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RESUMO

A simbiose entre as formigas Attini e o fungo cultivado permitiu a expansédo das suas colbnias
e a utilizacdo dos fungos como parte da dieta alimentar dos adultos e como principal alimento
das larvas. Em troca, as formigas suprem os fungos com substrato vegetal, ddo abrigo, os
dispersam para novas localidades e oferecem protecdo contra seus predadores e patdgenos.
Apesar dos diversos mecanismos para manter o ninho livre de outros micro-organismos,
bactérias, leveduras e fungos filamentosos podem ser encontrados. Na literatura, hd pouca
informacdo sobre a presenca e o papel bioldgico das leveduras em ninhos de Attini. Portanto,
neste trabalho a énfase foi isolar e identificar as leveduras encontradas em jardins de fungo e
em alguns materiais de descarte de ninhos de Attini. Esta abordagem permitiu a criacdo de um
banco de estirpes especifico que deverd ser utilizado em outras pesquisas que possam
possibilitar uma andlise mais apronfundada sobre a participacdo delas na simbiose. Foram
analisados quarenta e quatro ninhos pertencentes a espécies de Attini de sete géneros
distintos, a saber: Mycocepurus, Myrmicocrypta, Mycetophylax, Sericomyrmex,
Trachymyrmex, Acromyrmex e Atta. Deles, foi isolado um total de cento e cinqlienta e duas
estirpes, distribuidas em trinta e trés espécies, as quais foram identificadas por anélises
morfoldgicas, fisioldgicas e pelo sequenciamento dos dominios D1/D2 da regido 26S do
rDNA,; contudo, em alguns casos, foi necessario seqiienciar a regido ITS. A espécie mais
encontrada nos ninhos de Mycocepurus goeldii, Trachymyrmex sp e Acromyrmex sp foi
Pichia guilliermondii, prevalente nos ninhos dos dois ultimos géneros. Houve predominancia
das espécies Pichia caribbica e Candida railenensis no unico ninho de Myrmicocrypta sp e de
Cryptococcus flavescens nos ninhos de Atta sexdens rubropilosa. Observamos também a
dominéncia de basidiomicetos em ninhos de Attini cortadoras de folhas (Atta spp e
Acromyrmex spp). Representantes dos géneros Moniliella, Torulaspora, Zygoascus e
Asterotremella ndo haviam sido descritos em associacdo com ninhos de formigas Attini até o
presente trabalho. Outro dado interessante foi o isolamento de representantes de interesse
clinico, como Trichosporon coremiiforme, Trichosporon loubieri, Asterotremella humicola,
Trichosporon mycotoxinivorans, Cryptococcus flavescens, Rhodotorula mucilaginosa e
Zygoascus hellenicus. Concluimos que os jardins de fungo de ninhos de Attini sdo um
ambiente propicio para desenvolvimento de leveduras. Muitas vezes eles possuem espécies
ainda ndo conhecidas, como foi 0 caso das estirpes TT12 e TD49, representantes de novas
especies nos géneros Candida e Sporobolomyces, respectivamente.

Palavras chave: formigas da tribo Attini, simbiose, jardim de fungo, leveduras,
diversidade.



ABSTRACT

The symbiosis between the Attini ants and their cultivated fungi allowed the expansion of
their colonies as well as the use of fungi as part of the adults’ diet and the main food of the
larvae. In return, the ants supply the fungi with plant substrates, provide shelter, disperse the
fungi to new locations and offer protection against predators and pathogens. Although several
mechanisms to keep the nest free of other microorganisms, several bacteria, yeasts and
filamentous fungi can be found. In literature, there is little information about the presence and
biological role of yeasts in Attini nests, therefore, the emphasis of this study was to isolate
and identify yeasts in fungus gardens and in some waste deposits of Attini ants. This approach
permitted a database creation of specific strains which can be used in other researchs that may
facilitate a deeper analysis about their participation in symbiosis. Forty-four nests of seven
different attine genera were analyzed, which are: Mycocepurus, Myrmicocrypta,
Mycetophylax, Sericomyrmex, Trachymyrmex, Acromyrmex e Atta. A total of one hundred and
fifty-two strains were isolated, belonging to thirty-three yeasts species, wich were identified
by morphological and physiological analysis and the D1/D2 domains of the nuclear large
subunit (26S) ribosomal DNA were sequenced; however, in some cases, it was necessary to
identify the ITS region of the ribosomal DNA. Pichia guilliermondii was the most dominant
specie encountered in nests of Mycocepurus goeldii, Trachymyrmex sp and Acromyrmex sp,
with prevalence in the nests of the last two genera. Pichia caribbica and Candida railenensis
predominated in the single Myrmicocrypta sp nest studied while Cryptococcus flavescens
dominated in the Atta sexdens rubropilosa nests. It was observed that basidiomycete yeasts
were most associated with leaf-cutting ant nests. The genera Moniliella, Torulaspora,
Zygoascus and Asterotremella had not been reported in the attine ant nests up to the present.
Another interesting observation was the isolation of clinical strains, such as Trichosporon
coremiiforme,  Trichosporon  loubieri,  Asterotremella  humicola,  Trichosporon
mycotoxinivorans, Cryptococcus flavescens, Rhodotorula mucilaginosa and Zygoascus
hellenicus. We conclude that fungus garden of attine nests is a suitable microenvironment for
yeast development. Sometimes within the fungus garden we can find undescribed species
such as the case of strains TT12 and TD49, both being representatives of putative new species

in the genera Candida and Sporobolomyces, respectively.

Keyword: Attini ants, symbiosis, fungus garden, yeast, diversity.
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1. INTRODUCAO

As formigas da tribo Attini sdo as Unicas capazes de cultivar seu proprio alimento. O
mutualismo entre essas formigas e seus fungos permitiu a expansao das colonias e a utilizacdo
dos fungos como parte da dieta alimentar dos adultos e como principal alimento das larvas.
Em troca, as formigas suprem os fungos com substrato vegetal, ddo abrigo, os dispersam para
novas localidades e oferecem protecdo contra seus predadores e patdgenos.

Apesar dos diversos mecanismos para manter seus ninhos livres de outros micro-
organismos, bactérias, leveduras e fungos filamentosos podem ser encontrados. Dentre 0s
parasitas que mais ameacam o jardim de fungo e diminuem o crescimento das coldnias
encontram-se as espécies de fungos do género Escovopsis, um possivel micoparasita, ja que
obtém nutrientes do micélio do fungo mutualista dessas formigas. Outro protagonista que,
possivelmente, também atua nesta simbiose, € uma bactéria filamentosa, actinomiceto do
género Pseudonocardia, a qual produz antibioticos capazes de inibir o crescimento do
Escovopsis.

Apenas alguns poucos estudos foram realizados em relagdo a presenga de leveduras
nesse micro-ambiente (ninho). Neles, poucas espécies de Attini foram analisadas e, portanto
ainda existem muitas questbes em aberto. Por exemplo, ainda pouco se sabe sobre a
diversidade das espécies e sobre uma eventual participacdo desse grupo de micro-organismos
na simbiose. Os estudos até o0 momento realizados permitiram supor que as leveduras estejam
participando positivamente nessa simbiose, ja que foi observada a producdo de enzimas
hidroliticas capazes de degradar substratos presentes no material vegetal levado para o interior
dos ninhos, podendo gerar compostos mais assimilaveis pelas formigas. Possivelmente, as
leveduras também podem estar detoxificando o ninho, pois foi observada também a utilizacdo
de acido galacturdnico por leveduras, composto presente nos ninhos que € toxico tanto para a
formiga quanto para o fungo mutualista. Somado a esse papel benéfico, algumas leveduras
podem secretar toxinas killer (micocinas), as quais inibiram o crescimento de outras leveduras
isoladas do mesmo ambiente, sugerindo a existéncia de um mecanismo de controle da
populacdo das leveduras e de outros micro-organismos através das micocinas. Esses micro-
organismos, também, podem exercer um papel protetor, uma vez que fora observado o
antagonismo de algumas espécies desse micro-organismo em relacdo ao fungo parasita
Escovopsis.

Neste trabalho, procuramos contribuir para o conhecimento da biodiversidade de

leveduras associadas as Attini, a riqueza de espécies presentes e também para o
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enriquecimento do acervo de colec¢des de culturas microbianas. Procuramos concentrar n0ossos
estudos nas espécies de Attini que ainda ndo haviam sido analisadas sob esses aspectos. A
partir deste inventario, muitas das estirpes obtidas poderdo servir em futuro proximo para
outras pesquisas, nas quais as leveduras tém importante papel, como, por exemplo, na
indUstria de alimentos, em estudos de biorremediacdo, na decomposicdo de lixo organico,

além de serem empregadas também na adsor¢do de metais e no controle biolégico.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 As formigas Attini

Poucos animais desenvolveram a habilidade de cultivar o seu proprio alimento
(MUELLER, 2002) como as formigas, cupins e besouros, e, também, 0 homem, que exercem,
independentemente, essa aptiddo (MUELLER; GERARDO, 2002). Algumas formigas
compartilham com térmitas e, possivelmente, com os besouros, o sofisticado hébito de
cultivar e alimentar-se de fungos (HOLLDOBLER; WILSON, 1990). Essas formigas estdo
incluidas na tribo Attini (MAYE-NUNES; JAFFE, 1998).

Pertencente a familia Formicidae e sub-familia Myrmicinae, a tribo de formigas Attini
compreende 15 géneros - Atta, Acromyrmex, Pseudoatta, Trachymyrmex, Sericomyrmex,
Mycetarotes, Myrmicocripta, Mycopepurus, Apterostigma, Cyphomyrmex, Mycetosoritis,
Mycetophylax, Paramycetophylax, Kalathomyrmex e Mycetagroicus (SCHULTZ; MEIER,
1995; BRANDAO; MAYHE-NUNES, 2002; KLINGENBERG; BRANDAO, 2009) com
mais de 230 espécies descritas (SCHULTZ; BRADY, 2008).

Schultz e Brady (2008) dividiram a tribo Attini, recentemente, em cinco grupos
biologicamente distintos, baseados em dados do seqlienciamento de quatro genes nucleares
que codificam proteinas e em informac@es da filogenia molecular do primeiro féssil calibrado

preservado em ambar para as formigas dessa tribo (Tabela 1).

Tabela 1 — Divisdo dos géneros das Attini segundo Schultz e Brady (2008) e adaptado de
Klingenberg e Brand&o (2009)

Grupo Géneros de Attini Fungo cultivado
Mycocepurus, Myrmicocrypta,
Mycetosoritis, Mycetophylax,

Kalathomyrmex, Paramycetophylax,

Attini basal Mycetarotes, Apterostigma grupo Fungo da tribo Leucocoprineae
auriculatum e de Cyphomyrmex grupo
strigatus
Attini

Subdivisdo do género Apterostigma

grupo pilosum Fungo da tribo Pterulaceae

cultivadoras de
fungos corais

Attini A . Fungo da tribo Leucocoprineae que cresce
. Subdiviséo do género Cyphomyrmex .
cultivadoras de - morfologicamente como levedura quando
grupo rimosus X L
leveduras associado a essas Attini
Attini Trachvmvrmex e Sericomvrmex Fungo da tribo Leucocoprineae, o qual produz
superiores ymy y gongilideos (MUELLER et al., 2001)
Attini . . .
cortadoras de Atta, Pseudoatta e Acromyrmex Fungo da tribo Leucocoprineae derivado do

folhas fungo cultivado pelas Attini superiores
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O artigo de Schultz e Brady (2008) mostrou a presenca de duas clades de Attini que
divergiram durante a evolucdo. A mais antiga, Palleoatini, compreende o0s géneros
Mycocepurus, Myrmicocrypta e Apterostigma, 0s quais possuem uma caracteristica peculiar:
uma mancha clara na asa das fémeas, cuja funcdo bioldgica é desconhecida. A clade mais
recente é a Neoattini, a qual teve trés sucessivas divergéncias. A mais basal é composta pelos
géneros Mycetophylax, Mycetarotes, Mycetasoritis e Cyphomyrmex, o segundo grupo € de
transicdo, ao qual pertencem as Attini superiores ndo cortadoras de folhas, Mycetagroicus,
Sericomyrmex e Trachymyrmex, que possivelmente deram origem ao grupo mais derivado, 0
qual compreende as Attini superiores cortadoras de folhas, constituido pelos géneros
Acromyrmex e Atta.

As espécies do grupo rimosus de Cyphomyrmex e do género Mycetagroicus pertencem
a linhagens que divergiram durante a transi¢cdo das Attini basais para as Attini superiores;
portanto, estudos bioldgicos desses grupos prometem esclarecer a seqliéncia dessa transi¢éo
(SCHULTZ; BRADY, 2008).

Exclusivas da América, distribuindo-se desde o sul da América do Norte até o sul da
América do Sul (WEBER, 1972; SCHULTZ; BRADY, 2008) em grande concentracdo na
Floresta Amazonica (MAYE-NUNES; JAFFE, 1998), essas formigas cultivadoras de fungos
estdo entre as principais pragas da agricultura brasileira (BORBA et al., 2006).

Os ninhos das Attini consistem em formigas e jardins de fungos que sdo encontrados
em uma ou mais camaras, dependendo do género. As basais sdo caracterizadas por
apresentarem col6nias de tamanho muito pequeno, com excegdo do género Myrmycocripta,
que apresenta coldnias maiores. Ja as Attini superiores, cortadoras e ndo cortadoras de folhas,
apresentam grandes coldnias, sendo 0 género Atta o que apresenta 0s maiores ninhos dentro
da tribo (HOLLDOBLER; WILSON, 1990).

As Attini possuem castas distintas de operarias e individuos reprodutores (fémeas e
machos). As operarias sdo fémeas, porém ndo possuem a capacidade de reproducédo. Essas, na
maioria dos géneros, sdéo monomorficas tendo pouca variedade de tamanho entre elas. Porém,
Atta e Acromyrmex possuem o grau maximo de polimorfismo dentre os outros géneros. Essa
diferenca de tamanho tem uma correlagdo com as tarefas realizadas dentro e fora do ninho,
sendo, por isso, considerada uma forma avancada de organizacdo social. No caso das Atta, as
maiores operarias, denominadas soldados, possuem como funcdo primaria a protecdo da
col6nia contra predadores e objetos perturbadores. As operarias médias fazem todo o trabalho

de cortar e transportar folhas e outros pedacos grandes de substratos como também remover o
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substrato antigo e as formigas mortas do ninho. As pequenas sdo consideradas as mais
importantes, pois cuidam da ninhada e do jardim de fungo, transportando também pequenos
fragmentos de substratos e as operarias pequenas mortas (WEBER, 1972).

Ja as fémeas reprodutoras sdo aladas quando encontradas no ninho parental e tornam-
se rainhas funcionais, perdendo suas asas, apés a fundacdo do novo ninho. Os machos,
aparentemente, so fertilizam as fémeas no v6o nupcial e possuem vida curta, além de néo

participarem de nenhum trabalho dentro ou fora da col6nia (WEBER, 1972).

2.2. As formigas Attini e a simbiose com fungos

A simbiose entre as formigas Attini e seus fungos possui aproximadamente 50 milhdes
de anos (SCHULTZ; BRADY, 2008). Esse cultivo permitiu-as expandir o tamanho de suas
colbnias, e algumas sé&o os maiores ninhos de formigas conhecidas, possuindo milhdes de
individuos (WEBER, 1972).

Os fungos da tribo Leucocoprineae, decompositores de serrapilheira e cultivados pela
tribo Attini sdo abundantes nos tropicos e, provavelmente por isso, sua domesticacdo pelas
Attini foi facilitada (MUELLER et al., 2001).

O jardim de fungo é composto por micélio, normalmente, dominado por um Unico
clone de fungo mutualista (WEBER, 1972; HOLLDOBLER; WILSON, 1990; POULSEN;
BOOMSMA, 2005) e fragmentos de material vegetal ou animal que servem de substrato para
o fungo. As formigas utilizam o fungo como uma parte da dieta alimentar dos adultos e como
principal alimento das larvas, sendo, por essa razdo, dependentes obrigatérias (MUELLER;
GERARDO, 2002). Em troca, neste mutualismo obrigatorio, as formigas suprem os fungos
com substrato vegetal, oferecem protecdo contra fungivoros e patdgenos, dao abrigo
(CURRIE; MUELLER; MALLOCH, 1999) e os dispersam para novas localidades (CURRIE;
STUART, 2001).

De acordo com Mueller et al. (2001), ha dois principais modelos da co-evolugédo das
Attini e seus fungos mutualistas. O modelo mais tradicional descreve que os fungos,
primeiramente, fizeram parte da dieta alimentar das formigas. Posteriormente, as formigas
desenvolveram a habilidade de cultivar esse fungo e, finalmente, desenvolveram um
mecanismo de transmitir o fungo entre as geracdes. O segundo modelo de co-evolugéo sugere
que as formigas foram utilizadas pelos fungos como vetores para sua dispersdo. Nessa
relagdo, os fungos tornaram-se parte da dieta alimentar das formigas, e entdo, estas passaram a

cultiva-los.
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A exata natureza dessa simbiose ancestral estd dificil de ser concluida devido ao
tempo e a diversificacdo desde a sua origem. Sabe-se, contudo, que 0 sucesso dessa
associacdo dependeu da habilidade das formigas em protegerem os seus jardins de fungos,
impossibilitando o crescimento excessivo de micro-organismos associados com o material
vegetal que as operarias levam, constantemente, para o jardim (CURRIE; MUELLER;
MALLOCH, 1999; CURRIE; STUART, 2001).

