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RESUMO 

 

As formigas da tribo Attini mantêm uma associação com actinobactérias encontradas nos 

biofilmes presentes no integumento desses insetos. Dentre as actinobactérias associadas às 

formigas Attini, os gêneros Pseudonocardia e Streptomyces são considerados prevalentes. 

Estudos indicam que essas bactérias auxiliam na defesa do jardim contra patógenos através da 

secreção de compostos antimicrobianos. Recentemente foi sugerido que tais bactérias podem 

ser importantes na defesa do próprio inseto, especialmente contra entomopatógenos. Duas 

teorias principais foram propostas para explicar as interações entre actinobactérias, formigas 

Attini e o microfungo parasita Escovopsis. Uma delas defende a coevolução entre esses 

organismos e a outra rejeita a existência da mesma, argumentando que a interação formiga-

actinobactéria é uma simbiose aberta. Neste trabalho, avaliamos a interação entre 

actinobactérias e Escovopsis em experimentos in vitro. Um total de 14 linhagens de 

actinobactérias, compreendendo 12 de Pseudonocardia, uma de Streptomyces e uma de 

Actinoplanes, isoladas de Trachymyrmex (um gênero de formiga Attini não cortadeira) foram 

testadas frente a quatro linhagens de Escovopsis. Os Escovopsis foram isolados tanto de 

jardins de fungos de formigas Trachymyrmex quanto de cortadeiras de folhas (Acromyrmex e 

Atta). O crescimento micelial de Escovopsis (em cm²) foi medido na presença e na ausência 

(controle) das actinobactérias. Os resultados demonstraram que todas as actinobactérias 

testadas inibiram Escovopsis, mas as taxas de inibição foram variáveis dependendo da 

linhagem da actinobactéria (p < 0,05). A linhagem de Streptomyces foi a mais efetiva, 

corroborando dados da literatura que indicam que outros micro-organismos, além de 

Pseudonocardia, também apresentam ação inibitória frente à Escovopsis. Além disso, foram 

observadas diferenças significativas (p < 0,05) no crescimento micelial entre as quatro 

linhagens de Escovopsis testadas. Especificamente, a maior inibição ocorreu contra um 

Escovopsis isolado de Acromyrmex. Estes resultados sugerem que actinobactérias isoladas de 

formigas Trachymyrmex possivelmente secretam substâncias antimicrobianas que são efetivas 

contra Escovopsis de outros gêneros de formigas Attini. Estudos adicionais são necessários 

para verificar se a ação observada também pode ser encontrada em isolados adicionais de 

actinobactérias de Trachymyrmex. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A agricultura de grande parte do continente americano, principalmente na América do 

Sul, sofre com os prejuízos causados pela ação das formigas cortadeiras. Esses insetos cortam 

folhas e flores frescas que utilizam para cultivar fungos como alimento. O fungo mutualista é 

responsável por hidrolisar esse substrato e gerar nutrientes assimiláveis para as formigas 

(SILVA et al., 2003). 

A tribo Attini é considerada monofilética (SCHULTZ; MEIER, 1995; WETTERER; 

SCHULTZ; MEIER, 1998; SCHULTZ; BRADY, 2008) e acredita-se que a fungicultura se 

originou em um único evento há mais de 50 milhões de anos, na região amazônica 

(MUELLER et al., 2001; SCHULTZ; BRADY, 2008; SOLOMON et al., 2008). O presente 

trabalho estudou as formigas do gênero Trachymyrmex por ser um gênero pouco estudado em 

relação aos micro-organismos associados. Colônias de Trachymyrmex podem abrigar alguns 

milhares de operárias, e são consideradas de tamanho médio em comparação com as colônias 

de outras formigas Attini, como é o caso das formigas cortadeiras (Atta e Acromyrmex). As 

espécies do gênero Trachymyrmex apresentam operárias monomórficas, porém algumas 

podem apresentar um sutil polimorfismo (BRANDÃO; MAYHÉ-NUNES, 2007). As 

formigas desse gênero coletam matéria orgânica vegetal em decomposição e restos de insetos 

como substrato para o fungo mutualista e, em algumas ocasiões, podem coletar também folhas 

e pétalas frescas para essa finalidade (BRANDÃO; MAYHÉ-NUNES, 2007). 

Estudos apontam que os jardins de fungos das formigas Attini é um ambiente que 

abriga uma microbiota diversa. Dentre os vários micro-organismos aí encontrados, o fungo 

Escovopsis foi descrito como um parasita específico do fungo das formigas (CURRIE; 

MUELLER; MALLOCH, 1999). Escovopsis é considerado um fungo anamórfico (fungos que 

apresentam somente fase assexuada de reprodução) que pode ocasionar um retardo no 

crescimento da colônia, ou levar até mesmo a colônia à morte (CURRIE, 2001a). Evidências 

sugerem que Escovopsis é um fungo micoparasita, que se nutre indiretamente das hifas do 

fungo mutualista (REYNOLDS; CURRIE, 2004). Tal parasita infecta ninhos da maioria dos 

gêneros da tribo Attini, incluindo as formigas do gênero Trachymyrmex.  

Para combater Escovopsis, vários estudos apontam que esses insetos mantém uma 

associação com actinobactérias do gênero Pseudonocardia. Duas linhas de pensamento 

tentam explicar a associação dessas actinobactérias com as formigas Attini. A primeira admite 

que Pseudonocardia associadas às formigas Attini são específicas e coevoluiram durante 50 

milhões de anos (CURRIE et al., 1999). Estudos apontam que essas actinobactérias produzem 
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compostos antimicrobianos que agem majoritariamente em Escovopsis, tendo baixa atividade 

em outros organismos, e constituindo evidências de coevolução. A segunda teoria afirma que 

Pseudonocardia seria apenas um dentre os vários outros componentes microbianos presente 

no integumento das formigas (KOST et al., 2007; MUELLER et al., 2008). Baseados em 

estudos que contrariam a primeira teoria, estes últimos autores argumentam que os dados 

utilizados não são suficientes para comprovar tal coevolução, e que essa ideia foi montada em 

cima de um número amostral muito pequeno dentro das Attini, não podendo ser generalizada 

para toda a tribo. Admite-se nessa teoria que as actinobactérias são continuamente recrutadas 

do ambiente, estabelecendo uma simbiose aberta; além disso, seus compostos antimicrobianos 

apresentariam amplo espectro de ação (MUELLER et al., 2008; MUELLER, 2012). Assim 

como as Pseudonocardia, vários gêneros de actinobactérias, incluindo Streptomyces e 

Amykolatopsis, também seriam responsáveis pela proteção contra Escovopsis (SEN et al., 

2009). Entretanto, hipóteses emergentes sugerem que as actinobactérias do integumento 

estariam relacionadas com a defesa de eventuais patógenos que possam atacar as operárias, 

como os micro-organismos entomopatogênicos (MUELLER, 2012).  

