979),  as  operárias também 
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obtém nutrientes da ação enzimática do fungo sobre o substrato vegetal (SILVA et al., 2003), 

da seiva das folhas durante o processo de corte (BASS; CHERRETT, 1995) e do líquido 

proctodeal produzido pelas larvas (SCHNEIDER, 2003). 

O fungo mutualista das formigas cortadeiras de folhas, Leucoagaricus 

gongylophorus, é disperso através de transmissão vertical (SCHULTZ; BRADY, 2008) 

durante o período de reprodução, chamado de vôo nupcial ou revoada. Quando uma fêmea 

alada (içá) deixa o ninho para realizar o vôo nupcial ela carrega uma pequena porção do fungo 

em sua cavidade infrabucal, e, após o acasalamento com os machos alados (bitús), as rainhas 

retornam ao solo para estabelecerem novas colônias (AUTUORI, 1941; QUINLAN; 

CHERRETT, 1979). Assim, a casta reprodutiva (içás e bitús) foi de particular interesse para 

esta tese pois contribuem com a formação da microbiota da nova colônia. 

Como as formigas Attini dependem diretamente do fungo mutualista, sua manutenção 

e proteção são de fundamental importância. Assim, esses insetos utilizam diferentes 

mecanismos para defender seus jardins de fungo de outros micro-organismos indesejáveis 

(CURRIE; STUART, 2001; FERNÁNDEZ-MARÍN et al., 2006; RODRIGUES et al.,  2008). 

Dentre os mecanismos defensivos empregados, actinobactérias do gênero Pseudonocardia, 

encontradas no integumento de formigas Attini, produzem compostos antimicrobianos que 

inibem o crescimento de fungos parasitas, como o gênero Escovopsis (POULSEN et al., 2010; 

CAFARO et al., 2011). Porém estudos recentes têm demonstrado que outras actinobactérias, 

como Amycolatopsis e Streptomyces, estão presentes no integumento dessas formigas e 

também produzem compostos antifúngicos que auxiliam na proteção das colônias (HAEDER 

et al., 2009; BARKE et al., 2010; MENDES et al., 2013; MEIRELLES et al., 2014). 

Apesar dos esforços, os mais de 120 anos de pesquisas sobre a relação das formigas 

Attini com o fungo mutualista, iniciadas com o trabalho de Möller (1893), têm mostrado que 

as formigas não conseguem eliminar micro-organismos contaminantes presentes nas colônias 

(PAGNOCCA et al., 2008; RODRIGUES et al., 2005, 2011; REIS et al., 2015). 

Embora diversos trabalhos tenham sido publicados sobre fungos isolados do ambiente 

das formigas cortadeiras de folhas, a aplicação de sequenciamento de nova geração (NGS) 

para avaliar a diversidade fúngica no integumento desses insetos ainda não foi explorada. 

Assim, pela primeira vez, apresentamos no capítulo 2 os resultados de um  

pirosequenciamento para avaliação da comunidade fúngica presente no integumento de 

formigas cortadeiras de folhas aladas (içás e bitús) de ninhos de Atta capiguara e Atta 

laevigata. 
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Fungos negros das ordens Chaetothyriales e Capnodiales têm sido frequentemente 

isolados do integumento de formigas cortadeiras de folhas, como mostrado na revisão do 

capítulo 1. A presença desses fungos em associação com as formigas tem sido considerada de 

extrema relevância, pois o nicho na natureza de muitos ainda é desconhecido e existem 

diversos relatos de fungos negros ocasionando severas infecções em humanos (VICENTE et 

al., 2008; SAUNTE et al., 2012). 

Além disso, uma parte dos fungos negros isolados do integumento das formigas 

cortadeiras de folhas constitui táxons desconhecidos e algumas novas espécies já foram 

descritas (ATTILI-ANGELIS et al., 2014; SAMERPITAK et al., 2014, 2015). Duarte et al. 

(2014) isolaram deste microambiente várias linhagens de fungos pertencentes à família 

Teratosphaeriaceae e que são melhor analisadas neste trabalho. Assim, seis espécies de 

Xenopenidiella, uma espécie de Penidiellopsis e um gênero, Simplicidiella, são descritos no 

capítulo 3, baseado em dados morfológicos e filogenéticos. 

