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RESUMO

As relagOes das formigas da tribo Attini com seu fungo mutualista e outros micro-
organismos sdo estudadas ha mais de 120 anos, porém o vinculo com fungos negros foi
recentemente descoberto e até o momento pouco explorado. O grande incentivo para a
pesquisa nessa area ocorreu em 2007 a partir da constatacdo que fungos negros relacionados
ao género 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 relacéo ecoldgica com outros micro-organismos simbiontes.
De maneira geral, as principais conclusdes da tese séo: i) a comunidade de fungos negros no
integumento de formigas cortadeiras de folhas € muito diversa. Os isolamentos realizados em
dois anos de coleta mostraram espécies desconhecidas e outras reportadas pela primeira vez
neste microambiente; ii) 0 método de pirosequenciamento revelou a presenca de diversos
fungos ndo cultivaveis e a predominancia marcante do género Cladosporium no integumento
de formigas cortadeiras de folhas aladas; iii) utilizando analises filogenéticas e morfoldgicas,
seis espécies de Xenopenidiella, uma espécie de Penidiellopsis e um género da familia
Teratosphaeriaceae associados as formigas sdo 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 género Phialophora. Assim, o integumento das formigas cortadeiras de
folhas mostrou ser um substrato ainda pouco explorado que contém diversas espécies
desconhecidas que podem exercer algum papel importante na simbiose das formigas Attini. O
estudo de fungos negros relacionados as formigas ainda € inicial mas ja se mostra promissor
para a compreensao da complexidade microbiana deste ambiente.

Palavras-chave: fungos dematidceos. 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 INTRODUCAO

O mutualismo de formigas da tribo Attini com seu fungo cultivado (Leucocoprineae e
Pterulaceae) é um exemplo de simbiose moldada em milhdes de anos de coevolucdo
(SCHULTZ; BRADY, 2008; MIKHEYEV et al., 2010). Durante a evoluc¢éo, diversos outros
micro-organismos tornaram-se parte dessa simbiose de modo que estudos sobre o consércio
microbiano estabelecido por esses insetos sdo fundamentais para a compreensao da dinamica
na colonia.

As formigas da tribo Attini cultivam fungos basidiomicetos (CHAPELA et al., 1994)
como fonte imprescindivel de nutrientes (WEBER, 1972; BASS; CHERRETT, 1995) num
arranjo caracteristico conhecido como “jardim de fungo”. Para o cultivo deste fungo
mutualista, as formigas dos géneros 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 (gongilideos)
produzidas pelo fungo mutualista (QUINLAN; CHERRETT, 1979), as operarias também
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obtém nutrientes da acéo enzimatica do fungo sobre o substrato vegetal (SILVA et al., 2003),
da seiva das folhas durante o processo de corte (BASS; CHERRETT, 1995) e do liquido
proctodeal produzido pelas larvas (SCHNEIDER, 2003).

O fungo mutualista das formigas cortadeiras de folhas, Leucoagaricus
gongylophorus, é disperso atraves de transmissao vertical (SCHULTZ; BRADY, 2008)
durante o periodo de reproducdo, chamado de voo nupcial ou revoada. Quando uma fémea
alada (iga) deixa o ninho para realizar o voo nupcial ela carrega uma pequena porcao do fungo
em sua cavidade infrabucal, e, apds o acasalamento com os machos alados (bitds), as rainhas
retornam ao solo para estabelecerem novas colonias (AUTUORI, 1941; QUINLAN;
CHERRETT, 1979). Assim, a casta reprodutiva (icas e bitas) foi de particular interesse para
esta tese pois contribuem com a formagao da microbiota da nova colonia.

Como as formigas Attini dependem diretamente do fungo mutualista, sua manutencao
e protecdo sdo de fundamental importancia. Assim, esses insetos utilizam diferentes
mecanismos para defender seus jardins de fungo de outros micro-organismos indesejaveis
(CURRIE; STUART, 2001; FERNANDEZ-MARIN et al., 2006; RODRIGUES et al., 2008).
Dentre 0s mecanismos defensivos empregados, actinobactérias do género Pseudonocardia,
encontradas no integumento de formigas Attini, produzem compostos antimicrobianos que
inibem o crescimento de fungos parasitas, como o género Escovopsis (POULSEN et al., 2010;
CAFARO et al., 2011). Porém estudos recentes tém demonstrado que outras actinobactérias,
como Amycolatopsis e Streptomyces, estdo presentes no integumento dessas formigas e
também produzem compostos antifungicos que auxiliam na protecdo das col6nias (HAEDER
etal., 2009; BARKE et al., 2010; MENDES et al., 2013; MEIRELLES et al., 2014).