Embora de visões aparentemente conflitantes, os estudos que suportam as teorias 

foram realizados, na sua maioria, na América Central e enfatizando o grupo das formigas 

cortadeiras. Nesse sentido, poucos são os estudos com outras formigas da tribo Attini e em 

outras regiões do continente americano. Assim, o presente projeto buscou responder as 

seguintes questões: (i) Actinobactérias associadas às formigas Trachymyrmex apresentam 

atividade antifúngica específica contra Escovopsis associados aos ninhos desse gênero de 

formiga? (ii) Comparado com Pseudonocardia, qual é o grau de inibição de outras 

actinobactérias não-Pseudonocardia frente ao parasita Escovopsis? 

Nossos resultados mostraram que a ação das actinobactérias estudadas não se restringe 

apenas à Escovopsis isolados de Trachymyrmex, pois a linhagem do parasita mais inibida foi 

isolada de Acromyrmex. Assim, é possível afirmar que não houve especificidade na ação das 

bactérias frente à Escovopsis isolado de diferentes gêneros de Attini. Paralelamente, a 

linhagem de Streptomyces testada foi mais efetiva na inibição de Escovopsis em comparação 

com Pseudonocardia. Ainda, a linhagem de Actinoplanes apresentou inibição semelhante às 

Pseudonocardia. Esses resultados corroboram a teoria que suporta uma simbiose aberta, visto 

que não foi observada uma especificidade na ação das Pseudonocardia.  

 

 

 



11 

 

2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 As formigas da tribo Attini e a associação com fungos 

 

 A tribo Attini compreende 16 gêneros e aproximadamente 297 espécies descritas 

(BRANDÃO; MAYHÉ-NUNES; SANHUDO, 2011). Os membros dessa tribo são restritos ao 

continente americano e são encontrados desde o sul da Argentina até o sul dos Estados Unidos 

(WEBER, 1966, 1972; MAYHÉ-NUNES; JAFFÉ, 1998). A característica principal da tribo é 

o cultivo de um basiodiomiceto usado para alimentação; por este motivo, tais insetos podem 

ser classificados como agricultores, pois nutrem e estimulam o crescimento do parceiro 

fúngico (WEBER, 1972). 

 O fungo mutualista é cultivado em uma estrutura composta por fragmentos vegetais e 

micélio do fungo mutualista, de aparência esbranquiçada e que é conhecida como “jardim de 

fungos”. O fungo é o principal alimento das larvas (WEBER, 1972; SILVA et al., 2003) e seu 

papel dentro do ninho é degradar os substratos vegetais fornecidos pelas formigas, o que 

resulta em açúcares simples que podem ser usados como alimento pelas operárias (SILVA et 

al., 2003) e outros micro-organismos presentes (MENDES et al., 2012). 

A tribo Attini é monofilética (SCHULTZ; MEIER, 1995; WETTERER; SCHULTZ; 

MEIER, 1998; SCHULTZ; BRADY, 2008) e acredita-se que a fungicultura originou-se em 

um único evento há mais de 50 milhões de anos na região amazônica (MUELLER et al., 

2001; SCHULTZ; BRADY, 2008; SOLOMON et al., 2008). Schultz e Brady (2008) 

reconstruíram toda a história evolutiva da tribo e mostraram que ela divergiu em duas clades 

(denominadas Paleoattini e Neoattini); as primeiras são constituídas por três gêneros 

(Mycocepurus, Myrmicocrypta e Apterostigma) morfologicamente distintos que formam um 

grupo monofilético basal na tribo; já as Neoattini podem ser divididas em dois subgrupos 

também monofiléticos: (i) grupo mais basal, constituído pelos gêneros Mycetophylax, 

Mycetarotes, Mycetosoritis, Mycetagroicus, Cyphomyrmex, Paramycetophylax e 

Kalathomyrmex (KLINGENBERG; BRANDÃO, 2009) e (ii) grupo derivado que compreende 

os gêneros Sericomyrmex e Trachymyrmex, além do grupo mais derivado dentro da tribo 

Attini, as formigas cortadeiras dos gêneros Atta e Acromyrmex (SCHULTZ; BRADY, 2008).  

O presente trabalho focou a atenção nas formigas do gênero Trachymyrmex, por ser 

um gênero com poucos estudos referentes aos micro-organismos associados. Esse gênero 

compreende cerca de 50 espécies distribuídas ao longo de todo o continente americano. O 

gênero é atualmente dividido em seis grupos: Opulentus, Iheringi, Jamaicensis, Urichi, 
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Septentrionalis e Cornetzi (BRANDÃO; MAYHÉ-NUNES, 2007). Filogeneticamente, este 

gênero é considerado um grupo de transição na evolução da tribo Attini, sendo o grupo mais 

próximo às formigas cortadeiras (BRANDÃO; MAYHÉ-NUNES, 2007). 

Colônias de Trachymyrmex podem apresentar alguns milhares de operárias e podem 

ser consideradas de tamanho médio em comparação com as colônias de outras formigas 

Attini, especialmente as cortadeiras; além disso, as operárias são em sua maioria 

monomórficas, podendo apresentar sutil polimorfismo em alguns casos (BRANDÃO; 

MAYHÉ-NUNES, 2007). Formigas Trachymyrmex coletam matéria orgânica vegetal em 

decomposição e restos de insetos como substrato para o fungo mutualista e, em algumas 

ocasiões, podem coletar também folhas e pétalas frescas para essa finalidade (BRANDÃO; 

MAYHÉ-NUNES, 2007). 