Vaérias hipoteses sobre a origem da associacdo entre as formigas Attini e seus fungos
foram propostas por Mueller et al. (2001), como: (i) a hipdtese do alimento armazenado, (ii)
dos fungos crescendo nas paredes do ninho, (iii) da madeira em decomposicdo, (iv) das
micorrizas, (v) dos cadaveres de artrépodes, (vi) do fluido fecal das formigas e (vii) dos
pellets fungicos infrabucais.

De acordo com Borba et al. (2006), essas formigas sdo “verdadeiras agricultoras”, pois
séo capazes de manipular o fungo sobre o substrato vegetal para otimizar o seu crescimento.
As Attini tém capacidade de investir intensivamente no monitoramento de seus jardins, pois
possuem uma casta de trabalhadores inférteis, que dedicam grande parte de seu tempo a esse
monitoramento (MUELLER, et al., 2005).

Para comecar um novo ninho, a rainha jovem carrega consigo, em sua cavidade
infrabucal, uma porc¢do do fungo retirada de seu ninho ancestral. Apds o véo nupcial, no qual
ela é fertilizada, retorna ao solo, retira suas asas e procura o local ideal para escavar,
expelindo o fungo no solo (Figura 1) (MUELLER, 2002). Essa transmissao vertical de clones
do fungo do ninho ancestral faz com que a rainha ndo perca recursos na busca por um novo
jardim de fungo durante o periodo critico da construcdo de seu novo ninho (MIKHEYEV;
MUELLER; BOOMSMA, 2007).
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Figura 1 — Rainha jovem de Acromyrmex versicolor e o pellet do fungo mutualista com ovos
(inicio da colonia).
Fonte: Alex Wild (http://www.alexanderwild.com)

Esses vOos ocorrem, habitualmente, durante uma limitada estagdo do ano a qual é
favoravel para a sobrevivéncia da jovem rainha e de sua nova colonia. Nas areas tropicais, 0

comeco da estacdo chuvosa, provavelmente, impulsiona o véo nupcial (WEBER, 1972).

2.3. Attini estudadas

2.3.1. Paleoattini

As formigas Attini basais, ou Paleoattini, utilizam como substrato materiais organicos,
fezes e restos de animais em decomposicdo para nutrir o fungo mutualista (HOLLDOBLER;
WILSON, 1990).

Pelo fato dessas formigas ndo causarem danos a colheita, uma vez que ndo cortam
folhas, as Attini basais s@o pouco estudadas, principalmente, em relacdo ao comportamento e
ecologia da nidificacdo e forrageamento (ALBUQUERQUE; DIEHL-FLEIG; DIEHL, 2005).

2.3.1.1. Género Mycocepurus

De acordo com Mackay et al. (2004), as formigas do género Mycocepurus estdo entre
as formigas cultivadoras de fungos mais faceis de serem reconhecidas, uma vez que esse
género possui uma coroa no promesotono. Mycocepurus curvispinosus, M. tardus, M. goeldii

(Figura 2), M. obsoletus e M. smithii comp&em as cinco espécies desse género.
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Sabe-se que o ninho de Mycocepurus possui tamanho irregular (RABELING;
VERHHAGH; ENGELS, 2007) e é pequeno. Os substratos, basicamente, fezes e carcacas de
insetos, coletados por essas formigas sdo levados para dentro do ninho (BRANDAO;
MAYHE-NUNES, 2002). Mackay et al. (2004) supdem que esses substratos possuem um
importante papel ecol6gico no ambiente fisico-quimico do solo dos sistemas agroflorestais da
Amazonia.

Essas formigas primitivas geralmente sdo imperceptiveis e ndo atacam plantas. Por
isso, pouca atencdo tem recebido e sua filogenia, ecologia e histdria sdo escassamente
estudadas (MUELLER et al., 2001).

Figura 2 — Vista lateral de uma operaria de Mycocepurus goeldii
Fonte: April Nobile (http://www.antweb.org)

2.3.1.2. Género Myrmicocrypta

As vinte e quatro espécies desse género sdo pequenas, possuindo a cabeca fina e
comprida. Os espinhos e tubérculos s&o predominantes no térax e sustentam pelos escamosos
caracteristicos desse género (Figura 3) (WEBER, 1972).

Seus ninhos sdo de tamanho intermediario e apresentam mais que uma camara. Essas
formigas sdo encontradas em florestas (WEBER, 1972) e no cerrado (LEAL; OLIVEIRA,
2000) e foram observadas coletando fezes de insetos, frutos e flores em decomposi¢do como
substrato para o jardim de fungo (LEAL; OLIVEIRA, 2000).
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Figura 3 - Vista lateral de uma operéaria do género Myrmicocrypta
Fonte: April Nobile (http://www.antweb.org)

2.3.2. Neoattini

2.3.2.1. Neoattini basal

2.3.2.1.1. Género Mycetophylax

De acordo com Klingenberg (2006), o género Mycetophylax, o qual possui trés
espécies, € 0 menos conhecido da tribo Attini. Seus ninhos situam-se, principalmente, em
solos arenosos, pobres em nutrientes e susceptiveis a grandes distdrbios, podendo ser
encontrados em toda a América do Sul (ALBUQUERQUE; DIEHL-FLEIG; DIEHL, 2005).

Klingenberg (2006) relatou que s&o raras as informagbes sobre a biologia de
Mycetophylax simplex (Figura 5). Ninhos dessa espécie sdo comuns em dunas mdveis da
Costa Atlantica do Sul Brasileiro notadamente no Estado do Rio Grande do Sul (DIEHL-
FLEIG; DIEHL, 2007) e em Florianopolis, Estado de Santa Catarina (Brasil). Essa espécie é
facilmente reconhecida, entre as outras espécies desse género, devido a sua cor marrom-
amarelada e o propodeo sem espinhos (KLINGENBERG, 2006).

A espécie Mycetophylax morschi (Figura 4), anteriormente, era pertencente ao género
Cyphomyrmex. Klingenberg (2006) propds a mudanca de género baseada em caracteristicas
apomorficas compartilhadas com outras espécies de Mycetophylax. Entre elas, esta a falta de
definicdo dos soquetes das antenas, j& que, em espécies de Cyphomyrmex, essa caracteristica é
peculiar. Outro fator de grande relevancia é a arquitetura do ninho e a escolha do habitat.
Como em M. conformis e M. simplex, os ninhos de M. morschi possuem tamanhos similares e
s&o construidos em solos arenosos das praias do Atlantico (KLINGENBERG; BRANDAO,
2009).
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Figura 4 - Vista lateral de uma operaria de Mycetophylax morschi
Fonte: Klingenberg e Brandao (2009)

e

Figura 5 - Vista lateral de uma operaria de Mycetophylax simplex
Fonte: Klingenberg e Brand&o (2009)

2.3.2.2. Neoattini superiores ndo cortadoras e cortadoras de folhas

Uma adaptacdo entre as formigas e o fungo mutualista pode ser observada no fungo
cultivado pelas formigas superiores, pois estes apresentam estruturas, denominadas
gongilideos, que sdo ricas em nutrientes necessarios para a alimentagdo, principalmente, das
larvas e estdo localizadas nas extremidades das hifas (WEBER, 1972; MUELLER, 2002).

A fungicultura dos géneros Sericomyrmex e Trachymyrmex, que sdo as Attini
superiores ndo cortadoras de folhas, foi base para a evolugdo das Attini mais derivadas,
pertencentes aos géneros Atta e Acromyrmex. As formigas desses géneros se caracterizam por
cortar e coletar folhas e flores de diferentes espécies de plantas com a finalidade de sustentar
o fungo mutualista (HOLLDOBLER; WILSON, 1990). Essa caracteristica peculiar as torna
rotuladas como pragas na agricultura e em reflorestamentos e, por isso, sdo as formigas Attini
mais estudadas (MARICONI, 1970; DELLA LUCIA, 1993).

Como comentado anteriormente, as cortadeiras possuem um polimorfismo acentuado

(DIEHL-FLEIG, 1995), existindo, portanto, uma relacdo entre o tamanho das operérias e as
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tarefas as quais realizam dentro e fora do ninho, sendo, entdo, uma avangada forma de
organizacéo social (WEBER, 1972).

As coldnias de Atta geralmente sdo maiores que as de Acromyrmex, assim como as
operarias. Contudo, suas atividades sdo similares e quando col6nias de ambos 0s géneros se

concentram em uma arvore ou arbusto, em particular, o dano é comparavel (WEBER, 1972).

2.3.2.2.1. Género Sericomyrmex

Esse género compreende dezenove espécies (FERNANDEZ; OSPINA, 2003) as quais
sdo caracterizadas por seus abundantes pélos compridos e lisos que cobrem toda a sua
extensdo corpdrea, dando a elas aparéncia sedosa (Figura 6) (FELDMANN; VERHAAGH,;
HEYMANN, 2000).

Em campo, Sericomyrmex é pouco notado, j& que essa formiga € bem lenta e
cuidadosa em seus movimentos, fingindo estar morta caso ocorram pequenas perturbacdes.
Podem ser encontradas desde o sul da América do Sul ao sul da América do Norte. Seus
ninhos sdo construidos no solo e habitados por vérias centenas ou até uma ou duas mil
operarias (FELDMANN; VERHAAGH; HEYMANN, 2000). Coletam flores, folhas em
decomposicdo, além de sementes como substrato (LEAL; OLIVEIRA, 2000) e, como todas as

Attini ndo cortadeiras, pouco € sabido sobre sua ecologia.

Figura 6 - Vista lateral de uma operaria de Sericomyrmex sp.
Fonte: April Nobile (http://www.antweb.org)

2.3.2.2.2. Género Trachymyrmex

O género Trachymyrmex é o mais abundante e diverso dentre os outros desta tribo
(RABELING; VERHHAGH; ENGELS, 2007) e sua distribuicdo vai dos Estados Unidos a
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Argentina (WEBER, 1972), com a presenca da maioria das espécies na América do Sul e
Central em ambiente tropical (RABELING; VERHHAGH; ENGELS, 2007).

O estudo taxondmico mais atual deste género o divide em seis grupos de acordo com a
morfologia das operarias e com analises filogenéticas: Cornetzi (seis espécies), Urichi (dez
espécies), Septentrionalis (cinco espécies), Jamaicensis (duas espécies), Opulentus (trés
espécies) e lheringi (quatro espécies) (BRANDAO; MAYHE-NUNES, 2007; MAYHE-
NUNES; BRANDAO, 2007).

As espeécies desse género sdo monomorficas e possuem, geralmente, muitos espinhos
(Figura 7). A cabeca dessas formigas apresenta espinhos ou tubérculos pontudos na regido
posterior. J& os machos se diferenciam da casta por serem menores e mais escuros (WEBER,
1972).

As operarias possuem diferencas na coloracdo dependendo da idade e alimentam o
fungo com fezes de insetos, madeira podre e material vegetal seco (JAFFE; VILLEGAS,
1985).

Figura 7 - Vista lateral de Trachymyrmex sp
April Nobile (http://www.antweb.org)

2.3.2.2.3. O género Acromyrmex

Esse género possui, aproximadamente, vinte e cinco espécies (FERNANDEZ;
OSPINA, 2003) que se caracterizam por apresentarem um polimorfismo bem acentuado das
operarias, com exemplares de diversos tamanhos ocorrendo num mesmo ninho. Os machos e
as fémeas, sempre alados, sdo bastante diferentes das operarias e menores que no género Atta
(GONGALVES, 1961).
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Os espinhos da cabeca e do térax sdo caracteristicas sistematicas muito importantes
(Figura 8), mas as propor¢des podem variar de acordo com as colénias. Individuos com
assimetria bilateral da cabeca sdo comuns (DIEHL; CAVALLI-MOLINA; ARAUJO, 2002).

O género Acromyrmex € préprio da América e sua distribuicdo vai desde a Califérnia
(EUA), seguindo pelo México, continuando pela América Central e por todos os paises da
América do Sul (exceto o Chile), até a Patagonia (Argentina). No Brasil, ocorre em todos 0s
Estados e territorios continentais (DELLA LUCIA, 1993). Essas cortadeiras vém chamando
atencdo crescentemente devido ao estrago que causam nas lavouras (DIEHL; CAVALLI-
MOLINA; ARAUJO, 2002).

Figura 8 - Vista lateral de Acromyrmex sp. As setas indicam 0s quatro pares de espinhos
caracteristicos deste género.
Fonte: April Nobile (http://www.antweb.org)

2.3.2.2.4. O género Atta

Esse género de formiga cortadeira abrange, aproximadamente, quatorze espécies
(FERNANDEZ; OSPINA, 2003) conhecidas como formigas sauvas (Figura 9), cujos
formigueiros subterraneos sdo caracterizados por apresentarem numerosos tuneis e galerias
(MARICONI, 1970).

Os ninhos de Atta sdo grandes, subterraneos e, quando adultos, externamente na regiao
das camaras, formam um monte de terra produzido pela escavacdo das galerias e camaras.
Esses formigueiros se apresentam formados por dezenas ou até centenas de camaras
subterraneas ligadas entre si e com a superficie do solo por meio de galerias (MARICONI,
1970).



24

As sallvas cortam plantas e as levam como substrato para o crescimento de seu fungo
mutualista. Por isso, esse género € o causador dos mais sérios danos na agricultura do pais
(MARICONI, 1970).

Conhecida popularmente por “satva parda”, a Atta capiguara causa danos em
plantacdes de capins e cana-de-acucar. O ninho dessa formiga apresenta certo nimero de
areas secundarias, além do monte de terra principal, tornando-o mais fécil de ser reconhecido
(MARICONI, 1970). A cabeca do soldado dessa espécie apresenta escultura grosseira e sua
coloracdo é parda e opaca (Figura 10-A) (BUENO; BUENO; VERZA, 2008).

A cortadeira Atta sexdens rubropilosa, chamada popularmente de ‘“satva-limao”
(DELLA LUCIA, 1993), € o inseto que mais causa danos a agricultura nacional, sendo a
principal praga de dicotileddneas cultivadas. Essa espécie foi encontrada no Brasil, Paraguai,
Bolivia e Argentina (MARICONI, 1970). O soldado possui cabeca com poucos pelos e é sem
brilho (Figura 10-C) (BUENO; BUENO; VERZA, 2008).

A espécie Atta bisphaerica é vulgarmente chamada de “sauva mata-pasto”, tendo
destague entre as formigas que mais causam dano nos canaviais do Estado de Sdo Paulo. Essa
cortadeira, encontrada no Brasil, apresenta somente um monte de terra no seu sauveiro
(MARICONI, 1970) e o soldado possui na cabeca um grande sulco, formando duas
protuberancias laterais (Figura 10-B) (BUENO; BUENO; VERZA, 2008).

Figura 9 - Vista lateral de Atta sp. As setas indicam os trés pares de espinhos caracteristicos

deste género.
Fonte: April Nobile (http://www.antweb.org)
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0,56 mm ~ ¥(B) " 06mm 0,5 mm.

Figura 10 — (A). Cabeca de soldado de Atta capiguara; (B). Cabeca de soldado de Atta
bisphaerica; (C). Cabeca de soldado de Atta sexdens rubropilosa.
Fonte: Sandra Verza

2.4. As Attini e sua associacdo com outros micro-organismos

O sucesso da fungicultura pelas formigas Attini tem sido atribuido ao eficiente
controle de parasitas microbianos dos jardins de fungos, atividade esta incessantemente
realizada pelas operarias (CURRIE; STUART, 2001; MUELLER; GERARDO, 2002).

Apesar dos diversos mecanismos para manter suas colonias livres de outros micro-
organismos, alguns vencem estas barreiras e sobrevivem no interior dos ninhos em conjunto
com as formigas e o fungo mutualista (CURRIE; MUELLER; MALLOCH, 1999).

De acordo com Currie e Stuart (2001), as operarias sdo importantes para 0 controle
microbioldgico da coldnia, pois alguns fungos filamentosos podem se desenvolver em jardins
de fungos nos quais 0 nimero de operarias esta reduzido.

As formigas Attini manejam ativamente seus jardins, removendo fisicamente micro-
organismos estranhos (CURRIE; STUART, 2001). Algumas hipéteses de como as formigas
protegem seus jardins contra micro-organismos estranhos sdo: (i) promover a habilidade
competitiva do fungo mutualista; (ii) producédo de antibioticos pelas glandulas mandibulares e
metapleurais das formigas Attini; (iii) producdo de antibidticos pelos fungos mutualistas; (iv)
remocao fisica de micro-organismos indesejaveis pelas operarias e; (v) jardins de fungos
como monoculturas, embora algumas dessas hipoteses sejam bastante discutiveis (CURRIE,
2001a).

Estudos de Currie, Mueller e Malloch (1999) mostraram que as Attini sdo hospedeiras
de parasitas especializados, conhecidos somente em jardins de fungos e presentes na maioria
de seus ninhos, contrariando a hipdtese aceita por muito tempo de que esses jardins sdo
mantidos sem patdgenos microbianos e parasitas.