Apesar dos esforcos, os mais de 120 anos de pesquisas sobre a rela¢do das formigas
Attini com o fungo mutualista, iniciadas com o trabalho de Méller (1893), tém mostrado que
as formigas ndo conseguem eliminar micro-organismos contaminantes presentes nas colénias
(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 aplicacdo de sequenciamento de nova geracdo (NGS)
para avaliar a diversidade fangica no integumento desses insetos ainda ndo foi explorada.
Assim, pela primeira vez, apresentamos no capitulo 2 os resultados de um
pirosequenciamento para avaliagdo da comunidade flngica presente no integumento de
formigas cortadeiras de folhas aladas (i¢ds e bitds) de ninhos de Atta capiguara e Atta

laevigata.
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Fungos negros das ordens Chaetothyriales e Capnodiales tém sido frequentemente
isolados do integumento de formigas cortadeiras de folhas, como mostrado na revisdo do
capitulo 1. A presenca desses fungos em associacdo com as formigas tem sido considerada de
extrema relevancia, pois 0 nicho na natureza de muitos ainda é desconhecido e existem
diversos relatos de fungos negros ocasionando severas infecgdes 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 taxons desconhecidos e algumas novas espécies ja foram
descritas (ATTILI-ANGELIS et al., 2014; SAMERPITAK et al., 2014, 2015). Duarte et al.
(2014) isolaram deste microambiente vérias linhagens de fungos pertencentes a familia
Teratosphaeriaceae e que sdo melhor analisadas neste trabalho. Assim, seis espécies de
Xenopenidiella, uma espécie de Penidiellopsis e um género, Simplicidiella, sdo descritos no
capitulo 3, baseado em dados morfoldgicos 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 colbnias de
leveduras negras (filogeneticamente préoximas a fungos do género Phialophora; Ascomycota)
do integumento de formigas Apterostigma (tribo Attini). Segundo esses autores, as leveduras
negras mantém uma associa¢do com as formigas ao longo do periodo evolutivo e, portanto,
sdo classificadas como simbiontes. Adicionalmente, Little e Currie (2008) propdem que a
levedura negra possui uma relacdo de antagonismo com Pseudonocardia, diretamente
competindo por nutrientes e suprimindo o crescimento dessas actinobactérias.

Porém, outros estudos tém revelado que a diversidade de fungos negros e
actinobactérias no integumento das formigas Attini € muito maior do que se pensava (SEN et
al., 2009; DUARTE et al., 2014) colocando em questionamento a classificacdo da levedura
negra Phialophora como simbionte. Assim, na tentativa de melhor elucidar esse complexo
microbiano, o capitulo 4 apresenta resultados de testes de antagonismo realizados entre uma
grande diversidade de fungos negros presentes no integumento de formigas cortadeiras de
folnas 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 descricdo de novas espécies de fungos negros presentes nas
formigas e a constatagdo de relagGes antagdnicas com outros micro-organismos simbiontes

fornece uma imagem mais completa da complexidade dessas interacdes ecoldgicas e contribui
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para o desenvolvimento de novas abordagens sobre a simbiose das formigas Attini com
fungos negros.

Referéncias

ATTILI-ANGELIS, D.; DUARTE, A. P. M.; PAGNOCCA, F. C. et al. Novel Phialophora
species from leaf-cutting ants (tribe Attini). Fungal Diversity, Dordrecht, v.65, p.65-75,
2014.

AUTUORI, M. Contribuicéo para o conhecimento da satva (Atta spp.). I. Evolugéo do
sauveiro (Atta sexdens rubropilosa Forel, 1908). Arquivos do Instituto Biologico, Sdo
Paulo, v.12, p.197-228, 1941.

BARKE, J.; SEIPKE, R. F.; GUUSCHOW, S. et al. A mixed community of actinomycetes
produce multiple antibiotics for the fungus farming ant Acromyrmex octospinosus. BMC
Biology, London, v.9, p.109, 2010.

BASS, M.; CHERRETT, J. M. Fungal hyphae as a source of nutrients for the leaf-cutting ant
Atta sexdens. Physiological Entomology, Oxford, v.20, p.1-6, 1995.

CAFARO, M. J.; POULSEN, M.; LITTLE, A. E. F. et al. Specificity in the symbiotic
association between fungus-growing ants and protective Pseudonocardia bacteria.
Proceedings of the Royal Society of London B, London, v.278, p.1814-822, 2011.

CHAPELA, I. H.; REHNER, S. A.; SCHULTZ, T. R. et al. Evolutionary history of the
symbiosis between fungus-growing ants and their fungi. Science, Washington, v.266, n.5191,
p.1691-1694, 1994.