 

2.2 Escovopsis: fungo parasita associado às formigas Attini 

 

Vários micro-organismos podem ser encontrados no jardim de fungos, além do fungo 

mutualista. Assim, foram encontrados nesse substrato fungos filamentosos (RODRIGUES et 

al., 2008), bactérias (BACCI et al., 1995; RIBEIRO, 2000) e leveduras (CRAVEN; DIX; 

MICHAELIS, 1970; CARREIRO et al., 1997,  RODRIGUES et al., 2009). 

Com exceção do fungo mutualista, um dos micro-organismos mais comumente 

associado aos ninhos dessas formigas é o fungo filamentoso do gênero Escovopsis 

(Ascomycota: Hypocreales). Até o momento, esse fungo foi encontrado associado aos jardins 

de fungos das formigas Attini e é considerado um parasita específico do fungo mutualista das 

formigas (CURRIE; MUELLER; MALLOCH, 1999; CURRIE; STUART, 2001; CURRIE et 

al., 2003a). Escovopsis é considerado um fungo anamórfico (fungos que apresentam somente 

fase assexuada de reprodução) e podem levar a um retardo no crescimento da colônia, ou até a 

morte da mesma (CURRIE, 2001a). Evidências sugerem que representantes do gênero 

Escovopsis são micoparasitas, que se nutrem indiretamente das hifas do fungo mutualista 

(REYNOLDS; CURRIE, 2004). 

Taerum et. al. (2007) realizaram um estudo taxonômico com Escovopsis isolados de 

ninhos de formigas cortadeiras de diversas regiões da América e concluíram que, mesmo 

nunca tendo sido observada sua forma sexuada na natureza, o mesmo apresenta variações 

genéticas consideráveis. Além disso, diferentes linhagens de Escovopsis podem ocasionar 

infecções múltiplas em ninhos de formigas cortadeiras (TAERUM; CAFARO; CURRIE, 

2010). 



13 

 

Folgarait et. al. (2011) em bioensaios realizados com Escovopsis e o fungo mutualista, 

demonstraram que tal fungo tem potencial para ser usado como uma opção de controle 

biológico das formigas cortadeiras. Quando confrontado com o fungo mutualista, o parasita 

apresentou taxa de crescimento maior que o controle (onde apenas ele foi inoculado na placa), 

indicando um estímulo de crescimento, provavelmente devido aos compostos químicos 

secretados pelo fungo mutualista e prontamente reconhecidos pelo fungo Escovopsis 

(GERARDO et al. 2006). 

Em estudos prévios realizados pelo nosso grupo de pesquisa (MEIRELLES; 

PAGNOCCA; RODRIGUES, 2010), foi realizada a caracterização morfológica de vários 

isolados de Escovopsis oriundos de ninhos de formigas cortadeiras de diversas regiões do 

Brasil; concluímos que o fungo parasita apresenta variações macromorfológicas e na taxa de 

crescimento, sendo que alguns destes isolados foram utilizados no presente projeto. 

 

2.3 Formigas Attini e actinobactérias  

 

As operárias da tribo Attini geralmente apresentam uma camada esbranquiçada sobre a 

cutícula ou em outras regiões que, por muitos anos, pensou-se ser apenas uma camada inerte 

composta por ceras cuticulares (WEBER, 1972). Não encontrada no gênero Atta, essa camada 

foi investigada e concluiu-se que é na verdade um acúmulo de bactérias filamentosas 

(CURRIE et al., 1999). Inicialmente, tais bactérias foram identificadas como pertencentes ao 

gênero Streptomyces e, posteriormente, reclassificadas como pertencentes ao gênero 

Pseudonocardia (CURRIE et al., 2003b). Em alguns gêneros de formigas da tribo Attini, 

Pseudonocardia também podem ser encontradas na propleura ou na superfície do mesossoma; 

em tais estruturas foram observadas cavidades (fóveas) às quais estão associadas glândulas 

exócrinas que provavelmente fornecem nutrientes para o crescimento da bactéria (CURRIE et 

al., 2006). 

Segundo Currie e colaboradores (1999), Pseudonocardia seria o terceiro membro da 

simbiose formiga-fungo mutualista. Tal afirmativa se torna ainda mais clara quando outras 

funções da bactéria foram relatadas; um exemplo é a produção de substâncias que inibem o 

crescimento de Escovopsis (CURRIE et al., 1999). Assim, a presença da Pseudonocardia na 

cutícula das operárias diminuiria a prevalência de Escovopsis no jardim de fungo e aumentaria 

a sobrevivência de ninhos infectados experimentalmente (CURRIE; BOT; BOOMSMA, 

2003). 
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O modo como tais bactérias são adquiridas pelos ninhos ao longo das gerações e seu 

real papel na relação ainda é motivo de discussão. Existem basicamente duas teorias 

principais que visam esclarecer o papel dessas bactérias. A primeira seria que tais bactérias 

são transmitidas principalmente de maneira vertical (de colônia parental para filha), o que 

implicaria em uma baixa diversidade dessas actinobactérias dentro da tribo Attini e em uma 

alta especificidade entre formigas Attini - Pseudonocardia (CURRIE et al., 1999; CURRIE, 

2001b; CURRIE et al. 2006; POULSEN et al., 2007, POULSEN et al., 2010; CAFARO et al., 

2011). Segundo essa teoria, as bactérias teriam coevoluído com a tribo Attini e o parasita 

Escovopsis, sendo o gênero Pseudonocardia o principal responsável pela defesa do ninho 

contra o fungo parasita (CURRIE; BOT; BOOMSMA, 2003; CAFARO et al., 2011). 