Um desses parasitas que devastam potencialmente os jardins de fungos e diminuem o

crescimento das coldnias sdo as espécies de fungos do género Escovopsis (CURRIE;
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MUELLER; MALLOCH, 1999; CURRIE, 2001b; SCHULTZ; BRADY, 2008), o qual sé foi
encontrado em ninhos dessas formigas (GERARDO; MUELLER; CURRIE, 2006). Esse
fungo € comum, abundante e persistente nos jardins das Attini, sendo, possivelmente, um
micoparasita, ja& que obtém nutrientes do micélio do fungo mutualista dessas formigas
(CURRIE; MUELLER; MALLOCH, 1999).

Tudo indica que o Escovopsis € mantido em forma latente no interior dos ninhos,
crescendo rapidamente na auséncia ou diminui¢do do nimero de operarias. Quando estas sao
removidas, observa-se que o fungo parasita cresce rapidamente, podendo suprimir o fungo
mutualista (CURRIE; MUELLER; MALLOCH, 1999). Esta descoberta nos mostra
claramente que as formigas cultivadoras de fungos ndo conseguem manter seus jardins livres
de patdgenos. Sugere-se que outros patdgenos microbianos podem estar presentes igualmente
como o Escovopsis nos jardins dessas formigas (CURRIE, 2001a).

Currie e colaboradores (1999) encontraram mais um micro-organismo que também
atua nesta simbiose: uma bactéria filamentosa, actinomiceto (Figura 11), a qual produz
antibidticos que podem inibir o crescimento do Escovopsis. Primeiramente, essa bactéria foi
identificada como pertencente ao género Streptomyces (CURRIE et al., 1999). Porém,
analises moleculares revelaram que esse actinomiceto pertence ao género Pseudonocardia
(CURRIE et al., 2003a).

Na pesquisa de Currie e colaboradores (1999), essa actinobactéria foi encontrada em
todos os oito géneros de Attini estudados, incluindo os mais basais (Myrmicocrypta e
Apterostigma) bem como os mais derivados (Atta e Acromyrmex), e estdo localizados na
cuticula dessas formigas (CURRIE et al., 2003b).

Segundo os primeiros relatos, essa bactéria é transmitida verticalmente do ninho
parental para 0 novo ninho, ja que observou-se a presenca de actinomiceto em jovens rainhas
durante o v6o nupcial (CURRIE et al., 1999). Entretanto, atualmente estdo se acumulando
dados que sugerem outras possibilidades de associacdo com actinobactérias, envolvendo
aquisicdo lateral (MUELLER et al., 2008) e até mesmo a participacdo de outros géneros de
actinobactérias (SEN et al., 2009). Entre eles, os mais freqiientemente isolados na pesquisa de
Mueller e colaboradores (2008) foram os géneros Mycobacterium e Microbacterium, os quais
estavam relacionados a Atta. Contudo, ndo foi confirmada a associagdo de Pseudonocardia
com essa cortadeira, ja que, em diversas tentativas, essa bactéria ndo foi encontrada. Esse
estudo mostrou também através de analise filogenética que as linhagens de Pseudonocardia
associadas a Attini estdo intimamente relacionadas a actinomicetos endofiticos e encontrados
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no solo, propondo um sistema aberto no qual as cepas de Pseudonocardia de vida livre podem
ser freqlientemente adquiridas por essas formigas.

Figura 11 — Actinomiceto na cuticula de uma operaria de Acromyrmex sp.
Fonte: Thais Demarchi Mendes

Alguns trabalhos analisaram actinomicetos associados & Attini com o intuito de isolar
a molécula que produz antibiéticos especificos para a defesa do fungo mutualista contra
fungos parasitas. Oh e colaboradores (2009) isolaram Pseudonocardia sp. da cuticula de
Apterostigma dentigerum e conseguiram isolar uma molécula (CsHe7NgO13) inédita
denominada dentigerumicina, que inibe o fungo parasita Escovopsis. Outro trabalho
relacionado foi o de Haeder e colaboradores (2009), os quais isolaram actinomicetos de trés
espéecies de Acromyrmex (A. octospinosus, A. echinatior e A. volcanus). Esses autores,
selecionaram uma estirpe de Streptomyces, ja que esta inibiu fortemente o Escovopsis, e dela
foi isolada candicidina, uma molécula que possui alta atividade contra espécies de
Escovopsis.

Esses estudos recentes mostram que a associacdo entre formiga-fungo-parasita-
bactéria € uma das mais complexas simbioses descobertas na natureza (CURRIE et al.,

2003a), e essas interagdes, provavelmente, mantém a estabilidade do ninho.
2.5. Leveduras — Ecologia e Distribuicdo
Leveduras sdo fungos que se reproduzem principalmente por brotamento (RAVEN;

EVERT; EICHHORN, 2001). A formacao desses brotos, laterais ou apicais, ocorre quando o

ambiente esta favoravel e quando ha nutrientes disponiveis, expandindo regides da parede
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celular, dando origem, entdo, a células-filhas, as quais podem ou ndo permanecer unidas a
celula-mée.

Apresentam-se de forma variada, de esférica a ovoide, de elipsoide a filamentosa,
muitas vezes num mesmo cultivo. Embora algumas poucas espécies possam ser consideradas
patogénicas e/ou oportunistas, desde a antiguidade, esses fungos sdo conhecidos como
protagonistas da producéo de alimentos e bebidas por fermentacéo e, atualmente, também séo
utilizados como fontes de obtencdo de vitaminas do complexo B, pigmentos, proteinas de
organismos unicelulares, biomassa (RATON, 2004).

A vinicultura, a producdo de bioetanol, a panificacdo e a industria cervejeira utilizam a
diversidade de espécies e a variabilidade de estirpes para aumento e melhoramento continuo
na producdo. Além disso, muitas estirpes sdo desenvolvidas por selecdo e emprego de técnicas
de engenharia genética, acrescentando genes heter6logos para obtencdo de metabdlitos de
interesse (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2001).

Com o advento das técnicas baseadas em andlises moleculares, novas espécies tém
sido descritas com frequéncia. Ao final dos anos 90, havia aproximadamente 600 espécies
descritas e atualmente este nimero excede a 1.000 espécies (KURTZMAN; FELL, 2006).

Esses micro-organismos ndo ocorrem aleatoriamente pela biosfera, j& que formam
comunidades de espécies. Os membros dessas comunidades podem habitar diferentes nichos,
sendo importante distinguir entre as espécies que sdo autoctones, isto é, componentes
essenciais da comunidade que crescem regularmente em um substrato, das que sdo aloctones,
as quais sdo meramente transitdrias ocupando diferentes substratos, sendo consideradas
generalistas (LACHANCE; STARMER, 1998).

A maioria das espécies e de vida livre e pode ser encontrada em ambientes
completamente distintos. No solo, reservatorio de diversas leveduras, a ocorréncia e
proporcao da populacéo se da pelo tipo de floresta e pelo pH do solo, além de outros fatores
como poluicdo, plantas e animais em decomposicdo, entre outros (SLAVIKOVA;
VADKERTIOVA, 2000).

Esses micro-organismos também podem ser observados em ambientes aquaticos, tanto
em agua doce (VAATANEN, 1980) onde podem ser indicadores dos niveis de contaminagéo
(PECANHA et al., 1996), quanto em &gua marinha, cujas leveduras também podem ser
encontradas em mamiferos, peixes e invertebrados marinhos, porém esses estudos sdo mais
limitados, sendo os géneros Candida, Cryptococcus, Debaryomyces e Rhodotorula os mais
freqlientemente observados (KUTTY; PHILIP, 2008).
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Em ambientes extremos, como nos glaciais, as leveduras também podem ser
encontradas. O estudo de Turchetti e colaboradores (2008) constatou a presenca de leveduras
em sedimentos supra e subglaciais de duas geleiras dos Alpes Italianos, sendo Cryptococcus
gilvescens a espécie mais isolada e, aproximadamente, 55% dos cento e seis isolados foram
provenientes dos sedimentos subglaciais, 0 que sustenta a hipotese de que estes sedimentos
podem servir de abrigo para esse micro-organismo.

Algumas leveduras também estdo diretamente relacionadas com doencas como
candidiases, infeccdes orais e de mucosas (FERRAZZA et al., 2005). Podem causar danos as
plantas, também, como o caso dos membros do género Eremothecium que séo, usualmente,
transportados por insetos (DEMAIN; PHAFF; KURTZMAN, 1998).

Na filosfera de varias folhas também sdo encontradas diversas espécies desse micro-
organismo, principalmente basidiomicetos, porém alguns ascomicetos como Candida
oleophila, Debaryomyces hansenii e Metschnikowia pulcherrima também estdo presentes
nessa comunidade (GLUSHAKOVA; YURKOV; CHERNOV, 2007). As leveduras epifiticas
em plantas variam bastante sazonalmente de acordo com o nimero de fatores e mudancas
durante o ano, dependendo primeiramente de caracteristicas ecoldgicas da planta
(GLUSHAKOVA; CHERNOQV, 2007), contudo ha pouca diferenca dessa comunidade em
folhas de espécies de plantas diferentes quando verificadas em um Unico periodo
(SLAVIKOVA; VADKERTIOVA; VRANOVA, 2007).

No estudo realizado por Inécio, cerca de 90% dos isolados de leveduras do filoplano
de plantas representativas de um ecossistema do tipo mediterranico no Parque Natural da
Arrdbida em Portugal (de um total de 850 estirpes) sdo basidiomicetos, representando
aproximadamente 67 espécies, as quais metade sdo possiveis espécies ndo conhecidas e 75%
do numero total de isolados foram observados apenas uma vez ou ocorreram com baixa
freqiéncia. As espécies mais preponderantes foram Cryptococcus cf. laurentii,
Erythrobasidium cf. hasegawianum, Rhodotorula cf. slooffiae, Rh. bacarum, Sporobolomyces
cf. roseus, Tilletiopsis spp. e Lalaria inositophila sp. nov. (INACIO, 2003). Neste trabalho,
foram encontradas trinta e cinco estirpes epifitas com col6nias alaranjadas pertencentes a onze
espécies de basidiomicetos, as quais posteriormente foram descritas como: Cryptococcus
cistialbidi, C. amylolyticus, C. armeniacus, Dioszegia fristingensis, D. buhagiarii, D.
takashimae e D. catarinonii (INACIO et al., 2005). No estudo de leveduras epifiticas em
bromélias no Parque de Itapud no sudeste do Brasil foram isoladas quatro estirpes de uma
espécie, até entdo, ndo conhecida, Cryptococcus bromeliarum. Esses estudos mostram que o
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conhecimento da micobiota do filoplano é ainda escasso e requer mais estudos para a
caracterizagéo da populacao nesses ecossistemas (LANDELL et al., 2009).

Leveduras e drosofilas formam uma associacdo mutualistica, na qual esses micro-
organismos sdo fontes de nutrientes para adultos e larvas das moscas, além de ter papel
importante na detoxificacdo dos substratos utilizados como sitios de alimentacdo e de
oviposicdo (MORAIS; ROSA, 2000). De acordo com esses autores, ha diferentes espécies de
leveduras associadas a Drosophila em regides temperadas e tropicais, com a prevaléncia do
género Pichia, Hanseniaspora e Kloeckera no Brasil e Africa, e predominancia de
Saccharomyces e Kluyveromyces nas regides temperadas.

A associacdo entre leveduras e insetos pode ser dividida em dois aspectos. O primeiro
pode ser considerado uma relacdo puramente mecanica, na qual os insetos servem como
vetores na sua dispersdo sem nenhum beneficio nutricional (PHAFF; STARMER, 1987),
como no caso da Drosophila melanogaster que se alimenta de figo e, conseqlientemente,
ingere leveduras presentes nesse fruto. Os esporos dessas leveduras superam a passagem pelo
intestino e sdo depositados através das fezes juntamente com 0s ovos na cavidade dos frutos
de figueiras (Calimyrna sp) (MILLER; PHAFF, 1962; COLUCCIO et al., 2008). Os autores
acreditam que este tipo de mecanismo de dispersdo é mais eficiente quando comparado com o
vento ou a &gua, ja que as leveduras sdo transportadas para ambientes ricos em nutrientes
(COLUCCIO et al., 2008). O segundo pode ser considerado como uma associacdo benéfica
onde o inseto ndo somente age como vetor, mas também se beneficia das leveduras como
complemento alimentar (PHAFF; STARMER, 1987), como ocorre com a Drosophila
ampelophila que utiliza esse micro-organismo como complemento alimentar das larvas, visto
que a levedura fornece substancias, possivelmente atraves da degradagdo de compostos
maiores em compostos mais simples, que sdo necessarias para o desenvolvimento delas
(NORTHROP, 1917).

Tambéem as abelhas podem formar interessantes associa¢cdes com leveduras, como
mostra o trabalho de Rosa e colaboradores (2003) que observaram a associacao de leveduras
em abelhas das espécies Tetragonisca angustula, Melipona quadrifasciata, Frieseomelitta
varia, pertencentes a tribo Meliponini. A levedura Starmerella meliponinorum apresentou
forte interacdo com Tetragonisca angustula ja que foi encontrada nos adultos, no mel, no
polen, no material de descarte (lixo) e no préopolis dessa abelha, totalizando quarenta e trés
isolados. Nas duas outras espécies de abelhas, esse micro-organismo também foi encontrado,

porém com poucos isolados.
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Um exemplo notdvel dessa associa¢do entre leveduras e insetos é o trabalho de
Brysch-Herzberg (2004), o qual mostrou que as rainhas da abelha Bombus estdo associadas a
leveduras, particularmente Metschnikowia gruessii. E sabido que M. gruessii possui uma
adaptacdo morfoldgica para que suas celulas possam aderir aos tricomas encontrados na
regido bucal do inseto e neles permanecer durante o rigiroso inverno da regido, quando
praticamente desaparecem das flores estudadas. Nesse estudo, observou-se que M. gruessii
apresenta dependéncia dessas abelhas para a sua dispersdo, ja que sua abundancia foi
grandemente afetada nos nectarios florais nos meses de inverno, voltando a aumentar assim
que as rainhas saiam da hibernagéo.

Ainda, Suh et al. (2005) isolaram 650 espécies de leveduras no trato intestinal de 27
familias de besouros. Esses autores observaram que aproximadamente 200 espécies desses
isolados eram espécies ainda nao descritas. Este tipo de estudo mostra a importancia de
realizar pesquisas com insetos, pois esses sdo essenciais para o estudo da diversidade de

leveduras.

2.6. Leveduras no contexto da simbiose das formigas cultivadoras de fungos

Com excecédo ao fungo mutualista, aos actinomicetos e ao fungo parasita Escovopsis,
poucos sdo 0s estudos com outros micro-organismos encontrados em associacao a ninhos de
formigas Attini. Alguns destes foram realizados quanto a comunidade de leveduras presentes
nos ninhos dessas formigas, porém, ainda, sdo escassos e necessitam de mais atencdo e pouco
se sabe sobre a sua diversidade e participacdo na simbiose.

Estudos de leveduras em ninhos de cortadeiras foram realizados por Craven, Dix e
Michaels (1970), que isolaram e quantificaram leveduras em ninhos de Acromyrmex
octospinosus e Atta cephalotes. Num estudo realizado por Pagnocca et al. (1996) com ninhos
de laboratdrio de A. sexdens rubropilosa foi observada a presenca e distribuicdo de leveduras
e bactérias notratamento desses ninhos com folhas de Sesamum indicum (planta com atividade
antifangica e inseticida) e Eucalyptus alba (controle). Neste trabalho, os autores observaram
gue a planta Sesamum indicum induziu o desequilibrio e usualmente a morte dos ninhos.
Também, Fisher e colaboradores (1996) analisaram o jardim de fungo de trés ninhos de Atta
cephalotes, sendo constatada a presenca de levedura em todos os jardins. Contudo, nesses trés
trabalhos a identificacdo das estirpes néo foi realizada.

Outras pesquisas envolvendo leveduras em ninhos de cortadeiras foram realizadas por

Angelis, Serzedello e De Angelis (1983) que analisaram jardins de 50 ninhos de campo de
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Atta sexdens rubropilosa e Atta laevigata e obtiveram 13 espécies, sendo a mais
predominante Torulopsis (Candida) etchellsii.

Carreiro e colaboradores (1997) isolaram leveduras de folhas de Eucalyptus alba, do
jardim de fungo, trato digestivo e das pernas das formigas da espécie A. sexdens rubropilosa
de ninhos de laboratério, as quais estavam distribuidas em 24 espécies. O perfil dessas
leveduras foi de, aproximadamente, 70% de ascomicetos, sendo o género Candida o mais
encontrado, e, aproximadamente 30% de basidiomicetos, com predominancia do género
Cryptococcus entre elas. As espécies Candida homilentoma, C. famata, C. colliculosa-like e
C. colliculosa foram as mais abundantes.