Por ser um tema pouco explorado, o papel dos fungos negros na simbiose das formigas 

Attini ainda é desconhecido. Little e Currie (2007) isolaram massivamente colônias de 

leveduras negras (filogeneticamente próximas a fungos do gênero Phialophora; Ascomycota) 

do integumento de formigas Apterostigma (tribo Attini). Segundo esses autores, as leveduras 

negras mantêm uma associação com as formigas ao longo do período evolutivo e, portanto, 

são classificadas como simbiontes. Adicionalmente, Little e Currie (2008) propõem que a 

levedura negra possui uma relação de antagonismo com Pseudonocardia, diretamente 

competindo por nutrientes e suprimindo o crescimento dessas actinobactérias. 

Porém, outros estudos têm revelado que a diversidade de fungos negros e 

actinobactérias no integumento das formigas Attini é muito maior do que se pensava (SEN et 

al., 2009; DUARTE et al., 2014) colocando em questionamento a classificação da levedura 

negra Phialophora como simbionte. Assim, na tentativa de melhor elucidar esse complexo 

microbiano, o capítulo 4 apresenta resultados de testes de antagonismo realizados entre uma 

grande diversidade de fungos negros presentes no integumento de formigas cortadeiras de 

folhas e diferentes espécies de actinobactérias simbiontes, incluindo Amycolatopsis, 

Pseudonocardia e Streptomyces. 

O foco dessa tese foi analisar a micobiota no integumento de formigas cortadeiras de 

folhas, com destaque para os fungos negros, através de abordagens dependentes e 

independente de cultivo. A descrição de novas espécies de fungos negros presentes nas 

formigas e a constatação de relações antagônicas com outros micro-organismos simbiontes 

fornece uma imagem mais completa da complexidade dessas interações ecológicas e contribui 
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para o desenvolvimento de novas abordagens sobre a simbiose das formigas Attini com 

fungos negros. 
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Os estudos sobre fungos negros em ambientes naturais são escassos e, por isso, a 

ecologia de muitas espécies ainda é pouco conhecida. A relação desses fungos com as 

formigas da tribo Attini ampliou o conhecimento sobre seu nicho ecológico e instigou a 

hipótese de que seu reservatório natural poderia ser os ninhos desses insetos. 

O integumento de formigas cortadeiras de folhas abriga uma comunidade muito 

diversa de fungos negros. A partir deste microambiente, 13 novos táxons de fungos negros já 

foram descritos e outros se encontram em processo de análise, como Cladophialophora e 

Exophiala. Como todas essas novas descobertas vieram de uma única área geográfica, 

Botucatu (SP), e formigas do gênero Atta, muitas outras espécies novas poderão ser 

encontradas expandindo a pesquisa para outras regiões do país e diferentes espécies de 

formigas Attini. 

A utilização de técnicas de cultivo favoráveis ao crescimento de fungos negros, como  

a flotação em óleo mineral e o cultivo sem nitrogênio, foi o ponto chave para a ampla 

diversidade encontrada. Assim, a aplicação desses métodos em formigas Apterostigma (tribo 

Attini) poderá confirmar se de fato existe uma monocultura de leveduras negras no 

integumento desses insetos. 

A premissa de que os fungos negros inibem o crescimento de actinobactérias (gênero 

Pseudonocardia) precisa ser melhor investigada pois outras espécies de actinobactérias 

presentes no integumento de formigas Attini, como Amycolatopsis e Streptomyces, 

mostraram-se eficientes contra esses fungos. O espectro de ação antifúngica dessas 

actinobactérias sobre os fungos negros é outro tópico a ser aprofundado considerando que 

existe um número reduzido de agentes antifúngicos no âmbito clínico. 

A marcante presença de Cladosporium no integumento de formigas cortadeiras de 

folhas mostra que pode existir uma relação espécie-específica entre esse grupo de fungos e as 

formigas Atta capiguara e Atta laevigata. Aspectos como o antagonismo com o fungo  

parasita Escovopsis e o potencial enzimático devem ser investigados para elucidar a relação  

de Cladosporium com esses insetos. 

A relação dos fungos negros com as formigas da tribo Attini é um tema promissor a  

ser explorado para compreender as relações existentes na simbiose dessas formigas e  

fomentar a literatura com novas espécies de fungos descritas. 