 Diversos estudos in vitro foram realizados para tentar quantificar a atividade 

antagônica de linhagens de bactérias Pseudonocardia frente ao parasita Escovopsis buscando 

uma melhor compreensão do papel da bactéria no mutualismo das formigas Attini e seus 

fungos. Poulsen e colaboradores (2007) estudaram diferentes linhagens de Pseudonocardia 

isoladas de ninhos de formigas de praticamente toda a tribo Attini; os resultados reforçam a 

hipótese de que há apenas uma linhagem da actinobactéria em cada ninho e a relação de 

especificidade defendida por estes autores. Os autores ainda demonstraram inibição entre 

diversas Pseudonocardia, e tal atividade foi significativa quando os grupos de actinobactérias 

testados eram distantes filogeneticamente. A explicação dessa atividade antagônica está 

possivelmente relacionada com a competição existente entre as linhagens de Pseudonocardia 

dentro de um mesmo ninho. Assim, Pseudonocardia já estabelecidas nos ninhos produziriam 

antibióticos que inibiriam outras actinobactérias do mesmo gênero que tentassem competir 

pelo substrato, e esta atividade antagônica seria maior sobre grupos filogeneticamente 

distantes (POULSEN et. al., 2007). Quando tratamos do parasita Escovopsis, os compostos 

antimicrobianos responsáveis pela inibição deste fungo e consequente defesa do ninho seriam 

diferentes dos citados acima. Os artigos do Oh et al. (2009) sugerem quais sejam alguns 

desses antimicrobianos. 

A segunda teoria diz que tal especificidade não existe de maneira tão acentuada; 

portanto, a transmissão da actinobactéria se daria, principalmente, de maneira horizontal, ou 

seja, elas provavelmente são adquiridas do ambiente (MUELLER et al. 2008; SEN et al. 

2009). Kost e colaboradores (2007) encontraram grande diversidade de actinobactérias 

associadas à Acromyrmex octospinosus e sugeriram que as actinobactérias poderiam ser 

adquiridas de maneira dinâmica no ambiente, sendo em muitos casos provenientes do solo 

e/ou ninhos próximos. Mueller et al. (2008) mostrou a presença de actinobactérias não-
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Pseudonocardia associadas às formigas. Mendes (2010) também encontrou diversas 

actinobactérias pertencentes aos gêneros Pseudonocardia e Streptomyces associadas aos 

ninhos de formigas Trachymyrmex spp.  

O trabalho realizado por Sen e colaboradores (2009) contraria a ideia de que 

Pseudonocardia seria membro do mutualismo e reforça dados da segunda teoria. Esses 

autores relatam que linhagens de Pseudonocardia não inibiram Escovopsis, mas inibiram o 

fungo mutualista. Ainda, utilizando métodos dependentes e independentes de cultivo, Ishak et 

al. (2011) encontraram várias actinobactérias (gêneros Solirubrobacter, Pseudonocardia e 

Microlunatus) em Trachyrmymex septentrionalis (espécie de Attini encontrada na América do 

Norte). Esses resultados reforçam a ideia que Pseudonocardia não é o único gênero de 

actinobactéria associado às formigas Attini. 

Mueller (2012) recentemente sugeriu uma nova interpretação para explicar o papel das 

actinobactérias associadas ao integumento das formigas Attini. Segundo o autor, tais bactérias 

seriam responsáveis, principalmente, pela defesa contra patógenos do inseto, como é caso de 

micro-organismos entomopatogênicos. Portanto, as actinobactérias não atuariam 

necessariamente na defesa do jardim. O mesmo autor ainda argumenta que a relação existente 

entre actinobactérias e as formigas Attini é uma simbiose aberta. Nesta, complexos processos 

de recrutamento de micro-organismos do ambiente para o integumento das formigas, 

desenvolveriam uma relação dinâmica e não específica com a microbiota presente no biofilme 

microbiano. 

Um estudo que testou a hipótese proposta por Mueller (2012) mostrou que operárias 

que sofreram a retirada da camada de micro-organismos de seus integumentos por meio de 

antibióticos se tornaram mais suscetíveis ao fungo entomopatogênico Metarhizium anisopliae 

(MATTOSO; MOREIRA; SAMUELS, 2012).   

O presente trabalho buscou verificar a existência de especificidade na relação 

actinobactéria-Escovopsis no gênero Trachymyrmex e se baseou nas duas teorias já citadas 

para discussão dos dados encontrados. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo Geral 

 

 Avaliar o antagonismo de linhagens de actinobactérias isoladas de ninhos de 

Trachymyrmex spp. frente ao fungo parasita Escovopsis.  

 

3.2 Objetivos Específicos 

 

 Avaliar o antagonismo de 12 linhagens de Pseudonocardia, uma de Streptomyces e uma 

de Actinoplanes isoladas de formigas Trachymyrmex frente a linhagens de Escovopsis de 

formigas cortadeiras (Atta, n=1; Acromyrmex, n=2) e não cortadeiras (Trachymyrmex, 

n=1). 

 

 Correlacionar os dados encontrados com as duas teorias vigentes sobre a interação entre 

actinobactérias, formigas Attini e o parasita Escovopsis.  
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Origem dos micro-organismos 

 

Neste estudo foram utilizadas 12 linhagens de Pseudonocardia, uma linhagem de 

Streptomyces e uma linhagem de Actinoplanes. Todas as linhagens foram isoladas do 

integumento de operárias de diferentes espécies de Trachymyrmex (Tabela 1) durante o 

trabalho realizado por MENDES (2010) no campus da UNESP de Rio Claro – SP (GPS: S 

22°23'45.96''/ W 47°32'43.2'') e na Estação Ecológica do Panga – MG (GPS: S 19°10'22.476"/ 

W 48°23'48.12"). As linhagens encontram-se armazenadas no Centro de Recursos 

Microbianos da UNESP (CRM-UNESP), UNESP – Rio Claro. As actinobactérias estão 

mantidas em tubos (slant) contendo YMA a 10°C e em glicerol 10% a -80°C.  

As quatro linhagens do fungo parasita Escovopsis utilizados nos testes de antagonismo 

foram isolados previamente (RODRIGUES et al., 2005; 2008) de formigas dos gêneros Atta 

(n=1), Acromymex (n=2) e Trachymyrmex (n=1). Eles encontram-se armazenados no mesmo 

banco de micro-organismos, em tubos com o meio de cultura potato-dextrose agar (PDA, 

Acumedia) mantidos à 10° C. Além disso, cópias de segurança estão mantidas em glicerol 

10% a - 80° C. 