Anélises posteriores desses isolados através de técnicas moleculares confirmaram
muitas das espécies que haviam sido identificadas por técnicas fenotipicas, ao mesmo tempo
em que reposicionaram outras espécies (Carreiro, S.C., comunicacdo pessoal), algumas das
quais ainda desconhecidas como foram os casos de Cryptococcus haglerorum
(MIDDELHOVEN et al., 2003) e Sympodiomyces attinorum (CARREIRO et al., 2004). Outra
espécie descrita recentemente foi Trichosporon chiarellii (PAGNOCCA et al., 2009)
encontrada macicamente em um ninho de uma espécie recentemente descrita como
Myrmicocrypta camargoi (SOSA-CALVO; SCHULTZ, 2010).

Em relacdo a uma participacdo mais direta na simbiose das formigas, o papel das
leveduras permanece obscuro. E sabido que leveduras encontradas no estudo de Carreiro
(2000) produziram in vitro enzimas hidroliticas capazes de degradar substratos presentes na
matéria vegetal (como pectina e amido) carregada para o interior dos ninhos.

Pode-se supor que esses micro-organismos estdo participando de uma forma positiva
na simbiose, ndo apenas facilitando a coloniza¢do do substrato pelo fungo mutualista, mas
também gerando compostos (agucares) mais simples e assimildveis pelas formigas
(CARREIRO, 2000). O mesmo pode ser dito em relacdo a producdo de substancias para
controlar outros micro-organismos que podem ameacar a simbiose ou mesmo, a producéo de
compostos sinalizadores (cheiro) para a colbnia, aspecto este ainda ndo devidamente estudado
(PAGNOCCA; RODRIGUES; BACCI JR., 2010, no prelo).

Entretanto, as leveduras podem estar competindo com o fungo mutualista e outros
micro-organismos pelo substrato, ou seja, seriam comensais da associa¢do formiga-fungo,
retirando parte da energia do sistema (CARREIRO, 2000).

Um dado bastante significativo em relagdo a atividade bioquimica das leveduras foi
observado por Carreiro (2000). Nele, constatou-se a utilizagdo da xilose para o crescimento da

grande maioria das leveduras estudadas, o que indica uma possivel competicdo com o fungo
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mutualista, ja que este também pode utilizar xilose, para o seu crescimento (SIQUEIRA et al.,
1998).

De acordo com Siqueira e colaboradores (1998), o fungo mutualista produz grandes
quantidades de pectinases e muitas leveduras encontradas em ninhos de formigas cortadeiras
também produzem estas enzimas (CARREIRO, 2000; MENDES, 2007).

O 4cido galacturénico, um dos principais produtos de hidrdlise da pectina, ndo é
utilizado pelo fungo mutualista (SIQUEIRA et al., 1998) para seu crescimento e € toxico para
a formiga (SILVA et al., 2003). Assim sendo, poderiamos pensar que esse produto estaria se
acumulando nos ninhos, porém, Mendes (2007) verificou que uma parcela expressiva das
leveduras isoladas de ninhos de Acromyrmex sp. (79,73%) e Atta texana (62,22%) utiliza
acido galacturénico como fonte de carbono para seu crescimento. Nesse caso, as leveduras
estariam detoxificando o jardim de fungos, consumindo compostos indesejaveis e estariam,
assim, exercendo uma atividade benéfica para os ninhos. Segundo Carreiro, S.C.
(comunicacéo pessoal), esta mesma concluséo pode ser obtida com as estirpes de leveduras de
ninhos de laboratdrio de Atta sexdens rubropilosa.

Algumas leveduras podem secretar compostos (micocinas ou toxinas Kkiller),
geralmente glicoproteinas, que sdo antagdnicos para outras espécies de leveduras
(MAGLIANTI et al., 1997). Dentre as estirpes isoladas de ninhos de Atta sexdens por Carreiro
e colaboradores (2002), foi constatada a presenca de atividade Killer em espécies de
Aureobasidium, Candida, Cryptococcus, Debaryomyces, Pichia, Rhodotorula,
Saccharomyces, Torulaspora, Tremella e Trichosporon. Essa atividade killer pode ser um
instrumento para a manutencdo da estrutura da comunidade de leveduras (CARREIRO et al.,
2002).

A pesquisa de Rodrigues e colaboradores (2009) mostrou o antagonismo de leveduras
isoladas de ninhos de Atta texana em relacdo ao fungo parasita Escovopsis. As espécies
Bullera sinensis, Cryptococcus magnus e espécies de Pseudozyma inibiram significantemente
as duas estirpes de Escovopsis testadas. Esta observagdo evidenciou um papel bioldgico das
leveduras até entdo desconhecido em relacéo a defesa do ninho contra Escovopsis.

Por outro lado, Little e Currie (2007) encontraram um possivel novo simbionte
associado a formigas da espécie Apterostigma pilosum, uma Attini basal. Leveduras negras do
género Phialophora foram isoladas da cuticula, na regido do torax, isto €, no mesmo local em
gue as bactérias simbiontes se encontram. Elas podem utilizar nutrientes diretamente da
Pseudonocardia, o que promove o crescimento dessas leveduras e diminui o crescimento da

Pseudonocardia, dessa forma interferindo de modo negativo na protecdo aos ninhos. Assim,
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poderiam reduzir o crescimento das bactérias produtoras de antibiéticos que inibem o fungo
Escovopsis. Portanto, as leveduras negras podem sinergizar indiretamente a infeccdo por
Escovopsis nos ninhos dessas formigas (LITTLE; CURRIE, 2008).

Muitos dos géneros e espécies de formigas nunca foram estudados quanto a ocorréncia
e caracteristicas das leveduras associadas aos seus ninhos, principalmente, com ninhos de
Attini ndo cortadeiras.

Acredita-se que esta dissertacdo ira contribuir para o conhecimento da biodiversidade
de leveduras associadas as Attini e também para o enriquecimento do acervo de colecdes de
culturas microbianas associadas a insetos sociais existente no Centro de Estudos de Insetos
Sociais (CEIS) localizado na Unesp de Rio Claro. Muitas das estirpes obtidas poderao servir
em futuro proximo para outras pesquisas, nas quais as leveduras tém importante papel, como,
por exemplo, na inddstria de alimentos, pois elas sdo fontes de varias enzimas de interesse
industrial (VAKHLU; KOUR, 2006), além de flavorizantes (WELSH; MURRAY;
WILLIAMS, 1989; BICAS; DIONISIO; PASTORE, 2009), aromas (WELSH; MURRAY;
WILLIAMS, 1989), pigmentos (CHAIROTE et al., 2007) e podem fermentar pentoses, como
xilose e arabinose, produzindo etanol (HAHN-HAGERDAL et al., 2007). Elas também tém
sido utilizadas na protecdo do meio ambiente, como na biorremediacdo (MARGESIN, 2007) e
decomposicdo de lixo organico (REZENDE; ASSIS; NAHAS, 2004), além da adsorcéo de
metais (PARVATHI; NAGENDRAN; NARESHKUMAR, 2007) e em controle bioldgico

(protecéo fitossanitaria de lavouras, particularmente na fruticultura (DROBY et al., 1998)).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Conhecer a diversidade de leveduras associadas a ninhos de formigas da tribo Attini.

3.2. Objetivos especificos

1. Caracterizar e identificar leveduras isoladas de ninhos de formigas representantes da
tribo Attini;

2. Descrever possiveis espécies novas encontradas durante o desenvolvimento do
presente trabalho;

3. Contribuir, com as estirpes isoladas, para o banco de leveduras especifico (tematico)
do Laboratdrio de Microbiologia sob responsabilidade do Prof. Dr. Fernando Carlos Pagnocca
para utilizacdo em estudos futuros e para servir, também, como fonte de exploracdo

gendmica.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Coleta das formigas

Neste estudo, foram isoladas leveduras de jardins de fungos de: (i) oito ninhos de
Mycocepurus goeldii; (ii) doze ninhos de Atta sexdens rubropilosa; (iii) dois ninhos de
Mycetophylax simplex; (iv) dois ninhos de Mycetophylax morschi; (v) onze ninhos de
Trachymyrmex sp, (vi) dois ninhos de Acromyrmex sp; (vii) um ninho de Myrmicocrypta sp;
(viii) um ninho de Sericomyrmex sp; (ix) um ninho de Atta capiguara; e (X) um ninho de Atta
bisphaerica. Também foram isoladas leveduras de amostras de material de descarte de: (i)
dois ninhos de Trachymyrmex sp; (ii) um ninho de Acromyrmex sp, totalizando quarenta e
quatro amostras (Tabela 2).

Os ninhos foram cuidadosamente escavados, preparando-se uma abertura lateral tipo
trincheira e dirigindo a escavagdo para a regido onde se esperava encontrar o jardim de
fungos, até que este fosse localizado. Essa técnica impede ou minimiza contaminacGes com
particulas do solo. As trincheiras foram fechadas ap6s cada coleta para diminuir o distarbio e
prevenir a migracao da colonia para um local ndo perturbado (RODRIGUES et al., 2009).

Os jardins e algumas formigas foram assepticamente coletados em recipientes
esterelizados e transportados para o laboratério. O tempo em que os jardins ficaram

armazenados até o0 momento do processamento do laboratorio variou entre as coletas.

Tabela 2 — Ninhos de formigas Attini utilizados para o isolamento das leveduras

Cddigo do ninho Localizagdo Coordenadas  Data da coleta Espécie da formiga
FCPAR270208-01 FaZBec:‘tﬂza';S?segdo V?liZS(:’SZ((JS"?(’J%ll%"I" 27102/2008 Mycocepurus goeldi
FCPAR270208-02 FaZBec:‘tﬂza';S?segdo V?liZS(:’SZ((JS"?(’J%ll%"I" 27102/2008 Mycocepurus goeldi
FCPAR270208-03 FaZBec:‘tﬂza';S?segdo V?liZS(:’SZ((JS"?(’J%ll%"I" 27102/2008 Mycocepurus goeldi

FCPAR270208-04 Fazenda Lageado $22°50'38.16" 27/02/2008 Mycocepu:us goeldii

Botucatu-SP W48°26'05.10™
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Tabela 2 (continuacdo) — Ninhos de formigas Attini utilizados para o isolamento das leveduras

Codigo do ninho Localizacao Coordenadas  Data da coleta Especie da formiga
FCP040308-02 Fazenda Lageado NrbonselH 04/03/2008 Mycocepurus goeldii
FCP040308-03 Fazenda Lageado NrsnselH 04/03/2008 Mycocepurus goeldii
FCP040308-04 Fazenda Lageado Nrsns el 04/03/2008 Mycocepurus goeldii
sesoogzi-0p St Ecologieado Panga - 1909249 21/09/2008 Trachymyrmex sp.
sEsogogz1-03  EStEcologieado Panga - 1909249 21/09/2008 Trachymyrmex sp.
sEsogoozz01  ESt Ecologieado Panga N 22109/2008 Sericomyrmex sp.
sEsoogzz03  ESt EcologicadoPanga - 190243 22/09/2008 Trachymyrmex sp.
sEsosoozz.04  ESt Ecologicado Panga . 22109/2008 Trachymyrmex sp.
sEsogog24-02  ESt Eoologieado Panga N 24/09/2008 Trachymyrmex sp.
SES080925-01 Est. Sgg'r?agrig?a‘?&za”ga Vs\,i%g%i%g 25/09/2008 Trachymyrmex dichorus
AR090306-01 Ezzir”i‘a‘:%gg?g‘fgg VS\%%‘;:’;:Z 06/03/2009 Mycetophylax morschi
Mowaos MG STTOX e Moo
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Tabela 2 (continuacdo) — Ninhos de formigas Attini utilizados para o isolamento das leveduras

Cddigo do ninho Localizacéo Coordenadas  Data da coleta Espécie da formiga
o POV SN gy Ao
AR090307-02 TaZ?JSatl?a-Rs st 07/03/2009 Mycetophyjax simplex
CTLO90307-01 Pr?:iﬁ) ?i(; nl\(//)lggﬁgrlgicque VS\/2478°°5452%574702 07/03/2009 Mycetophylax simplex
SES090309-02 Tazﬁztr(;-res Nt 09/03/2009 Trachymyrmex sp.
SES090309-03 T qiiiﬁpes Nt 09/03/2009 Trachymyrmex sp.
SES090309-04 Ta;j;fg_Rs s 09/03/2009 TrachymyTmex p.
TRS090309-13 Taun?r?.Rs NSy 09/03/2009 Acromyfmex sp.
SES090310-02 o R 10/03/2009 Trachymyrmex sp.
AR090402-01 Plgr;trigri% ;;(_:istlrjus VS\/2427001379217007% 02/04/2009 Atta sexdens rubropilosa *
AR090402-02 Plgr;trigriz ;;?ist;us \,Sviz7°°%7€’2()£9795>93 02/04/2009 Atta sexdens rubropilosa *
FCP090402-03 Plantagao de clius N 02/04/2009  Atta sexdens rubropilosa *
FCP090402-04 Plantagao de clius N 02/04/2009  Atta sexdens rubropilosa *
FCP090402-05 Plgr;trigriz ;;?ist;us VS\/2427°°1379202826% 02/04/2009 Atta sexdens rubropilosa *
FCP090402-06 Plggtrzgriz ;tzi(_:ist;us st2427°°13792018%11 02/04/2009 Atta sexdens rubropilosa *
FCP090402-07 Plgr;tri(;j]% zizi(_:istgus stzégol?;%%%% 02/04/2009 Atta sexdens rubropilosa *
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Tabela 2 (continuagdo) — Ninhos de formigas Attini utilizados para o isolamento das leveduras.

Cddigo do ninho Localizacéo Coordenadas  Data dacoleta Espécie da formiga
FCP090402-08 Plggtr?friz ;Zi(_:ist;us \,Sv2427°°137920%%79 02/04/2009 Atta sexdens rubropilosa *
FCP090402-09 Plggtr?friz ;Zi(_:ist;us \,Sv2427°°137920%%25 02/04/2009 Atta sexdens rubropilosa *
FCP090402-10 Plantagao de clrus Nyl 02/04/2009  Atta sexdens rubropilosa *
FCP090402-11 P'égtrﬁzgzﬁgéus st2427°°137922(28150 02/04/2009 Atta sexdens rubropilosa *
FCP090402-12 Plantagao de clrus N 02/04/2009  Atta sexdens rubropilosa *
AR090429-01 Botucatu-SP NS 20/04/2009 Atta bisphaerica
AR090429-02 Botucatu-SP @24280031%%%%:‘ 20/04/2009 Alta capiguara

(*) material organico analisado proveniente do jardim de fungo dos ninhos; (**) material organico proveniente do
deposito de lixo dos ninhos.

4.2. Isolamento e manutencéo das leveduras

No laboratério, o material constituido pelo jardim de fungos e alguns de material de
descarte (Figura 12-A) foi separado em por¢oes de 0,59 e, transferidos para tubos contendo
4,5mL de Yeast Malt Broth (0,3% de extrato de malte; 0,3% de extrato de levedura; 0,5% de
peptona; 1,0% de D-glicose) com 0,01% de cloranfenicol e agitados em vértex (Figura 12-B)
(YARROW, 1998). Posteriormente, 200 uL dessas suspensdes foram semeadas em placas de
petri contendo os meios de isolamento MYP (0,7% de extrato de malte; 0,05% de extrato de
levedura; 0,25% de soytone; 1,5% de agar) (BANDONI, 1972) e YMA (0,3% de extrato de
malte; 0,3% de extrato de levedura; 0,5% de peptona; 1,0% de D-glicose; 2,0% de &gar)
(YARROW, 1998), ambos com o antibiético cloranfenicol e pH ajustado para 4,0. As placas
foram incubadas a 22°C no escuro e monitoradas diariamente para isolamento das colbnias
(Figura 12-C). Estas foram selecionadas com base em seus diferentes morfotipos e,

purificadas (Figura 12-D). Todas as estirpes foram estocadas em meio Gymp (2,0% de D-
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glicose; 1,0% de extrato de malte; 0,5% de extrato de levedura; 0,2% de NaH,PO,; 2,0% de
agar) a 6° C (Figura 12-E) (ROSA et al., 1995) e em glicerol 15% a -85°C (Figura 12-F)
(CENTRAALBUREAU VOOR SCHIMMELCULTURES, 2008).

(A)

(G) (H)

Figura 12 — (A) Recipiente com o jardim de fungo; (B) Tubos com a suspenséo dos jardins de
fungo; (C) Isolamento dos morfotipos; (D) Purificacdo da estirpe; (E) Estoque em Gymp;
(F) Estoque em ultrafreezer a -80°C; (G) Teste de assimilagéo; (H) Morfologia celular.

4.3. Caracterizacao das leveduras utilizando critérios morfoldgicos e fisioldgicos

Inicialmente foi realizada uma caracterizacdo da morfologia colonial (Figura 12-D) e
celular (Figura 12-H) de cada estirpe €, em seguida, foram iniciados os testes fisiolégicos
(Figura 12-G), utilizando metodologia descrita em Barnett, Payne e Yarrow (2000) e Yarrow
(1998).
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De acordo com essas andlises, as estirpes semelhantes foram agrupadas, e
representantes dos grupos foram utilizados para caracterizacdo e identificacdo por métodos
moleculares. O mesmo procedimento foi realizado com as estirpes que ndo se encaixaram

nos agrupamentos.
4.4. Caracterizacdo por métodos moleculares
4.4.1. Extracdo de DNA gendémico

Com a intencédo de refinar os agrupamentos obtidos na etapa anterior, testes baseados
em analises moleculares foram utilizados visando a identificacdo taxondmica (SAMPAIO et
al., 2001; ALMEIDA, 2005).