CURRIE, C. R.; STUART, A. E. Weeding and grooming of pathogens in agriculture by ants.
Proceedings of the Royal Society of London B, London, v.268, p.1033-1039, 2001.

DUARTE, A. P. M.; ATTILI-ANGELLIS, D.; BARON, N. C. et al. Leaf-cutting ants: an
unexpected microenvironment holding human opportunistic black fungi. Antonie van
Leeuwenhoek, Amsterdam, v.106, n.3, p.465-73, 2014.

FERNANDEZ-MARIN, H.; ZIMMERMAN, J. K.; REHNER, S. A. et al. Active use of the
metapleural glands by ants in controlling fungal infection. Proceedings of the Royal Society
of London B, London, v.273, p.1689-1695, 2006.

HAEDER, S.; WIRTH, R.; HERZ, H. et al. Candicidin-producing Streptomyces support leaf-
cutting ants to protect their fungus garden against the pathogenic fungus Escovopsis.
Proceedings of the National Academy of Sciences, Washington, v.106, n.12, p.4742-4746,
2009.

LITTLE, A. E; CURRIE, C. R. Symbiotic complexity: discovery of a fifth symbiont in the
attine —microbe symbiosis. Biology Letters, London, v.3, n.5, p.501-504, 2007.

LITTLE, A.E.; CURRIE, C.R. Black yeast symbionts compromise the efficiency of antibiotic
defenses in fungus-growing ants. Ecology, Washington, v.89, p.1216-1222, 2008.



INTRODUGAO 14

MARICONI, F. A. M. As salvas. Sao Paulo: Agrondmica Ceres, 1970.

MEIRELLES, L. A.; MENDES, T. D.; SOLOMON, S. E. et al. Broad Escovopsis-inhibition
activity of Pseudonocardia associated with Trachymyrmex ants. Environmental
Microbiology Reports, Malden, v.6, n.4, p.339-345, 2014.

MENDES, T. D.; BORGES, W. S.; RODRIGUES, A.; SOLOMON, S. E.; VIEIRA, P. C.;
DUARTE, M. C. T.; PAGNOCCA, F. C. Anti-Candida properties of urauchimycins from
actinobacteria associated with Trachymyrmex ants. BioMed Research International, v.2013,
p.1-9, 2013.

MIKHEYEV, A. S.; MUELLER, U. G.; ABBOT, P. Comparative dating of attine ant and
lepiotaceous cultivar phylogenies reveals coevolutionary synchrony and discord. The
American Naturalist, Chicago, v.175, p.126-133, 2010.

MOLLER, A. Die Pilzgarten einiger sidamerikanischer Ameisen. Botanische Mittheilungen
aus den Tropen, v.6, p.1-27, 1893.

PAGNOCCA, F. C.; RODRIGUES, A.; NAGAMOTO, N. S. et al. Yeasts and filamentous
fungi carried by the gynes of leaf-cutting ants. Antonie van Leeuwenhoek, Amsterdam, v.94,
n.4, p.517-526, 2008.

POULSEN, M.; CAFARO, M. J.; ERHARDT, D. P. et al. Variation in Pseudonocardia
antibiotic defence helps govern parasite-induced morbidity in Acromyrmex leafcutting
ants. Environmental Microbiology Reports, Malden, v.2, p.534-540, 2010.

QUINLAN, R. J.; CHERRETT, J. M. The role of fungus in the diet of the leaf-cutting ant
Atta cephalotes (L.). Ecological Entomology, London, v.4, n.2, p.151-160, 1979.

RODRIGUES, A.; PAGNOCCA, F. C.; BACCI, M. et al. Variability of non-mutualistic
filamentous fungi associated with Atta sexdens rubropilosa nests. Folia Microbiologica,
Praga, v.50, p.421, 2005.

RODRIGUES, A.; CARLETTI, C. D.; BUENO, O. C. et al. Leaf-cutting ant faecal fluid and
mandibular gland secretion: effects on microfungi spore germination. Brazilian Journal of
Microbiology, Séo Paulo, v.39, n.1, p.64-67, 2008.

RODRIGUES, A.; MUELLER, U. G.; ISHAK, H. D. et al. Ecology of microfungal
communities in gardens of fungus-growing ants (Hymenoptera: Formicidae): a year-long
survey of three species of attine ants in Central Texas. FEMS Microbiology Ecology,
Amsterdam, v.78, p.244-255, 2011.