Todas as culturas foram repicadas periodicamente para manter a coleção de trabalho 

durante a realização dos experimentos e foram continuamente checadas quanto a pureza. 

 

4.2 Ensaios de antagonismo 

 

 Para avaliação da atividade antagonista das linhagens de Pseudonocardia, 

Streptomyces e Actinoplanes frente ao fungo parasita, as actinobactérias foram inoculadas a 

1,0 cm da borda das placas contendo meio Yeast Malt Extract Agar (YMA). Apenas uma 

linhagem foi inoculada por placa. Após a inoculação, as placas foram incubadas a 25° C, no 

escuro, por 25 dias, para o desenvolvimento das actinobactérias. Um bloco de 5 mm de 

diâmetro de Escovopsis, cultivado previamente em PDA por 10 dias, foi inoculado no centro 

de cada placa e estas foram incubadas por mais 14 dias nas mesmas condições. Para cada 

confronto actinobactéria - Escovopsis (um total de 56 confrontos) foram realizadas seis 

réplicas.  

Blocos de 5 mm de linhagens de Escovopsis também foram inoculadas em placas de 

YMA, à 25º C no escuro, sem a presença das bactérias (controle do experimento); nestes, 
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também foram utilizadas seis réplicas e foi realizada uma análise das taxas de crescimento de 

cada uma das quatro linhagens com medidas realizadas nos dias: 3, 5, 7, 9, 11 e 14. 

 As placas foram digitalizadas em scanner (Genius, modelo HR7x) e a área de 

crescimento (em cm
2
) foi medida utilizando o software ImageJ v.1.45 (ABRAMOFF et al., 

2004). 

  Tabela 1: Linhagens de actinobactérias utilizadas no presente trabalho 

Código do isolado Código do Ninho Formiga Local da coleta 

Pseudonocardia sp.    

TD0011 SES080402-05 Trachymyrmex sp.  UNESP - Rio Claro, SP 

TD0021 SES080402-05 Trachymyrmex sp.  UNESP - Rio Claro, SP 

TD003 SES080419-02 Trachymyrmex sp.  UNESP - Rio Claro, SP 

TD0042 SES080419-04 Trachymyrmex sp.  UNESP - Rio Claro, SP 

TD0063 SES080419-03 Trachymyrmex sp.  UNESP - Rio Claro, SP 

TD0073 SES080419-03 Trachymyrmex sp.  UNESP - Rio Claro, SP 

TD0082 SES080419-04 Trachymyrmex sp.  UNESP - Rio Claro, SP 

TD009 SES080420-04 Trachymyrmex sp.  UNESP - Rio Claro, SP 

TD010 SES080420-05 Trachymyrmex sp.  UNESP - Rio Claro, SP 

TD012 SES080420-06 Trachymyrmex sp.  UNESP - Rio Claro, SP 

TD014 SES080420-07 Trachymyrmex sp.  UNESP - Rio Claro, SP 

TD0314 ARTD080903-04 Trachymyrmex sp.  UNESP - Rio Claro, SP 

Actinoplanes sp.    

TD0284 ARTD080903-04 Trachymyrmex sp.  UNESP - Rio Claro, SP 

Streptomyces sp.    

TD049
 

SES080922-03 Trachymyrmex sp. 
Estação Ecológica do 

Panga, Uberlândia, MG 
1,2,3,4  indicam linhagens de actinobactérias provenientes do mesmo ninho 

 

Tabela 2: Linhagens de Escovopsis utilizadas nos testes de antagonismo. 

Código do 

isolado 
Código do ninho 

Formiga de origem 
Local de coleta GPS 

Gênero Espécie 

SES005 SES080922-03 Trachymyrmex sp. 
Estação Ecológica do 

Panga, Uberlândia, MG 
S 19° 10' 22.476" 

W 48° 23' 48.12" 
      

NL007 N68 Atta sexdens Botucatu, SP 
S 22º 50' 77.4" 
W 48º 26' 16" 

 
 

   
 

RS076 AOMB130904-04 Acromyrmex coronatus Vacaria, RS 
S 28° 27' 51.7" 

W 50° 53' 7" 

 
 

   
 

RS055 AOMB110904-07 Acromyrmex heyeri Chuvisca, RS 
S 30° 50' 10.2" 

W 51º 55' 10.4'' 
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4.3 Análise dos dados 

 

Os dados de área de crescimento micelial de Escovopsis foram normalizados; em 

outras palavras, a área de crescimento final de Escovopsis frente às actinobactérias foi 

dividida pela área de crescimento média do Escovopsis crescendo na ausência das 

actinobactérias (controle). Essa normalização foi necessária, pois os quatro Escovopsis 

apresentam diferentes taxas de crescimento. Estes dados foram utilizados em testes 

estatísticos, sendo a análise de variância de 2-fatores (ANOVA) aplicada para avaliar a 

influência das linhagens de actinobactérias no crescimento do parasita. Diferenças entre as 

médias de crescimento radial foram avaliadas com nível de significância de 0,05, utilizando o 

teste de Bonferroni com o auxílio do software Biostat 2009 (AnalystSoft) . 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



20 

 

5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

A maioria dos estudos sobre atividade antimicrobiana de Pseudonocardia utilizou 

bactérias isoladas de várias espécies de Acromyrmex, especialmente aquelas encontradas na 

América Central (POULSEN et al., 2007; 2010). No entanto, poucos são os estudos que 

avaliaram a atividade antimicrobiana de Pseudonocardia e Streptomyces de formigas do 

gênero Trachymyrmex (SEN et al., 2009; CAFARO et al., 2011). Dentre esses poucos 

estudos, os realizados por Sen et al. (2009) e Cafaro et al. (2011) demonstraram que linhagens 

de Pseudonocardia isoladas de Trachymyrmex, bem como outras actinobactérias isoladas de 

formigas do mesmo gênero e também do solo, são capazes de inibir o fungo Escovopsis. Esses 

trabalhos relataram que Pseudonocardia isoladas de Trachyrmyrmex podem inibir também 

Escovopsis que infectam os jardins de outros gêneros de Attini. Entretanto, o foco desses dois 

estudos não estava voltado para mensurar a atividade de actinobactérias em Escovopsis de 

diferentes gêneros de formigas da tribo Attini. Nesse contexto, o presente estudo procurou 

avaliar sistematicamente a atividade antimicrobiana de actinobactérias isoladas de 

Trachymyrmex frente à Escovopsis de três gêneros de formigas Attini.  