O DNA genbmico de cada isolado foi extraido seguindo a metodologia de Sampaio et
al. (2001). Duas alcadas da levedura cultivada em meio 4gar YMA por 48 h a 25°C foram
suspendidas em 500uL do tamp&o de lise TNES (50 mmol Tris I'*; 250 mmol de NaCl I'; 50
mmol EDTA I'; 0,3%, w/v, SDS; pH 8) ¢ o equivalente a 200 pL de micro-esferas de vidro
(Sigma-Aldrich ®, 212-300 um de diametro) esterilizadas foram adicionadas. Em seguida,
foram levados ao vortex por 4 minutos e os tubos foram incubados por 1 hora a 65°C,
repetindo esse procedimento duas vezes. A suspensao foi, entdo, centrifugada por 15 minutos
a 13.000 rpm e o sobrenadante (~400uL), o qual contém o DNA genémico bruto, foi separado
e armazenado em tubos de 1,5mL a -20° C.

Para a confirmacdo da presenca de DNA, utilizou-se a eletroforese em gel de agarose
1,0% (Analytical Grade, Promega Corp.) em tampé&o TBE 1X. Nos pocinhos, foram aplicados
2,0 uL do DNA bruto misturado com 2,0 pL do corante Loading Buffer. Foi utilizado,
também, 4,0 uL do DNA ladder (Promega Corp.) de 1.000 pares de bases (pb) como
marcador de peso molecular para analise do tamanho de bandas. Apds 40 minutos de corrida
do gel a 100 V e 50 mA, ele foi corado em uma solugdo de brometo de etideo diluido em TBE
1X por, aproximadamente, 20 minutos. Foi feito o descoramento em tampdo TBE 1X por,
aproximadamente, 5 minutos e, entdo, o gel foi fotografado com auxilio do software Kodak

Digital Science v.1.0.

4.4.2. Agrupamento das estirpes por MSP-PCR

Estirpes representantes dos varios agrupamentos realizados com base nas

caracteristicas fenotipicas foram utilizadas para um segundo agrupamento atraves do método
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de “fingerprinting” utilizando microsatélites (MSP-PCR) de acordo com Meyer et al. (1993).
Nesta etapa, misturou-se 4,0 pL de dNTPs (1,25mM de cada base), 2,5 ul de Buffer 10X, 1,0
puL de MgCl, (50mM), 0,2 puL de Tag-polimerase (5 U/uL), 10,3 pL de agua Milli-q esteril,
2,0 uL do primer (GTG)s e 5 puL de DNA (diluido 750 vezes). O programa utilizado no
termociclador (PTC-100 ™ Programmable Thermal Controller) para a amplificacdo foi 95°C
por 3 minutos, seguidos de 40 ciclos a 93°C por 45 segundos, 50°C por 1 minuto, 72°C por
um minuto, com a extensao final de 72°C por 6 minutos.

Para verificar o padrdo de bandas, realizou-se uma corrida de gel agarose 1,4% em
TBE 0,5X a 90V e 50 mA por 3 horas. Em seguida, o gel foi corado por 25 minutos em
brometo de etideo e descorado a seguir por 5 minutos.

Uma vez concluida esta etapa, foi possivel reavaliar e, caso necessario, reagrupar 0s

isolados.

4.4.3. Amplificacdo — PCR

A partir desse segundo agrupamento, foram selecionadas estirpes representantes de
cada grupo para concluir a identificacdo, a qual foi obtida pela analise dos resultados do
sequenciamento da regido D1/D2 da subunidade maior (26S) do rDNA (KURTZMAN;
ROBNETT, 1998). O mesmo procedimento foi aplicado as estirpes Gnicas ou que ndo foram
bem caracterizadas pelos testes anteriores.

Para tanto, foi preparada uma mistura com 8,3 pL de agua Milli-q estéril, 2,0 pL de
cada primer (NL1 e NL4, a 10 mM cada), 2,5 pL de Buffer 10X, 1,0 puL de MgCl, (50 mM),
4,0 uL de dNTPs (1,25 mM), 0,2 pL de Tag-polimerase (5 U/uL) e 5,0 uL do DNA diluido
(750 vezes), totalizando 25uL de volume final (SAMPAIO et al., 2001). Ap6s, a mistura foi
agitada no vortex por alguns segundos e, logo em seguida, foi realizado uma breve
centrifugagdo. As amostras foram colocadas no termociclador e foi utilizado o programa: 96
°C por 3min, seguido de 35 ciclos a 96 °C por 30s, 61 °C por 45s e 72 °C por 1min.

A amplificagho  foi realizada com o iniciador  forward  NL1
(5’GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG3’) e 0 reverse - NL4
(5’GGTCCGTGTTTCAAGACGG3”) (INACIO et al., 2005). Para se conferir a presenca e
tamanho do fragmento de DNA, os produtos de amplificacdo foram visualizados em gel de
agarose 1% (1g de agarose (Promega Corporation, USA) para cada 100 mL de tampédo TBE
1X (Tris-borato-EDTA)), onde foram aplicados 2,0 pL do produto da amplificacdo e 2,0 uL
de corante em cada pocinho, além de 5,0 pL do DNA marcador ladder (Promega — G571A) de
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1000 pb. Ap6s 40 minutos de corrida do gel a 100 V e 50 mA, este foi corado em uma
solucdo de brometo de etideo diluido em TBE 1X por, aproximadamente, 20 minutos. Entdo,
foi feito o descoramento em tampdo TBE 1X por, aproximadamente, 5 minutos e o gel foi
visualizado através do transiluminador Eletronic Multiwave ™ Transilluminator e fotografado

com auxilio do programa Kodak Digital Science 1D®.

4.4.4. Purificacdo dos produtos de amplificacéao

O resultado da amplificacdo foi purificado com o kit “GFX PCR DNA and gel band
purification kit” (GE Healthcare). O DNA purificado foi quantificado em equipamente
NanoDrop 2000 (Thermo Scientific). Para confirmar a qualidade da purificacédo, correu-se o
gel de agarose 1% (em TBE 1X), juntamente com o marcador “DNA Ladder 1 kb”, para
conferir se 0 DNA purificado estava presente.

4.4.5. Amplificacdo e Purificacdo da reacéo de seqlienciamento

Para a reacdo de sequienciamento da regido D1/D2 da subunidade 26S do rDNA foram
utilizados os mesmos iniciadores NL1 e NL4 conforme descrito em Inécio et al. (2005).

Preparou-se uma mistura com 2,0 uL de Save Money, 0,5 uL de primer (NL1 ou NL4,
a 10mM cada), 4,5 uL de agua Milli-g estéril, 2,0 uL de DYEnamic e 1,0 uL do DNA
purificado, para uma amostra Forward (F), utilizando o primer NL1, e uma amostra Reverse
(R), utilizando o primer NL4, de acordo com as instrugdes do manual “DYEnamic ™ ET
Dye Terminator Kit” (GE Healthcare).

Utilizou-se o sequenciador no programa: 25 ciclos de 95 °C por 20s, seguido de 50 °C
por 15s e 60°C por 60s.

Para purificacdo dessa reacdo, seguiu-se as instrucdes do manual de instrucbes
“DYEnamic™ ET Dye Terminator Kit” (GE Healthcare). Logo, adicionou-se 1,0 uL de
acetato de sodio (1M) e misturou-se bem. Apos esse procedimento, 80 pL de etanol 95%
foram adicionados, misturados, com auxilio do vortex, e centrifugados por 15 minutos a
12.000 rpm. Removeu-se 0 sobrenadante, e foram adicionados 150 pL de etanol 70%, sendo
centrifugado por 8 minutos a 12.000rpm, removendo em seguida o sobrenadante. As amostras

foram armazenadas no escuro e em temperatura ambiente por, no minimo, 1 hora.
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4.4.6. Aplicacio das amostras no gel de poliacrilamida

As amostras foram ressuspendidas com 3.0 uL de formamida. Apés, foram agitadas no
vortex e centrifugadas por alguns segundos. Depois desse procedimento, foram colocadas no
gelo e em ambiente escuro até serem aplicadas no sequenciador.

As sequiéncias foram obtidas com o equipamento ABI Prism® 377 DNA (Applied
Biosystems Inc., Foster City, Calif.), corrigidas manualmente e editadas utilizando o
programa Bioedit v.7.0.5.3. (HALL, 1999). Os resultados foram comparados com seqiiéncias
homologas obtidas no banco de dados do GenBank/NCBI (National Center for Biotechnology
Information) por meio da ferramenta de busca BLAST disponivel no site do NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi) (ALTSCHUL et al., 1997).

4.4.7. Outros marcadores de rDNA

A regido ITS1-5.8rDNA-ITS2 de algumas estirpes também foi sequenciada. Dessa
forma, foram realizados os passos 3.4.3, 3.4.4, 3.4.5 e 3.4.6, mudando os iniciadores da regido
D1/D2 (primers: NL1 e NL4) pelos iniciadores da regido ITS (primers ITS4
(TCCTCCGCTTATTGATATGC) e ITS5 (GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG)) (10 pL)
(WHITE et al., 1990). Na amplificacdo do DNA (item 3.4.3.), utilizou-se o seguinte programa
no termociclador: 94°C por 3 minutos, seguido por 35 ciclos a 94°C por 1 minuto, 52°C por 1

minuto e 72°C por 2 minutos.

4.5. Analise estatistica

A diversidade de leveduras foi analisada em ninhos das Attini Mycocepurus goeldii,
Trachymyrmex sp e Atta sexdens rubropilosa, em virtude do maior nimero de ninhos
coletados. Para isto, foi utilizado o Indice de Shannon-Weaver, pois é um indice
frequentemente utilizado para calcular a diversidade de espécies, ja que é indepentente do
tamanho da amostra e tem distribuicdo normal, contanto que os valores de N (todos os valores
de importéncia) sejam inteiros (ODUM; BARRETT, 2008).

Este indice da uma medida do grau de incerteza na identificacdo de um determinado

isolado, a partir de uma determinada amostra, e sera tanto maior quanto maior for a
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diversidade da populacéo presente na amostra (INACIO, 2003). O indice de Shannon-Weaver

foi determinado, por meio do programa Bioestat 5.0., a partir da equacao:
H=->(pi x In pi)

em que pi representa a abundancia relativa da i-nésima espécie de levedura numa amostra.

4.6. Analise filogenética

As seqliéncias dos isolados TT12, TD38 e TD49 foram comparadas com estirpes-tipo
depositadas na base de dados do GenBank. As seqiiéncias mais similares foram utilizadas na
analise filogenética e foram alinhadas usando o software Bioedit versdo 7.0.9.0. Essas
analises foram efetuadas utilizando-se o software PAUP versao 4.0b10 (SWOFFORD, 2002)
e foram inferidas utilizando o algoritmo Neighbor-joining com modelo de substituicdo
Kimura 2-parametros (KIMURA,1980) e com suporte de valores de bootstrap de 1000

pseudo-réplicas.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram isoladas 152 estirpes de leveduras a partir de quarenta e quatro ninhos de
formigas Attini das seguintes espécies: Mycocepurus goeldii, Myrmicocrypta sp,
Mycetophyax morschi, M. simplex, Sericomyrmex sp, Trachymyrmex sp, Acromyrmex sp, Atta

sexdens rubropilosa, Atta bisphaerica e Atta capiguara.

5.1. Leveduras associadas a ninhos de Paleoattini

5.1.1. Leveduras associadas a ninhos de Mycocepurus goeldii

S8o escassos 0s estudos em relacdo a biologia e comportamento de Mycocepurus
goeldii e ndo ha relatos na literatura sobre a ocorréncia de leveduras em ninhos dessas
formigas.

Os jardins de fungos de oito ninhos dessa espécie foram coletados em Botucatu (SP),
sendo obtidas quarenta e quatro estirpes em sete desses ninhos, uma vez que ndo foram
encontradas leveduras no ninho FCPAR270208-02 (Apéndice A).

Os ninhos FCPAR270208-01, FCPAR270208-02, FCPAR270208-03 e
FCPAR270208-04 foram coletados no dia 27/02/2008 e os ninhos FCP040308-01,
FCP040308-02, FCP040308-03 e FCP040308-04 foram coletados no dia 04/03/2008. O
material coletado foi processado no laborat6rio apds 4-6 dias da coleta.

Apls 0s agrupamentos, as representantes de cada grupo e as estirpes Unicas foram
sequenciadas (Apéndice B).

As quarenta e quatro estirpes estavam distribuidas em onze espécies, conforme a
tabela 3. Quando a pesquisa no GenBank através da ferramenta Blast resultou em homologia
de seqiéncias igual ou superior a 99%, as espécies foram consideradas idénticas
(KURTZMAN; ROBNETT, 1998). Assim, com excecdo da estirpe TT12, todas as espécies

encontradas ja eram conhecidas.
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Tabela 3 - Espécies de leveduras isoladas em jardins de fungo de Mycocepurus goeldii

Espécies Total
Candida naeodendra 3
Candida sp 1
Pichia guilliermondii 11
Pichia kluyveri

Pichia caribbica 2

Saccharomyces cerevisiae

Torulaspora delbrueckii 1
Cryptococcus laurentii 21
Cryptococcus cf podzolicus

Rhodotorula pacifica 1
Trichosporon coremiiforme 1
Total 44

A predominancia do género Cryptococcus foi evidente nesses ninhos e, em especial, a
espécie C. laurentii. Esse género é um dos mais abundantes na natureza, e essa prevaléncia se
da, possivelmente, pela presenca de uma capsula protetora que permite resisténcia a condices
adversas do ambiente, como escassez de nutrientes e periodos de dessecacdo (GATES;
THORKILDSON; KOZEL, 2004). Além disso, essas leveduras também sdo altamente
hetereogéneas em relagdo as habilidades nutricionais, permitindo a utilizacdo aerdbica de uma
ampla diversidade de compostos organicos (RHODE, 2005).

Cryptococcus laurentii representou 47,7% dos isolados. Pelos padrGes de bandas
apresentados no MSP-PCR, essas estirpes foram distribuidas em 12 grupos (11, 12, 13, 16,
17,18, 19, 20, 21, 22, 23 e 24) sendo que estirpes Unicas representaram nove grupos (11, 13,
16, 17, 18, 19, 20, 22 e 24) (Apéndice C). Possivelmente, a constituicdo desses grupos se deu
devido a variabilidade intra-especifica dessa espécie, ja que houve divergéncias em algumas
bandas (MEYER et al., 1993; LIBKIND et al., 2007). Ao se alinharem as sequencias dos 12
representantes identificados como C. laurentii observou-se que a maioria das seqiiéncias, com
excecao da pertencente ao grupo 20, apresentou diferenca de pelo menos um par de base em
relacdo aos demais.

C. laurentii possui distribuicdo bem ampla no ambiente, o que pode explicar a grande
prevaléncia dessa espécie neste caso. No estudo de Slavikova e Vadkertiovd (2000), C.

laurentii foi encontrada no solo de trés florestas situadas na Eslovaquia e predominante em
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duas delas. Ela ocorre também com frequéncia em pastos, savanas, solos imidos e ricos em
nutrientes, porém também sdo encontradas em solos pobres em material organico e com baixa
umidade (SPENCER; SPENCER, 1997). Outros pesquisadores também encontraram essa
levedura associada a outras formigas Attini, como em jardim de fungo e em folhas coletadas
por Atta sexdens rubropilosa (CARREIRO et al., 1997), no exoesqueleto de Atta capiguara e
A. laevigata (PAGNOCCA et al., 2008) e em jardins de fungo de Atta texana (RODRIGUES
et al., 2009).

Um Unico isolado de Cryptococcus cf podzolicus foi também encontrado em jardins de
fungo ninhos de formigas Attini, porém da espécie Atta texana (RODRIGUES et al., 2009).
Essa espécie foi observada na rizosfera de ginseng (Panax ginseng) em Chungnam na Coréia
(HONG et al., 2006) e também apresentou dominancia na rizosfera de duas espécies de
plantas, Taraxacum officinale e Ajuga reptans, em solos podzolicos localizados na cidade de
Chernogolovka na Rdussia durante 1 ano de pesquisa (GOLUBTSOVA; GLUSHAKOVA;
CHERNOV, 2007).

A segunda espécie mais frequente foi Pichia guilliermondii com onze isolados (25%).
Nessas estirpes, pouca variagdo em relacdo aos testes de assimilacdo de fontes de carbono e
nitrogénio foi encontrada. Também encontramos algumas variagGes no perfil de bandas do
microsatélite (Apéndice D). Apds alinhamento das seqliencias dos quatro grupos (2-4-5-8)
representantes de Pichia guilliermondii, observou-se que o grupo 4 foi o que mais divergiu
em relacdo aos outros grupos, apresentando cinco pares de bases diferentes dos demais.

Apenas um isolado da espécie Pichia kluyveri foi encontrado nesses ninhos. Ela é
comumente encontrada em frutos (STARMER; GANTER; ABERDEEN, 1992), exudatos de
arvores, em alimentos e na superficie corporea de Drosophila (PIMENTA et al., 2009).