REIS, B. M. S.; SILVA, A.; ALVAREZ, M. R. et al. Fungal communities in gardens of the
leafcutter ant Atta cephalotes in forest and cabruca agrosystems of southern Bahia State
(Brazil). Fungal Biology, Oxford, v.119, n.12, p.1170-1178, 2015.

SAMERPITAK, K.; VAN DER LINDE, E.; CHOI, H. -J. et al. Taxonomy of Ochroconis,
genus including opportunistic pathogens on humans and animals. Fungal Diversity,
Dordrecht, v.65, n.1, p.89-126, 2014.



INTRODUGAO 15

SAMERPITAK, K.; DUARTE, A. P. M.; ATTILI-ANGELIS, D. A new species of the
oligotrophic genus Ochroconis (Sympoventuriaceae). Mycological Progress, Tubingen, v.14,
p.6, 2015.

SAUNTE, D.M.; TARAZOOIE, B.; ARENDRUP, M.C. et al. Mycoses, Berlin, v.55, n.2,
p.161-167, 2012.

SCHNEIDER, M. O. Comportamento de cuidado da prole da salva-liméao Atta sexdens
rubropilosa Forel, 1908 (Hymenoptera, Formicidae). 2003. 86 f. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias Bioldgicas -Area de Zoologia) — Universidade Estadual Paulista, Rio Claro, 2003.

SCHULTZ, T. R.,; BRADY, S. G. Major evolutionary transitions in ant agriculture.
Proceedings of the National Academy of Sciences, Washington, v.105, p.5435-5440, 2008.

SEN, R.; ISHAKA, H. D.; ESTRADA, D.; DOWD, S. E.; HONG, E.; MUELLER, U. G.
Generalized antifungal activity and 454-screening of Pseudonocardia and Amycolatopsis
bacteria in nests of fungus-growing ants. Proceedings of the National Academy of Sciences,
Whasington, v.106, n.42, p.17805-17810, 2009.

SILVA, A.; BACCI Jr., M.; SIQUEIRA, C. G. et al. Survival of Atta sexdens workers on
different food sources. Journal of Insect Physiology, Oxford, v.49, p.307-313, 2003.

VICENTE, V.A.; ATTILI-ANGELIS, D.; PIE, M.R. et al. Environmental isolation of black
yeast-like fungi involved in human infection. Studies in Mycology, Utrecht, v.61, n.1, p.137—
144, 2008.

WEBER, N. A. The fungus-culturing behavior of ants. American Zoologist, Thousand Oaks,
v.12, p.577-587, 1972.



CONSIDERACOES E PERSPECTIVAS 201

6 CONSIDERACOES E PERSPECTIVAS

Os estudos sobre fungos negros em ambientes naturais sdo escassos e, por isso, a
ecologia de muitas especies ainda é pouco conhecida. A relagdo desses fungos com as
formigas da tribo Attini ampliou o conhecimento sobre seu nicho ecoldgico e instigou a
hipotese de que seu reservatorio natural poderia ser 0s ninhos desses insetos.

O integumento de formigas cortadeiras de folhas abriga uma comunidade muito
diversa de fungos negros. A partir deste microambiente, 13 novos taxons de fungos negros ja
foram descritos e outros se encontram em processo de analise, como Cladophialophora e
Exophiala. Como todas essas novas descobertas vieram de uma Unica area geogréfica,
Botucatu (SP), e formigas do género Atta, muitas outras espécies novas poderdo ser
encontradas expandindo a pesquisa para outras regides do pais e diferentes espécies de
formigas Attini.

A utilizacdo de técnicas de cultivo favoraveis ao crescimento de fungos negros, como
a flotacdo em dleo mineral e o cultivo sem nitrogénio, foi o ponto chave para a ampla
diversidade encontrada. Assim, a aplicacdo desses métodos em formigas Apterostigma (tribo
Attini) poderd 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 (género
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 acdo antiflngica dessas
actinobactérias sobre os fungos negros € outro topico a ser aprofundado considerando que
existe um nimero reduzido de agentes antifingicos no ambito clinico.

A marcante presenca de Cladosporium no integumento de formigas cortadeiras de
folhas mostra que pode existir uma relagdo espécie-especifica entre esse grupo de fungos e as
formigas Atta capiguara e Atta laevigata. Aspectos como 0 antagonismo com o fungo
parasita Escovopsis e o potencial enzimatico devem ser investigados para elucidar a relacdo
de Cladosporium com esses insetos.

A relagdo dos fungos negros com as formigas da tribo Attini € um tema promissor a
ser explorado para compreender as relagdes existentes na simbiose dessas formigas e

fomentar a literatura com novas espécies de fungos descritas.