 

5.1 Diferenças no crescimento entre as linhagens de Escovopsis 

 

Considerando que cada linhagem de Escovopsis apresenta taxa de crescimento distinta, 

na análise estatística, utilizamos os valores da área de crescimento de cada linhagem frente às 

actinobactérias, normalizados pelo controle (ver item 4.3.). Houve diferença significativa no 

crescimento micelial entre todos os isolados de Escovopsis estudados (F = 150,8994; p = 0,00; 

Tabela 3; Figura 1). A tabela 4 ilustra as diferenças entre os quatro Escovopsis, representadas 

pelas médias das seis réplicas do crescimento do fungo (valores normalizados) frente a cada 

actinobactéria, nos 56 ensaios realizados.  

No geral, as médias totais de crescimento foram significativamente diferentes para 

cada um dos Escovopsis testados (p < 0,05; Tabela 4). Ainda com base nessas médias, é 

possível calcular a porcentagem de inibição que cada Escovopsis sofreu pela ação das 

actinobactérias (Figura 2). As porcentagens de inibição seguiram a seguinte ordem: a 

linhagem de Escovopsis mais inibida foi RS055 (isolado de Acromyrmex heyeri), seguida por 

SES005 (Trachymyrmex sp.), RS076 (Acromyrmex coronatus) e NL007 (Atta sexdens) 

(Figura 2). Em alguns casos, esta linhagem NL007 cresceu e esporulou sobre a colônia da 

actinobactéria (Figura 1 – 1B).  
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Tabela 3. Comparação entre as médias das áreas de crescimento em ensaios de antibiose de actinobactérias frente 

à Escovopsis (ANOVA – 2 fatores) 

Origem de variação SS d.f. MS F p-nível Crit. F Omega quadr. 

Fator #1 (Escovopsis) 18,0403 3 6,0134 150,8994 0,00 2,6368 0,4692 

Fator #2 (Actinobactéria) 5,5769 13 0,429 10,7651 0,00 1,7552 0,1325 

Fator #1 + #2 (Interação) 3,3761 39 0,0866 2,1723 0,0002 1,4428 0,0477 

Dentro de grupos 11,1582 280 0,0399 
    

Total 38,1515 335 0,1139 
    

 

 
 
 

Tabela 4. Valores normalizados de crescimento de Escovopsis para cada um dos 56 ensaios 

actinobactéria-fungo parasita.  

Actinobactérias 
Atta  

(NL007) 

Acromyrmex 

(RS076) 

Trachymyrmex 

(SES005) 

Acromyrmex 

(RS055) 

Pseudonocardia sp. 
    

TD0011 0,8542a* 0,5862a 0,1132b 0,0917b 

TD0021 0,7874a 0,6351a 0,1132b 0,1132b 

TD003 0,6114a 0,5034a 0,2023b 0,2183b 

TD0042 0,7131a 0,5675a 0,1759b 0,1394b 

TD0063 0,8174a 0,7346ab 0,4813b 0,0617c 

TD0073 0,8836a 0,5166b 0,1135c 0,0388c 

TD0082 0,7966a 0,4673b 0,1652bc 0,13c 

TD009 0,7874a 0,5101ab 0,2658b 0,2228b 

TD010 0,7585a 0,5542ab 0,2544bc 0,2194c 

TD012 0,7836a 0,5102ab 0,3807b 0,2867b 

TD014 0,7787a 0,5045a 0,4887a 0,1537b 

TD0314 0,9984a 0,7148ab 0,5323b 0,2245c 

Actinoplanes sp. 
  

TD0284 0,6765a 0,6526a 0,133b 0,1707b 

Streptomyces sp.     

TD049 0,0083a 0,0099a 0,0095a 0,0083a 

TOTAL 0,7325a 0,5334b 0,2449c 0,1485d 

* letras iguais na mesma linha indicam que não houve diferença estatística entre os valores segundo 

Teste de Bonferroni (p < 0,05). 
1,2,3,4  indicam linhagens de actinobactérias provenientes do mesmo ninho. 

Obs: quanto maior o valor normalizado, menor a ação da actinobactéria; valor = 1 significaria que o 

crescimento do Escovopsis foi igual ao seu crescimento no controle (ausência da bactéria). 
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Figura 1. Testes de antagonismo entre as actinobacterias (TDs) frente a quatro linhagens de Escovopsis. Nas 

linhas 1, 2, 3 e 4 temos os resultados dos ensaios com Escovopsis NL007, RS076, SES005 e RS055, 

respectivamente. 1A = Controle NL007 (sem actinobactéria); 1B = NL007 x TD031 (seta branca indica local 

onde está a actinobactéria); 1C = NL007 x TD014; 2A = Controle RS076; 2B = RS076 x TD001; 2C = RS076 

xTD028; 3A = Controle SES005; 3B = SES005 x TD007; 3C = SES005 x TD008; 4A = Controle RS055; 4B = 

RS055 x TD049; 4C = RS055 x TD031. Para detalhes sobre os micro-organismos ver Tabelas 1 e 2. 
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Figura 2. Porcentagens de inibição para cada um dos Escovopsis testados com relação ao 

seu crescimento no controle. Os dados foram convertidos para porcentagem de inibição 

utilizando os valores normalizados presentes na Tabela 4. 