Também pertencentes ao género Pichia, duas estirpes de P. caribbica foram
observadas em ninhos de Mycocepurus goeldii. Descrita recentemente, essa espécie tem muita
semelhanca com P. guilliermondii, pois respondem igualmente aos testes fenotipicos,
dificultando a diferenciacéo entre elas (VAUGHAN-MARTINI et al., 2005). As diferengas
nas regifes usualmente utilizadas para analise genémica também sdo poucas, pois P.
caribbica e P. guilliermondii divergem em trés nucleotideos nos dominios D1/D2 da regido
26S do rDNA e em quatro pares de base na regido ITS (VAUGHAN-MARTINI et al., 2005).
Essa levedura foi isolada pela primeira vez em cana-de-agucar e outro isolado foi observado
em um paciente com infeccdo adquirida possivelmente durante uma viagem ao Caribe
(VAUGHAN-MARTINI et al., 2005). Associada a insetos, P. caribbica também foi a Unica
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isolada de intestino de Aedes aegypti em um estudo pioneiro sobre sua microbiota (GUSMAO
et al., 2007).

Saccharomyces cerevisiae, representada pela estirpe TT11, pode ser encontrada em
habitats naturais associada a frutos, solo e insetos (KVITEK; WILL; GASCH, 2008), como
no solo de florestas de carvalho (SNIEGOWSKI; DOMBROWSKI; FINGERMAN, 2002),
em solos da California e da Florida, com alto teor de umidade e de compostos organicos
(SPENCER; SPENCER, 1997). Até o momento, essa espécie ndo havia sido encontrada
associada a ninhos de Attini, porém o género Saccharomyces, representado pela espécie S.
exiguus, foi encontrado em jardim de fungo de Atta texana (RODRIGUES et al., 2009). Essa
estirpe pode ser de interesse industrial, jA& que é amplamente utilizada em processos de
fermentacdo de alcool (HAHN- HAGERDAL et al., 2007), vinho (SODEN et al., 2000;
LOPES et al., 2002) e pdes (LEGRAS et al., 2007).

Apesar dos géneros Candida, Trichosporon e Rhodotorula serem isolados tipicamente
do solo e encontrados em associagdo com Atta sexdens rubropilosa, Atta texana (CARREIRO
et al., 1997; RODRIGUES et al., 2009) e também com Myrmicocrypta' (PAGNOCCA et al.,
2009), nesses ninhos eles ocorreram de forma aparentemente ocasional. Interessante foi o
caso da estirpe TC18, identificada como Rhodotorula pacifica. Esta espécie foi descrita
recentemente, isolada de sedimentos no oceano Pacifico (NAGAHAMA; HAMAMOTO;
HORIKOSHI, 2006), evidenciando um novo local de ocorréncia.

O género Trichosporon é habitante comum do solo e apresenta varias espécies
consideradas patogénicas (CHOWDHARY et al.,, 2004; MIDDELHOVEN, 2003;
RODRIGUEZ-TUDELA et al.,, 2007). A Unica representante do género Trichosporon
encontrada nesses ninhos foi T. coremiiforme (TC16). Trata-se de uma espécie relacionada a
casos clinicos, em infeccGes superficiais e sisttmicas (MIDDELHOVEN, 2003), responsavel
por infeccdo do trato gastrointestinal de porcos em fazendas na Alemanha (URUBSCHUROV
et al., 2008) e tambeém encontrada em solos e em passaros (MIDDELHOVEN, 2003). Neste
caso, encontrar ninhos de formigas albergando espécies patogénicas é um dado muito
interessante. No trabalho de Pagnocca e colaboradores (2009), foi encontrada uma estirpe de
Candida dubliniensis no deposito de lixo de Myrmicocrypta camargoi a qual também vem
sendo relacionada a casos clinicos.

Trés estirpes do género Candida (TC1, TC2 e TC3) foram semelhantes entre si e

diferiram em apenas dois nucleotideos (99% de similaridade) de C. naeodendra, a qual foi

! Myrmicocrypta camargoi (SOSA-CALVO; SCHULTZ, 2010). Espécie nova do género Myrmicocrypta, a qual
foi descrita ap0s a publicacao do artigo de Pagnocca e colaboradores (2009).
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isolada de carcaca de besouro na Africa do Sul (VAN der WALT; JOHANNSEN; NAKASE,
1973) e, recentemente, encontrada na areia de trés praias do sul da Florida, EUA (VOGEL et
al., 2007).

No caso especifico da estirpe TT12, o sequenciamento dos dominios D1/D2 da regido
26S do rDNA divergiu em oito pares de base (98%) em relacdo a Pichia mexicana. Portanto,
a fim de se confirmar a possibilidade desta estirpe vir a ser uma espécie ainda nao descrita, foi
realizado o sequenciamento da regido ITS. O resultado mostrou que uma diferenca em doze
pares de base (97% de identidade) com Candida insectorum (Apéndice E). Como os dois
sequenciamentos possuem similaridade menor que 99% e os resultados foram divergentes,
concluimos que esta estirpe é uma espécie ainda ndo descrita.

No meio YMA depois de trés dias a 25°C, a col6nia dessa estirpe apresentou-se de
branca a creme, com superficie lisa, redonda e butirica (Apéndice Al-A). No mesmo meio de
cultura e com as mesmas condi¢des de armazenamento, a morfologia celular mostrou células
redondo-ovaladas, com didmetro entre de 2,5 a 3,0 um, brotamento multipolar, sem formacéo
de pseudomicélio ou micélio (Apéndice Al-B). N&do foram observados esporos sexuados.

Os testes de assimilacdo de compostos de carbono e nitrogénio podem ser observados
no Apéndice AE e AF, respectivamente.

A analise filogenética mostrou que, nos dominios D1/D2 da regido 26S do rDNA, a
espécie Candida sp apresentou proximidade com Candida conglobata e C. aaseri (Apéndice
AG). Ja na regido ITS, apresentou uma grande proximidade com a espécie Candida
insectorum (Apéndice AH).

O género Candida é heterogéneo, sendo algumas espécies representadas por apenas
um isolado. Esse grupo de ascomicetos anamorficos possui variacbes nos testes de
assimilacdo de fonte de carbono e nitrogénio, na forma e no tamanho de suas células. Seus
representantes podem ou ndo fermentar acucares (MEYER; PAYNE; YARROW, 1998).
Compreende, aproximadamente, 25% das espécies de leveduras descritas (WANG et al.,
2008). As espécies desse género estdo amplamente distribuidas nos mais diversos habitats,
como solo, ambientes marinhos e algumas espécies sdo patogénicas (WANG et al., 2008;
BARBOSA et al., 2009; SUH; NGUYEN; BLACKWELL, 2008).

Candida spp possuem importante potencial biologico e biotecnolégico, apresentando
aplicacdes na agricultura, como o caso de C. tropicalis e C. utilis que utilizam residuos
agricolas, como farelo de trigo, farelo de aveia e casca de arroz, em processos fermentativos,
produzindo biomassa com consideraveis quantidades de proteinas as quais podem ser

utilizadas no enriquecimento de compostos agricolas e em alimentos de animais (DIMOVA et
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al., 2010). A especie C. tropicalis mostrou potencial em produzir etanol a partir da xilose
(LIN; TANAKA, 2006) e também produziu xilitol através da conversao bioldgica da xilose
(KIM et al., 2002). Em industrias quimicas, C. rugosa pode seer utilizada na producéo de
lipases (MONTESINOS; DAEMAU; CASAS, 2003).

Também algumas espécies desse género sdo patogénicas ao homem. Dentre elas,
pode-se enfatizar a C. albicans, fungo patogénico mais comum aos seres humanos, que pode
causar infecgdes superficiais e sistémicas (NAGLIK; CHALLACOMBE; HUBE, 2003).

Os limites taxonémicos desse género continuam amplos e essencialmente qualquer
levedura assexuada que ndo se enquadre nos critérios de outros géneros, serd colocada no
género Candida, com excecdo de espécies que produzam &cido acético, possuam brotamento
bipolar, células triangulares, formem blastoconideos e produzam pigmentos carotendides,
entre outros (MEYER; PAYNE; YARROW, 1998).

Nesse trabalho, o género Torulaspora ocorreu pela primeira vez em associacdo com
ninhos de Attini, apesar de ter sido isolada somente uma estirpe de T. delbruecki. Essa espécie
foi encontrada na superficie de folhas de mamoeiro em pesquisa realizada em duas areas
geograficas situadas em CamarBes (STRINGINI et al., 2008), além de outro estudo que
relatou sua existéncia em exudatos de arvores (PIMENTA et al., 2009). Assim como
Saccharomyces cerevisiae, essa espécie possui alto potencial industrial na fermentacdo de
vinho, devido a baixa producgdo de produtos indesejaveis, como o acido acético (RENAULT
etal., 2009).

De acordo com os resultados, o ninho do qual foi isolado um maior nimero de
leveduras foi o FCP040308-03. Entretanto, conforme observado pelo indice de Shannon-
Wiener (Apéndice F), a maior diversidade foi encontrada no ninho FCPAR270208-01.

5.1.2. Leveduras associadas ao jardim de fungo de ninho de Myrmicocrypta sp

O jardim de fungo de um ninho Unico de Myrmicocrypta sp (JSC080924-01) foi
coletado em Uberlandia no periodo de 21 a 25/09/2008, sendo analisado no laborat6rio no dia
29/09/2008. Foram obtidas dezoito estirpes de leveduras desse ninho (Apéndice G), sendo
este o jardim de fungo que se encontrou 0 maior nimero de isolados neste trabalho. Apos as
anélises morfoldgicas, testes fisioldgicos e o resultado do MSP-PCR, estirpes representantes
foram escolhidas para serem identificadas (Apéndice H).

De acordo com a Tabela 4, novamente foi encontrada P. caribbica, sendo essa espécie

a Unica encontrada nesse estudo em duas Paleoattini.
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Tabela 4 - Espécies de leveduras representantes dos isolados em um Unico jardim de fungo de
Myrmicocrypta sp

Espécies Total
Pichia caribbica 9
Candida railenensis 8
Trichosporon loubieri 1
Total 18

Candida railenensis que também foi encontrada com preponderancia nesse ninho pode
estar associada a plantas (SERJEANT et al., 2008), sendo encontrada em abundancia em
arvores e frutos de carvalho inglés (Quercus robur L.) (ISAEVA et al., 2009). No Brasil foi
isolada de frutos e da superficie corpérea de Drosophila no Parque Estadual Rio Doce (MG)
(PIMENTA et al., 2009). O Unico isolado de Trichosporon loubieri serd comentado
posteriormente, pois foi encontrado também em ninhos de Trachymyrmex sp.

Recentemente, Pagnocca et al. (2009) divulgaram um estudo sobre a presenca de
leveduras em um ninho da espécie Myrmicocrypta camargoi. Nele, foi encontrado um
representante de cada uma das seguintes espécies: Candida dubliniensis, C. oleophila,
Hanseniaspora uvarum, dois de Cryptococcus haglerorum e trinta e quatro de uma espécie,
até entdo ndo conhecida, a qual foi denominada Trichosporon chiarelii. Até 0 momento, esse
estudo é o Unico relacionado a diversidade de leveduras em ninhos de Attini basais. Os
resultados dos dois trabalhos, o de Pagnocca e colaboradores (2009) e este, mostram que ndo
houve similaridade em relacdo a composicao de espécies embora ambos tenham evidenciado
baixa diversidade de espécies. Ainda pode ter contribuido para isso o fato de que os ninhos
foram coletados de locais muito distantes entre si, ou seja, o0 ninho descrito em Pagnocca et al.
(2009) foi coletado em Botucatu-SP e 0 ninho pertencente a esse estudo situava-se na Estacao

Ecoldgica do Panga, em Uberlandia-MG.5.2. Leveduras associadas a ninhos de Neoattini

5.2.1. Neoattini basal

5.2.1.1. Leveduras associadas a ninhos de Mycetophylax morschi e M. simplex

Os jardins de fungo de ninhos dessas Neoattini basais foram coletados no dia

9/03/2009 em Floriandpolis-SC, sendo dois da espécie Mycetophylax morschi e um de M.
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simplex. Desta espécie também foi coletado outro jardim de fungo em Taquara-RS. Os quatro
ninhos foram recolhidos entre os dias 6 e 7/03/2009 e analisados no laboratério no dia
17/03/20009.

Nos dois jardins de fungo de Mycetophylax simplex, CTL090307-01 e AR090307-02,
e em um jardim de M. morschi, TRS090306-05, néo foi possivel isolar levedura.

Do ninho de Mycetophylax morschi (AR090306-01), foram isoladas cinco estirpes,
todas com caracteristicas morfoldgicas semelhantes. Possuem coldnias redondas com margem
filamentosa, convexas e com coloragdo branca, suas células sdo redondas e formam micélio.
O MSP-PCR comprovou a semelhanga entre essas estirpes (Apéndice 1) e o isolado TE 29 foi
aleatoriamente escolhido para sequenciamento. O resultado mostrou 99% de similaridade com
Trichosporon mycotoxinivorans (Apéndice J).

Trichosporon mycotoxinivorans foi descrita em 2004 por Molnéar e colaboradores, 0s
quais a encontraram associada ao intestino posterior do térmita Mastotermes darwiniensis.
Ainda, Hickey et al. (2009) relataram, pela primeira vez, um caso de 6bito em conseqliéncia
de uma infeccdo pulmonar em um paciente com fibrose cistica, 0 que indica que esta espécie
pode ser oportunista, assim como outras espécies deste género.

Essa espécie estd relacionada com Trichosporon loubieri com base nas analises
filogenéticas baseadas nos dominios D1/D2 da regido 26S do rDNA. Nesta regido, as duas
espécies diferem em nove pares de bases (MOLNAR et al., 2004).

5.2.2. Superiores nado cortadeiras de folhas

5.2.2.1. Leveduras associadas a ninhos de Sericomyrmex sp

Somente um jardim de fungo do ninho de Sericomyrmex sp (SES080922-01) foi
coletado em Uberlandia (MG) no dia 22/09/2008, sendo este analisado no laboratério no dia
29/09/2008 (Apéndice K).

Desse ninho, o unico isolado foi identificado como Sporobolomyces sp, o qual foi
encontrado na filosfera de plantas da Tailandia (Apéndice L). Essa estirpe (TD38) possui
colénia cor salmdo (Apéndice AL-C), celulas alongadas (Apéndice AL-A) e ndo fermenta
glicose, alem de ter um aroma agradavel. Essa estirpe apresentou 99% de similaridade nos
dominios D1/D2 da regido 26S do rDNA com a estirpe Sporobolomyces sp TY-241
(AY313053.1) divergindo em dois nucleotideos. A regido ITS desta estirpe também foi



54

sequenciada (Apéndice M), mostrando 98% de similaridade com Sporobolomyces sp TY-241
diferindo em oito nucleotideos.

5.2.2.2. Leveduras associadas a ninhos de Trachymyrmex sp

Os treze ninhos de Trachymyrmex sp foram coletados em trés regides distintas. Em
Rio Claro (SP), trés jardins de fungo dessa espécie (SES080618-01, SES080618-02,
SES080618-03) foram coletados em 18/06/2008 e analisados no laboratorio no dia posterior.
Outros seis jardins de fungos (SES080921-01, SES080921-03, SES080922-03, SES080922-
04, SES080924-02, SES080925-01) foram coletados na regido de Uberlandia (MG) no
periodo de 21 a 25/09/2008, sendo esses analisados no dia 30/09/2008. Da regido sul do pais,
oriundos da cidade de Taquara (RS) foram analisados dois jardins de fungo (SES090309-03 e
SES090309-04) e dois materiais de descarte (SES090310-02 e SES090309-02, provenientes
de Taquara-RS e Canela-SC, respectivamente), ap0s, aproximadamente, sete dias da coleta.

Desses ninhos foram isoladas trinta e nove estirpes, distribuidas em seis ninhos
(Tabela 5). Dos ninhos SES080921-01, SES080922-03, SES080922-04, SES080925-01 e
SES090309-04 e do material de descarte de SES090310-02 e SES090309-02, ndo foram
isoladas leveduras (Apéndice N). Provavelmente, o tempo em que estes ninhos ficaram
armazenados nos recipientes interferiu nessas analises.

Apds o agrupamento, realizado através do MSP-PCR, observamos vinte e um grupos,
sendo que quatorze deles possuiam estirpes Unicas (Apéndice O).

Do jardim de fungo do ninho SES090309-03 coletado na regido Sul, apenas trés
estirpes foram isoladas e, de acordo com os testes fisiologicos e 0 MSP-PCR essas estirpes
sdo representantes de duas espécies. Dos ninhos SES080618-01, SES080618-02 e
SES080618-03, coletados em Rio Claro foram isoladas dezoito estirpes, sendo essas divididas
em trés espécies. Dos ninhos SES080921-03 e SES080924-02 encontrados em Uberlandia
(MG), foram isoladas também dezoito estirpes pertencentes a cinco espécies.