 

 

Currie et al. (1999), Currie (2001b), Currie et al. (2003a) sugerem que 

Pseudonocardia teria coevoluído com as formigas para proteger os jardins de fungos do 

parasita Escovopsis. Os autores propuseram um modelo de evolução “armamentista” (arms 

race), ou seja, não apenas deveria haver a produção de compostos cada vez mais efetivos por 

Pseudonocardia, como também deveria haver linhagens de Escovopsis cada vez mais 

resistentes. Tal cenário levaria a linhagens de Escovopsis e de Pseudonocardia cada vez mais 

específicas dentro de cada grupo de formiga da tribo Attini. Partindo dessa premissa, espera-

se uma maior ação das Pseudonocardia sobre as linhagens de Escovopsis isoladas de ninhos 

de formigas filogeneticamente relacionadas aos ninhos de origem das actinobactérias. Logo, 

sendo as actinobactérias isoladas de formigas Trachymyrmex, linhagens do fungo parasita 

oriundas do mesmo gênero de formiga deveriam apresentar maior suscetibilidade aos 

compostos produzidos pelas mesmas. Os resultados apresentados na Tabela 4 e Figura 2 

mostraram que as actinobactérias não somente apresentaram ação sobre Escovopsis não 

isolados de Trachymyrmex, como também tal ação foi mais efetiva em uma linhagem do 

fungo parasita isolada de formiga cortadeira (Acromyrmex). Esses resultados contradizem 

observações de outros autores (CURRIE et al. 1999; CURRIE, 2001b) que demonstram que 
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os compostos produzidos pelas actinobactérias são cada vez mais dirigidos para determinadas 

linhagens de Escovopsis. 

 Paralelamente, observamos que a linhagem de Escovopsis que foi menos inibida 

(NL007) apresenta características fisiológicas interessantes. Este isolado apresenta uma taxa 

de crescimento mais elevada, quando comparada às demais linhagens (Figura 3). 

Especificamente, a taxa de crescimento é, no mínimo, cinco vezes maior quando comparada 

com os outros Escovopsis estudados nas mesmas condições experimentais, confirmando 

estudos preliminares, nos quais observamos que algumas linhagens de Escovopsis isolados de 

Atta apresentam taxas de crescimento significativamente maiores do que linhagens do parasita 

oriundas de formigas Acromyrmex (MEIRELLES; PAGNOCCA; RODRIGUES, 2010). 

Portanto, a menor inibição observada sobre a linhagem NL007 do parasita pode ser devido à 

capacidade que ela apresenta de crescer mais rapidamente, o que faz com que a ação dos 

compostos inibidores sobre ela seja de menor impacto.  

Além da ação inibitória dos compostos produzidos por Pseudonocardia sobre o fungo 

parasita, Sen e colaboradores (2009) relataram que esses compostos também podem ser 

nocivos ao fungo mutualista; por esse motivo, os autores sugeriram que os compostos só 

poderiam ser utilizados pelas formigas em locais específicos do jardim, isto é, apenas onde 

estejam ocorrendo as infecções por Escovopsis. Caso esse crescimento vigoroso observado in 

vitro também ocorra em condições naturais, talvez o padrão de crescimento rápido 

demonstrado pelo isolado NL007 poderia ser vantajoso ao parasita, pois a infecção 

rapidamente se disseminaria no jardim de fungos, dificultando a aplicação dos compostos 

antimicrobianos das actinobactérias pelas formigas.  
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Figura 3. Taxas de crescimento de Escovopsis na ausência da bactéria (controle).  
 

 

 

5.2 Efeito das actinobactérias sobre o crescimento de Escovopsis 

 

Houve diferença significativa na capacidade de inibição de Escovopsis entre as 

linhagens de actinobactérias (F = 10,7651; p = 0,00; Tabela 3). O teste de Bonferroni mostrou 

diferenças significativas na ação inibitória das actinobactérias estudadas (Tabela 5), sugerindo 

que variedades ou até mesmo espécies distintas destas podem estar associadas às formigas 

Trachymyrmex. 

As linhagens TD001 e TD002 são provenientes do mesmo ninho, o que também 

ocorre para as linhagens TD004 e TD008 e TD006 e TD007. Conforme esperado, foram 

observados valores semelhantes de crescimento do parasita entre os pares, sem diferenças 

estatísticas significativas (Tabela 5). Entretanto, no caso das linhagens TD031 e TD028, 

apesar de ambas terem sido isoladas de operárias do mesmo ninho, verificamos que 

pertencem a gêneros de actinobactérias distintos. Assim, a linhagem TD028, identificada 

como Actinoplanes (Figura 1 – 2C) foi significativamente mais efetiva que a linhagem TD031 

(Tabela 5), identificada como Pseudonocardia.  

Ainda, Pseudonocardia TD031 foi a linhagem que menos inibiu o crescimento de 

Escovopsis, apresentando diferenças estatísticas no crescimento do parasita quando 
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comparada com outras linhagens estudadas (Tabela 5). Esta actinobactéria não apresentou 

ação sobre Escovopsis NL007, sendo o crescimento do parasita praticamente igual ao controle 

(valor normalizado = 0,9984, Tabela 4; Figura 1 – 1B). Sen et al. (2009) também 

demonstraram que algumas linhagens de Pseudonocardia isoladas de Trachymymex zeteki e 

Trachymyrmex setentrionalis não apresentaram efeitos inibitórios sobre o crescimento de uma 

linhagem de Escovopsis isolada de T. zeteki. Aqui, mostramos que a ausência de ação de 

Pseudonocardia de Trachymyrmex se estende para outras linhagens do parasita associadas a 

outros gêneros de formigas. 

Streptomyces TD049 foi a linhagem mais efetiva nesse estudo, pois inibiu totalmente 

todos as linhagens de Escovopsis (Tabelas 4 e 5; Figura 1 – 4B). Estes dados corroboram 

relatos da literatura de que compostos de outras actinobactérias podem ser eficientes no 

controle do parasita (KOST et al., 2007; HAEDER et al., 2009; MENDES, 2010). Além disso, 

os resultados suportam a segunda teoria proposta a respeito da relação entre actinobactérias, 

Escovopsis e formigas da tribo Attini, mostrando que as formigas podem se associar com 

vários micro-organismos em uma simbiose aberta (MUELLER, 2012). Muitos desses micro-

organismos podem ser efetivos na defesa contra o parasita Escovopsis, não sendo essa ação 

específica do gênero Pseudonocardia.  