A espécie Pichia guilliermondii (38,46%) foi a que predominou nesses ninhos. O
género Pichia tem sido observado constantemente em associa¢cdes com insetos, podendo ser
encontrado no interior do corpo e no intestino de moscas (Drosophila sp e Suilla sp),
tesourinhas (Labidura sp), abelhas (Andrena sp) e formigas (Iridomyrmex humilis), coletados
em é&reas agricolas na Italia (ZACCHI; VAUGHAN-MARTINI, 2002). Péde também ser
observada a prevaléncia de espécies de Pichia associadas a Drosophila na pesquisa feita por

Morais e Rosa (2000). J& em ninhos de formigas Attini, esse género foi isolado do
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exoesqueleto de Atta sexdens rubropilosa (CARREIRO et al., 1997). Essa forte interagédo
entre Pichia spp e insetos se da possivelmente por algumas espécies desse género possuirem
ascosporos “hat-shaped” (em forma de chapéu), o que pode auxiliar na dispersdo do esporo
pelos insetos (SPALAFORA, 2002).

P. guilliermondii também foi encontrada (onze isolados) em ninhos de Mycocepurus
goeldii estudados no presente trabalho. Observando sua distribuicdo nos ninhos estudados,
essa espécie se concentrou nos trés ninhos coletados em Rio Claro, sendo a espécie que mais
predominou neles, pois de dezoito isolados, quinze pertencem a esta espécie. Possivelmente,

essa dominancia pode estar relacionada com o substrato utilizado para forrageamento.

Tabela 5 - Espécies de leveduras representantes dos isolados de jardins de fungo de
Trachymyrmex sp.

Espécies Total
Candida gorgasii 10
Pichia guilliermondii 15
Asterotremella humicola 2
Cryptococcus laurentii 1
Cryptococcus cf.

podzolicus 2
Cryptococcus sp 1
Rhodotorula sp 1
Sporobolomyces sp 1
Trichosporon chiarellii 2
Trichosporon loubieri 4
Total 39

As duas espécies de Cryptococcus encontradas nos ninhos de Trachymyrmex sp., C.
laurentii e C. cf podzolicus também foram observadas em ninhos de Mycocepurus goeldii.

A espécie Trichosporon loubieri foi encontrada no ninho SES080924-02 de
Trachymyrmex sp (TD (34-35-36-37)) e também em ninho de Myrmicocrypta sp (TD32). Essa
espeécie é considerada um patogeno humano capaz de causar infecgdes invasivas em pacientes
imunodeprimidos, com dois casos relatados recentemente (MARTY et al., 2003; PADHYE et
al., 2003). T. loubieri também foi observado em solo contaminado por diesel na Holanda, em
leite produzido por uma vaca com mastite na Australia, em leite nos Estados Unidos e na
estacao de tratamento de esgoto no Japao (BARNETT; PAYNE; YARROW, 2000).
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Outra espécie de Trichosporon encontrada associada a um ninho dessa formiga foi
Trichosporon chiarellii com duas estirpes encontradas em um ninho coletado em Taquara
(RS). Essa espécie, até 0 momento, so foi encontrada em associacdo com ninhos de Attini e,
neste trabalho, também foi isolada em ninho de Acromyrmex sp.

Foi encontrada nesses ninhos, também, a espécie Candida gorgasii com dez isolados,
todos de um Unico ninho coletado em Uberlandia (MG) sendo a segunda espécie
predominante. De acordo com o sequenciamento dos dominios D1/D2 da regido 26S do
rDNA, a estirpe TD2 possui 98% de similaridade com Candida gorgasii diferindo em seis
pares de bases. Com base nessa diferenca, a regido ITS da estirpe TD2 foi sequienciada a fim
de verificar se € uma espécie ainda nao descrita. Contudo, o seqienciamento evidenciou a
similaridade em 99% com a estirpe-tipo FJ172252.1 da espécie Candida gorgasii (Apéndice
P). Observando o resultado do microsatélite, pode-se notar a auséncia de duas bandas na
estirpe TD2 em relacdo as estirpes TD13 e TD15, as quais também pertencem a mesma
espécie, indicando também variagdo intraespecifica (Apéndice Q).

O resultado do sequenciamento dos dominios D1/D2 da regido 26S do rDNA e da
regido ITS mostrou que a estirpe TD 49 apresenta trés (99% de identidade) e oito (98% de
identidade) pares de base diferentes, respectivamente, com Sporobolomyces sp TY-24, a
mesma espécie, ainda ndo descrita, proxima a estirpe TD38 encontrada em um ninho de
Sericomyrmex sp. A estirpe TD49 possui, em meio YMA, em trés dias a 25°C, col6nia de
coloracdo salméo, lisa, redonda (Apéndice AL-D) e suas células se apresentam alongadas,
com brotamento bipolar e dimens@es aproximadas de 7,0um x 3,0um (Apéndice AL-B).

Analisando sua arvore filogenética do dominio D1/D2 da regido 26S do rDNA
(Apéndice AJ), pode-se notar que essa estirpe fica proxima a Sporobolomyces TY-24, porém
em clades diferentes. O mesmo ocorreu com a estirpe TD38, ja que ela se aproximou tanto da
estirpe TD49 quanto de Sporobolomyces TY-24, contudo também ficou sozinha. As estirpes
TD38 e TD49 possuem divergéncias de quatro pares de base entre si e para confirmar essa
diferenca sera necessario sequiienciar novamente a estirpe TD38, pois sua sequéncia ndo esta
confidvel.

Observando a arvore filogenética da regido ITS (Apéndice AK), pode-se notar que as
duas estirpes aqui encontradas, TD38 e TD49, possuem similaridade, pois suas sequéncias sdo
semelhantes, divergindo em oito pares de base de Sporobolomyces TY-24, e permanecem
juntas em uma clade, a qual estd proxima de Sporobolomyces TY-24. Analises posteriores
indicardo se essas duas estirpes ou somente a estirpe TD49 pertencem a uma espécie ainda

nao conhecida.
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Os testes de assimilagdo de fontes de carbono e nitrogénio dessa estirpe podem ser
observados nos apéndices AM e AN.

O género Sporobolomyces é anamorfico e se caracteriza pela formacdo de
balistoconidio, por ndo hidrolizar xilose, por ter CoQ10 e CoQ10(H2) como principais
ubiquinonas e pela incapacidade de fermentar agucares (BOEKHOUT; NAKASE, 1998).
Esse basidiomiceto anamorfico e o seu género teleomdrfico, Sporidiobolus, parecem estar
associados a filosfera de plantas (NAKASE, 2000), e sdo amplamente distribuidos na natureza
(BOEKHOUT; NAKASE, 1998). Em ambientes aquaticos, esse género também pode ser
encontrado, como no trabalho de Libkind e colaboradores (2005), que isolaram espécies
desses dois géneros na Patagbnia em ambientes aquaticos oligotroficos. Nesses ambientes,
Hagler e Ahearn (1989) comentam que a presenca desse género pode ser decorrente do
escoamento de 4gua da chuva das folhagens.

Dois representantes de Asterotremella humicola (Cryptococcus humicola) foram
encontrados nesse ninho. Esse micro-organismo pode ser observado em vérios habitats como
plantas, solos e também algumas estirpes sdo exemplares clinicos (FELL; STATZELL-
TALLMAN,1998). De acordo com Prillinger e colaboradores (2007), as espécies
Cryptococcus longus, C. pseudolongus, C. musci, C. humicola e C. ramirezgomezianus foram
analisadas com o intuito de se entender a relacdo filogenética e taxonémica. Essas espécies
possuem ubiquinona Q-9, e os dados filogenéticos baseados nas regies 18S, dominio D1/D2
da regido 26S e ITS1-5.8-1ITS2 do DNA ribossémico formaram uma clade homogénea com
100% de confiabilidade, portanto um novo género, Asterotremella, foi proposto e essas cinco
espécies foram aceitas como Asterotremella albida, A. humicola. A. longa, A. musci e A.
pseudolonga (PRILLINGER et al., 2007).

Nesses ninhos, também foi isolada uma estirpe de Rhodotorula sp, a qual
anteriormente sO havia sido observada no reservatorio de aguas com alta concentragdo de
metais e baixo pH no Cinturdo piritoso Ibérico, situado na Peninsula Ibérica. O isolado desse
género, de acordo com os autores, pode ser autéctone (GADANHO; LIBKIND; SAMPAIO,
2006). O isolamento de Rhodotorula sp, até o0 momento ndo descrita, associada a ninhos de
formiga amplia a sua distribuicdo e torna plausivel a possibilidade dessa espécie vir a ser
isolada de outros ambientes ndo extremos.

O ninho SES080921-03 coletado em Uberlandia (MG), apesar de ter sido analisado no
laboratdrio apds nove dias depois da coleta, foi 0 que mais se isolou leveduras (14 estirpes),
sendo elas pertencentes a quatro espécies (Candida gorgasii, Asterotremella humicola,

Cryptococcus sp e Cryptococcus laurentii). Conforme o indice de Shannon-Wiener (Apéndice
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R), esse ninho foi o que obteve maior diversidade (H=0,39). Outro ninho que apresentou
diversidade alta em relagdo aos outros ninhos de Trachymyrmex sp foi SES 080921-02
(H=0,35) coletado em Rio Claro (SP), contudo somente sete estirpes, pertencentes a trés
espéecies (Pichia guilliermondii, Cryptococcus cf podzolicus e uma estirpe do género

Sporobolomyces), foram isoladas desse ninho.

5.2.3. Neoattini cortadoras de folhas

5.2.3.1. Leveduras associadas a ninhos de Acromyrmex sp

Foram estudados dois jardins de fungo de Acromyrmex sp. (TRS090309-13 e
SES090307-01) coletados entre os dias 06 a 10/03/2009 nas cidades de Taquara (RS) e
Florianopolis (SC), respectivamente. Em outro ninho de Acromyrmex sp, SES090307-02,
coletado em Floriandpolis (SC), a presenca de levedura foi verificada apenas no material de
descarte, ja que nesse ninho o jardim de fungo possuia pouca quantidade de material. Esses
ninhos foram levados ao laboratorio e analisados no dia 17/03/2008.

O jardim de fungo do ninho de Acromyrmex sp, SES090307-01, originario da regido
de Floriandpolis (SC) foi o unico a ndo apresentar leveduras. Provavelmente, essa auséncia
pode ser causada pelo tempo em que esse material organico ficou armazenado no recipiente
até o momento de sua anélise.

Desses dois ninhos de Attini superiores, foram isoladas treze estirpes de leveduras,
das quais trés foram encontradas no material de descarte do ninho de Acromyrmex sp
(Apéndice S).

No jardim de fungo do ninho Acromyrmex sp (TRS090309-13), obtivemos dez
isolados de leveduras que possuem caracteristicas semelhantes tanto na morfologia quanto nos
testes fisiologicos. Analisando o perfil de bandas do MSP-PCR desses isolados, confirmou-se
essa suposicao (Apéndice T).

A Unica espécie encontrada no jardim de fungo de Acromyrmex sp em Taquara (RS)
foi Pichia guilliermondii (n=10), a qual também foi observada associada neste trabalho a
ninhos de Mycocepurus goeldii e Trachymyrmex sp (Apéndice U).

As trés estirpes, pertencentes a dois grupos no MSP-PCR, isoladas do material de
descarte possuem similaridade de 98% com a espécie recentemente descrita Trichosporon

chiarellii (PAGNOCCA et al., 2009). Como essas estirpes possuem identidade abaixo de
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99%, a regido ITS foi sequienciada e, conforme o resultado do sequenciamento dessa regido,
constatou-se que realmente séo idénticas a Trichosporon chiarellii, j& que possuem 99% de
similaridade a essa espécie (Apéndice V). Esta espécie foi encontrada recentemente associada
a um ninho de Myrmicocrypta camargoi, uma Attini basal (PAGNOCCA et al., 2009) e, neste
estudo, foi encontrada também em Trachymyrmex sp coletado em Taquara (RS). Logo, essa
espécie, até o momento, foi encontrada associada a trés géneros de Attini coletados em
regides distintas, podendo indicar que esses ninhos sdo um micro-ambiente favoravel a T.
chiarellii.

Na literatura, somente o trabalho elaborado por Craven e colaboradores (1970)
evidenciou leveduras associadas a ninhos de formigas pertencentes a esse género, entretanto,
sem identificacdo das espécies. Portanto, nossos resultados mostram maiores informacdes

sobre a diversidade de leveduras nesses ninhos.

5.2.3.2. Leveduras associadas a ninhos de formigas do género Atta

5.2.3.2.1. Atta sexdens rubropilosa

Foram coletados, também, doze jardins de ninhos jovens de Atta sexdens rubropilosa
no dia 02/04/2009 em Corumbatai (SP), sendo analisados no laboratério no mesmo dia da
coleta. Em nove deles, foram isoladas vinte e seis estirpes de leveduras. Nos ninhos
AR090402-02, FCP0904022-07 e FCP0904022-12 ndo foram encontradas leveduras
(Apéndice X).

Nos ninhos de Atta sexdens rubropilosa, o género predominante foi Cryptococcus
(38,46%), assim como ocorreu nos ninhos de Mycocepurus goeldii, contudo com espécies
diferentes, pois em M. goeldii houve dominancia de C. laurentii e, nos jardins de fungo de
Atta sexdens rubropilosa, C. flavescens foi a mais observada (Apéndice Z). Essa espécie ja foi
encontrada em jardins de fungo de ninhos de Atta texana (RODRIGUES et al., 2009), e pode
estar relacionada a casos clinicos (TAKASHIMA et al., 2003).

Outras espécies de Cryptococcus isoladas foram C. laurentii, a qual ja foi isolada de
outros ninhos de diferentes géneros de formigas neste trabalho, e C. flavus, a qual também foi
encontrada em jardins de fungos de Atta texana (RODRIGUES et al., 2009) e no filoplano de
plantas na Estacdo de Pesquisa Fu-Shan localizada em Taiwan (YANG; WANG, 2003).

O segundo género mais freqliente nesses ninhos foi Candida, representado por trés

especies (Apéndice Z). Foram isoladas trés estirpes de C. quercitrusa, a qual foi encontrada
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também em salinas no Mar Amarelo na China (WANG et al., 2008) e em frutos e vegetais.
Esta espécie apresenta antagonismo a Colletotrichum capsici, fungo que causa doenca em
frutos de pimenta malagueta (CHANCHAICHAOVIVAT; RUENWONGSA; PANIJPAN,
2007). Outras duas espécies foram C. azyma e C. materiae, que foram recentemente descritas,
sendo a primeira encontrada em filoplano de Cycbalannopsis championii em Taiwan (YANG,;
WANG, 2003), e a segunda em amostras de madeira podre no Patriménio Natural do
Santuario do Caraca, localizado na Serra do Espinhaco, em Minas Gerais (BARBOSA et al.,
2009). A descoberta dessas duas ultimas espécies em ninhos de Attini amplia a sua area de
ocorréncia. Ainda, pode-se observar que as trés espécies desse género podem ter sido levadas
para dentro do ninho junto ao substrato, pois foram encontradas em material vegetal em
outros trabalhos conforme comentado acima.

As duas espécies de Trichosporon observadas nesses ninhos foram encontradas em
outros ninhos de Attini. T. mycotoxinivorans foi isolada de Mycetophylax morschi neste
trabalho e T. jirovecii foi isolada de ninho de Atta sexdens rubropilosa em outro trabalho, no
qual apresentou atividade killer contra outras leveduras (CARREIRO et al., 2002).

Os géneros Pichia, Rhodotorula, Hanseniaspora e Sporobolomyces, encontrados com
apenas um isolado nesses ninhos (Apéndice Z), ja haviam sido observados em ninhos de
Attini. As espécies foram: (i) Pichia caribbica (TA25), que também foi encontrada neste
trabalho em ninhos de Myrmicocrypta sp. Como o dominio D1/D2 da regido 26S do rDNA
dessa estirpe apresentou 97% de identidade com P. caribbica, foi necessario analisar a regido
ITS, resultando em 100% de identidade (Apéndice AA), e assim confirmando a presenca de
P. caribbica nesses ninhos; (ii) Rhodotorula mucilaginosa, espécie amplamente distribuida, a
qual pode ser observada no solo e na agua e que também € oportunista, podendo causar
infeccOes em pacientes imunocomprometidos, como no caso de linfadenite em um paciente
com HIV (FUNG et al, 2009); (iii) Hanseniaspora opuntiae, a qual foi encontrada pela
primeira vez em um cacto (Opunta ficus-indica) (CADEZ et al., 2003) e também foi
associada a uvas de uma vinicultura experimental da Universidade Agrondmica de Atenas
(NISIOTOU; NYCHAS, 2007); (iv) Sporobolomyces sp (FJ515243.1) espécie ainda nao
descrita que foi isolada recentemente da superficie do oceano em Keelung no nordeste de
Taiwan. O isolamento de Hanseniaspora opuntiae e Sporobolomyces sp mostra um novo
ambiente onde essas espécies podem vir a ser encontradas, ja que foram descritas
recentemente e pouco se sabe sobre a sua distribui¢do geografica.

Os géneros Moniliella e Zygoascus, ambos com um isolado apenas, ndo haviam sido

encontrados em associacdo a jardins de formigas cultivadoras de fungos. A espécie Zygoascus
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hellenicus (anamorfo: Candida hellenica) aqui encontrada, foi associada a formiga
Camponotus vinicus isolada de fezes das mesmas e do material do ninho (substrato)
(MANKOWSKI; MORRELL, 2004), e também foi isolada de frutos (AHANSAL et al.,
2008). Ela pode ser relacionada também a casos clinicos, tendo sido detectada no sangue de
um paciente que havia feito um transplante de células-tronco (BRANDT et al., 2004).