Uma segunda dedução importante deste estudo e que contraria a teoria da coevolução, 

está relacionada com o fato de não termos observado antibiose específica, isto é, a 

actinobactéria Streptomyces TD049 isolada do mesmo ninho do Escovopsis SES005 (Tabelas 

1 e 2), inibiu totalmente todos os outros Escovopsis testados e, não especificamente esta 

linhagem do parasita.  

Segundo a análise estatística, foi ainda encontrada diferença significativa na interação 

entre os Escovopsis e actinobactérias testados (F = 2,1723; p = 0,0002; Tabela 3), indicando 

que o crescimento das linhagens de Escovopsis nos testes dependeu da linhagem de 

actinobactéria com que o fungo foi desafiado. Isto pode ser facilmente visualizado nas tabelas 

4 e 5. 

Devido ao fato de ser um parasita específico dos jardins de fungos das formigas da 

tribo Attini, Escovopsis surge como um possível agente de controle biológico destes insetos 

(FOLGARAIT et al. 2011). Contudo, antes que tal propriedade possa ser explorada de modo 

prático e com sucesso, muitas outras barreiras naturais precisam ser contornadas, pois as 

formigas são dotadas de várias e bem sucedidas estratégias de sobrevivência. É também 

necessário um maior entendimento sobre as relações ecológicas entre os micro-organismos 

presentes nos ninhos, incluindo o real papel das actinobactérias na defesa destes. Assim, este 
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trabalho acrescentou dados importantes sobre a interação entre estes micro-organismos à 

literatura; porém, são necessários estudos adicionais para testar as novas hipóteses que vêm 

sendo propostas para essa complexa relação. 

 

Tabela 5. Diferenças estatísticas significativas encontradas no Teste de Bonferroni entre cada uma das 

actinobactérias com base no valor normalizado de crescimento dos Escovopsis  

 

Actinobactérias Linhagens com as quais apresentaram diferenças estatísticas  
Valor 

normalizado* 

Pseudonocardia sp. 
    

TD0011 TD031 (p = 0,0364) e TD049 (p = 0,00) 0.4113 

TD0021 TD031 (p = 0,0385) e TD049 (p = 0,00) 0.4122 

TD003 TD031 (p = 0,0058) e TD049 (p = 0,00) 0.3839 

TD0042 TD031 (p = 0,0162) e TD049 (p = 0,00) 0.399 

TD0063 TD049 (p = 0,00) 0.5238 

TD0073 TD031 (p = 0,0077) e TD049 (p = 0,00) 0.3881 

TD0082 TD031 (p = 0,0087) e TD049 (p = 0,00) 0.3898 

TD009 TD049 (p = 0,00) 0.4465 

TD010 TD049 (p = 0,00) 0.4466 

TD012 TD049 (p = 0,00) 0.4903 

TD014 TD049 (p = 0,00) 0.4814 

TD0314 TD001; TD002; TD003; TD004; TD007; TD008; TD028 e TD049 

(valores de “p” indicados acima). 
0.6175 

Actinoplanes sp. 
  

TD0284 TD031 (p = 0,0298) e TD049 (p = 0,00) 0.4082 

Streptomyces sp. 
    

TD049 Apresentou diferença estatística frente a todas as outras (p = 0,00) 0.009 

* médias dos valores de crescimento normalizados dos quatro Escovopsis. Os valores separados de cada 

Escovopsis estão representados na tabela 4. 
1,2,3 e 4 indicam linhagens isoladas do mesmo ninho 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



28 

 

6 CONCLUSÃO 

 

O estudo do microbioma associado aos ninhos de formigas Attini intensificou-se nos 

últimos doze anos. Está relativamente claro que essas formigas mantêm uma relação restrita 

com seu fungo mutualista. Já, o fungo Escovopsis, mantém uma relação íntima de parasitismo 

com o fungo das formigas. Porém, quando são analisados dados sobre como as actinobactérias 

são adquiridas e sua real função, estes se apresentam controversos. Diferentes visões foram 

elaboradas a respeito do papel das actinobactérias encontradas no integumento desses insetos. 

O presente trabalho mostrou que a ação das actinobactérias não se restringe ao fungo 

Escovopsis relacionado ao gênero de formiga do qual a bactéria foi isolada. Tal resultado é 

uma evidência de ausência de especificidade na capacidade de ação destas bactérias contra o 

parasita. Adicionalmente, corroboramos dados da literatura que mostram que outras 

actinobactérias podem ser mais efetivas que as Pseudonocardia na ação contra Escovopsis. Os 

dados apontam a teoria da simbiose aberta entre actinobactérias e formigas Attini, como a que 

melhor se encaixa para o gênero Trachymyrmex, indicando que esta simbiose é uma relação 

não específica. 
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PERSPECTIVAS 

 

Ao propor novas hipóteses sobre o real papel das actinobactérias encontradas nos 

biofilmes presentes no integumento das formigas da tribo Attini, Mueller (2012) abriu novas 

janelas de pesquisa. Estas buscarão entender melhor o porquê desses micro-organismos 

estarem associados a esses insetos. O novo contexto argumentado pelo autor sugere que 

micro-organismos presentes no integumento da formiga auxiliam na defesa do inseto, ao invés 

de auxiliar na defesa do jardim de fungos; no entanto, isso necessita ser testado 

experimentalmente. O autor levanta no trabalho perguntas interessantes, dentre elas destacam-

se: (i) seriam os micro-organismos presentes no integumento responsáveis pela defesa do 

inseto contra as suas próprias doenças (fungos entomopatogênicos e endoparasitas)? (ii) 

seriam os micro-organismos encontrados nos jardins aqueles responsáveis por controlar 

patógenos deste local (como o próprio Escovopsis, ou ainda o fungo Syncephalastrum ou 

fungos endofíticos invasores do jardim)? Certamente, a tendência das pesquisas sobre os 

micro-organismos associados às formigas Attini tentarão responder essas perguntas. 

Os resultados do presente trabalho corroboram, em partes, essa tendência, pois 

demonstramos a existência de uma baixa especificidade na interação Pseudonocardia-

Escovopsis. Trabalhos futuros deverão testar linhagens de Pseudonocardia isoladas do jardim 

de fungos frente ao fungo parasita do gênero Escovopsis. 

. 
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