A estirpe (TA12) apresenta as seguintes caracteristicas fenotipicas: células ovais,
brotamento multipolar e forma pseudomicélio. As coldnias possuem colora¢do branca no
meio Sabouraud e sdo redondas com a margem enraizada. Essa estirpe possui 90% de
identidade com M. fonsecae (DQ400366) (“query coverage” de 99%) e, o seqiienciamento da
regido ITS confirmou que essa estirpe é uma espécie ainda ndo conhecida, com 84% de
identidade com Moniliella sp (AM991100.1) (“query coverage” de 99%). Portanto, esse
isolado sera analisado futuramente para uma possivel descricao da espécie.

M. fonsecae € associada a materiais vegetais, sendo encontrada pela primeira vez
associada a flores (ROSA et al., 2009).

Analisando os ninhos coletados, pode-se observar que do ninho FCP090402-08 foi
isolado o maior numero de estirpes. Conforme o indice de Shannon-Wiener (Apéndice AB),

este ninho também foi 0 que mais apresentou diversidade.

5.2.3.2.2. Atta bisphaerica e Atta capiguara

Os ultimos dois ninhos estudados pertencem a Atta bisphaerica (AR090429-01) e Atta
capiguara (AR090409-02). Essa coleta foi realizada em 29/04/2009 em Botucatu-SP, sendo
0s ninhos analisados no laboratério no mesmo dia da coleta. Desses ninhos, somente no de
Atta bisphaerica, foram isoladas estirpes de leveduras (n=6) (Apéndice AC).

Dessas estirpes, cinco possuem similaridade a Trichosporon mycotoxinivorans que foi
comentada anteriormente (ver pagina 43). Essa espécie foi encontrada também em ninhos de
Atta sexdens rubropilosa e Mycetophylax morschi nesse trabalho (Apéndice AD).

O género Debaryomyces foi encontrado pela primeira vez em associa¢do com jardins
de formigas cultivadoras de fungos no trabalho de Carreiro e colaboradores (1997), porém
com outra espécie representante, D. hansenii. A espécie aqui isolada, D. nepalensis, foi
encontrada no solo (SALUJA; PRASAD, 2007) e também na cavidade oral de cachorros
(MORETTI et al., 2007), sendo o jardim de fungos dessa formiga uma outra localidade onde

essa espéecie pode ser encontrada (Apéndice AD).
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5.3. Composigdo das especies representantes dos isolados de leveduras dos ninhos das
diferentes Attini.

De acordo com a Tabela 6, pode-se observar que muitas das espécies de leveduras
foram isoladas em associacdo com ninhos de uma mesma espécie de formiga e de mesma
regido. E o caso de Candida naeodendra, Pichia kluyveri, P. cf. mexicana, Saccharomyces
cerevisiae, Torulaspora delbrueckii, Rhodotorula pacifica e Trichosporon coremiiforme, as
quais foram encontradas exclusivamente nos ninhos de Mycocepurus goeldii. Também a
espécie Candida railenensis foi encontrada somente no ninho de Myrmicocrypta sp.

Nos ninhos de Trachymyrmex sp, as espécies foram: C. gorgasii, Asterotremella
humicola, Cryptococcus sp e Rhodotorula sp. As espécies encontradas somente nos ninhos
de Atta sexdens rubropilosa foram: Candida azyma, C. materiae, C. quercitrusa,
Hanseniaspora opontiae, Moniliella fonsecae, Zygoascus hellenicus, Cryptococcus
flavescens, C. flavus, Pseudozyma jejuensis, Rhodotorula mucilaginosa, Sporobolomyces sp e
Trichosporon jirovecii. No ninho de Atta bisphaerica a espécie exclusiva foi Debaryomyces
nepalensis.

As espécies Pichia guilliermondii, P. caribbica, Cryptococcus laurentii, Cryptococcus
cf podzolicus e Trichosporon loubieri puderam ser encontradas em ninhos de Paleoattini e
Neoattini. Dentre elas, as espécies P. guilliermondii, P. caribbica e C. laurentii foram
predominantes em ninhos de Attini basais. J& nas superiores, essa presenca pode ser
considerada casual, com excecdo de P. guilliermondii e Trichosporon loubieri.

Se compararmos as leveduras encontradas em associacdo com a formiga cortadeira
Atta sexdens rubropilosa, observamos que ha prevaléncia de basidiomicetos, diferentemente
do resultado observado no trabalho de Carreiro e colaboradores (1997) que analisaram ninhos
da mesma espécie, porém mantidos em laboratério, ja que nele os ascomicetos predominaram.

O género Trichosporon foi 0 mais observado entre os ninhos de diferentes Attini, com

excecdo do ninho de Sericomyrmex sp (Tabela 6).
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Tabela 6 - Espécies de leveduras representantes dos isolados encontrados em ninhos de
formiga Attini.

, . Paleoattini Neoattini
Espécies TOTAL
A B C D E F G H

Candida azyma 2 2

[y
o

Candida gorgasii 10
Candida materiae 1
Candida naeodendra 3
Candida quercitrusa 3
Candida railenensis 8
Candida sp 1
Debaryomyces nepalensis 1
Hanseniaspora opuntiae

B P PP 0 W W R

Moniliella fonsecae
Pichia caribbica 2 9 1
Pichia kluyveri
Pichia guilliermondii 11 15 10
Saccharomyces cerevisiae 1

w [
o PN

[y

Torulaspora delbrueckii
Zygoascus hellenicus 2

Asterotremella humicola 2

Cryptococcus flavescens

N O N N - -

Cryptococcus flavus

N
(6]

Cryptococcus laurentii 21 1 3
Cryptococcus cf. podzolicus 1 2
Cryptococcus sp
Pseudozyma jejuensis 1
Rhodotorula mucilaginosa
Rhodotorula pacifica 1
Rhodotorula sp
Sporobolomyces spl 1 1
Sporobolomyces sp2 1
Trichosporon chiarellii 2 3
Trichosporon coremiiforme 1

O B 0O FRP N R B P PP W

Trichosporon loubieri 1 4

[EEN
[EEN

Trichosporon mycotoxinivorans 5 1 5
Trichosporon jirovecii 1 1

TOTAL 44 18 5 1 39 13 26 6 152

A= Mycocepurus goeldii; B= Myrmicocrypta sp; C=Mycetophylax morschi; D= Sericomyrmex sp.; E= Trachymyrmex
sp; F= Acromyrmex sp; G= Atta sexdens rubropilosa; H= Atta bisphaerica.
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A Tabela 7 mostra a aplicacdo das espécies encontradas nesse trabalho, contudo
algumas delas ndo possuem registros na literatura quanto ao seu emprego biotecnoldgico.

Esse fato indica a necessidade de se estudar e compreender melhor as espécies de leveduras ja

descritas.

Tabela 7- Espécies encontradas nos ninhos estudados e suas aplicagdes biotecnoldgicas

Espécies Aplicacdes
Candida azvma - Producéo de toxinas killer contra outras leveduras e produgéo de protease
y (TRINDADE et al., 2002)
Candida naeodendra - Atividade killer contra outras leveduras (SUZUKI et al., 1989)
Candida quercitrusa - Producéo de lipases (WANG et al., 2007)

- Producéo de xilitol (KIM et al., 2002)
- Producéo de etanol (LIN; TANAKA, 2006)

Candida sp - Utilizacdo de residuos agricolas em processos fermentativos (DIMOVA et
al., 2010)
- Producéo de lipases (MONTESINOS; DAEMAU; CASAS, 2003)
Debaryomyces nepalensis - Producéo de pectina liase e pectato liase (GUMMADI; KUMAR, 2006)
Hanseniaspora opuntiae - Processos de fermentacdo de grapa (BOVO et al., 2009)
Moniliella s - Producéo de polidis, como eritritol e ribitol (MOMSEN, LEONARDOS &
PP CIA 1984)
Pichia caribbica - Fermentagéo artesanal de cachaca (ROMO-SANCHEZ et al., 2010)
. - - Producéo de toxina killer contra outras leveduras (DABHOLE; JOISHY,
Pichia kluyveri 2005)
- Fermentagéo de pentoses para a producéo de etanol (HAHN-HAGERDAL
et al., 2007)
saccharomvces cerevisiae - Producdo de acido latico (VALLI et al., 2006)
y - Processos fermentativos de vinhos (SODEN et al., 2000; LOPES et al.,
2002)

-Producéo de toxinas killer contra outras leveduras (TRINDADE et al., 2002)
Torulaspora delbrueckii - Processos fermentativos de vinho (RENAULT et al., 2009)
P - Producéo de toxinas killer contra outras leveduras (CARREIRO et al., 2002)
- Producéo de fosfolipase (NOVOZYMES, A/S, 2002)

Zygoascus hellenicus
- Producéo de protease (TRINDADE et al., 2002)

SBR[ (E ) - Produggo de toxinas killer (PUCHKOV; YURKOVA; GOLUBEYV, 1998)
Cryptococcus flavescens -Atividade antagonistica contra espécies de Fusarium (ZHANG et al., 2007)
Cryptococcus flavus - Produgéo de~(x-ami|_ase (WANDERLEY et al., 2004)
- Producéo de xilanase (PARACHIN, 2009)

- Producéo de protease (TRINDADE et al., 2002)
Crvotococeus laurentii - Biodegradacao de 6leo comestivel (SUGIMORI, 2009)
yp - Biocontrole em sinergismo de quitosoma de Penicillium expansum (YU; LI;
ZENG, 2007)
- Producéo de B-xilosidase (SHUBAKOV, 2000)
. . - Producéo de cutinase que possivelmente degrada residuos plasticos (SEO et
Pseudozyma jejuensis al., 2007)
Rhodotorula mucilaginosa - Producéo de carotenoides (AKSU; EREN, 2005)
g - Producéo de acido rodutordlico (ANDERSEN; RENSHAN; WIEBE, 2003)
- Biodegradacédo de 6leo comestivel (SUGIMORI, 2009)

Cryptococcus podzolicus

Rhodotorula pacifica
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Tabela 7 (continuagdo) - Espécies encontradas nos ninhos estudados e suas aplicacGes
biotecnologicas

Espécies Aplicacgdes

- Producdo de carotenoides, principalmente B-caroteno e toruleno
(MALDONADE; SCAMPARINI; RODRIGUEZ-AMAYA, 2007)
- Produg@o de carotendides, como f-caroteno, torularrodina e toruleno
(VALDUGA et al., 2009)
- Biotransformacéo de bifenil, dibenzofurano e difenil em compostos
monohidroxilados (SIETMANN; HAMMER; SCHAUER, 2002)

Rhodotorula spp
Sporobolomyces spp

Trichosporon coremiiforme

Trichosporon loubieri - Producéo de bioemulsificante (MONTEIRO et al., 2010)
- Biotransformacdo de zearalenona (micotoxina) em metaboélitos ndo téxicos
Trichosporon mycotoxinivorans (VEKIRU et al., 2010)

- Producéo de bioemulsificante (MONTEIRO et al., 2010)
- Producéo de toxinas killer contra outras leveduras (CARREIRO et al., 2002)

Trichosporon jiroveci - Producéo de enzima L-cisteina-desulfidrase (SAAD et al., 2007)

Também merece registro o fato de termos isolado varias espécies potencialmente
patogéncias, como foi o caso de Trichosporon coremiiforme presente no ninho de
Mycocepurus goeldii, Trichosporon loubieri em ninho de Myrmicocrypta sp e Trachymyrmex
sp, Asterotremella humicola presente no ninho de Trachymyrmex sp, Trichosporon
mycotoxinivorans em ninhos de Mycetophylax simplex e Cryptococcus flavescens,
Rhodotorula mucilaginosa e Zygoascus hellenicus presentes em ninhos de Atta sexdens
rubropilosa. Pagnocca e colaboradores (2009) ja haviam demonstrado a ocorréncia de
Candida dubliniensis, uma espécie altamente oportunista em ninho de Myrmicocrypta
camargoi. E sabido que essas formigas podem dispersar leveduras e outros micro-organismos
(Pagnocca et al., 2008) e o fato de que seus ninhos podem abrigar espécies potencialmente
patogénicas € preocupante e deve ser objeto de estudos mais aprofundados.

N&o héa evidéncias de que alguma espécie de levedura esteja fortemente associada a
alguma espécie de formiga Attini. Tudo indica que elas sdo introduzidas continuamente no
interior dos ninhos através do material forrageado e da atividade das formigas. Entretanto,
como demonstrado neste trabalho, algumas espécies sdo encontradas com muita freqiiéncia
nesses ninhos. Ndo é possivel saber se e como elas participam da simbiose, mas ndo ha
duvidas que algumas espécies se adaptam muito bem ao micro-ambiente e talvez possam estar

obtendo algum beneficio nessa associacao.
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6. CONCLUSOES

" A espécie mais encontrada nos ninhos de Mycocepurus goeldii, Trachymyrmex
sp e Acromyrmex sp foi Pichia guilliermondii, prevalente nos ninhos dos dois ultimos
géneros. Houve predominancia das espécies Pichia caribbica e Candida railenensis no Unico
ninho de Myrmicocrypta sp e de Cryptococcus flavescens nos ninhos de Atta sexdens

rubropilosa.

" O género mais presente em ninhos de Attini foi Pichia, cuja dispersdo esta
relacionada a insetos. Porém, outros géneros como Candida, Cryptococcus e Trichosporon

foram evidentes em ninhos dessas formigas, tanto nas Neoattini como nas Paleoattini.

" Observou-se a predominancia de basidiomicetos em ninhos das formigas
cortadeiras (género Atta spp. e Acromyrmex spp.). Possivelmente, esta ocorréncia se deu

devido a dominancia de basidiomicetos em filoplano.

" Existem diferencas entre as comunidades de leveduras associadas a esses
ninhos de campo e tal variacdo pode ser resultante do tipo de solo onde o ninho foi
construido, do tipo de material coletado como substrato oferecido aos fungos.

. Os géneros Torulaspora, Asterotremella, Moniliella e Zygoascus foram

encontrados, pela primeira vez, em associagdo com ninhos de Attini.

. Este trabalho apontou uma nova localizacdo geografica para as especies
Candida materiae, Candida azyma, Sporobolomyces sp2, Hanseniaspora opontiae e
Rhodotorula sp, recentemente descritas, além de Sporobolomyces spl, ja que estas haviam

sido encontradas apenas em um local, porém néo relacionado com os ninhos dessas formigas.

" A espécie Trichosporon chiarellii, encontrada anteriormente em ninho de
Myrmicocrypta camargoi, neste trabalho foi observada em associacdo a ninhos de
Trachymyrmex sp e Acromyrmex sp, em diferentes localidades. Essa espécie, até 0 momento,
so foi encontrada em ninhos da tribo Attini, o que pode indicar uma possivel adaptagéo a esse

micro-ambiente.
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. E importante salientar também o isolamento de varias espécies potencialmente
patogéncias, como Trichosporon coremiiforme, Trichosporon loubieri, Asterotremella
humicola, Trichosporon mycotoxinivorans, Cryptococcus flavescens, Rhodotorula

mucilaginosa e Zygoascus hellenicus nos ninhos dessas Attini.

" Por fim, notou-se que o jardim de fungo de ninhos de Attini pode vir a ser um
amplo reservatorio de leveduras, sendo algumas destas ainda ndo conhecidas, como no caso
da estirpe TT12 e TD49.
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APENDICE A - Total e codigos dos isolados dos jardins de fungo de ninhos de Mycocepurus

goeldii de Botucatu-SP.

Meios de isolamento

Namero total

Ninhos de estirpes
YMA* MYP* (n)
FCPAR270208-01 TC(1-3-5) TC(2-4-6) 6
FCPAR270208-03 TC(7-8-9) TC(10-11-12) 6
FCPAR270208-04 - TC(13-14-15-16-17 - 18) 6
FCP040308-01 TT(1-2-3-4-5) TT(6-7-8-9-10) 10
FCP040308-02 - TT11 1
FCP040308-03 TTl(Gl? 1713 éj‘_‘ é51)5 ) TT(18-19-20-21-22 - 23) 14
FCP040308-04 TT26 - 1

TOTAL 20 24 n=44

Legenda: *Foram adicionados aos meios de cultura, cloranfenicol e o ph foi ajustado em torno de 4,0.
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APENDICE B - Espécies encontradas nos jardins de fungos de ninhos de Mycocepurus
goeldii de acordo com o seqiienciamento dos dominios D1/D2 da regido

26S do rDNA.
Espécie dzat::sse Cobertura  Identidade Cor?(;gge(:]ebztr:]elfso Estirpes do grupo
Candida naeodendra ® 540 96% 99% AMO076407 TC(1*-2-3)
Pichia guilliermondii ? 605 99% 99% FJ515260 TC4*
Torulaspora delbrueckii 571 99% 99% DQ869079 TC6*
Pichia guilliermondii ¢ 533 100% 99% FJ455111 TT (5%-7-20 - 24)
Pichia guilliermondii ° 598 100% 99% FJ515260 TC (7*-8-9-10)
Pichia kluyveri b 597 100% 99% EU285497 TC11*
Saccharomyces cerevisiae © 601 100% 100% EU188615 TT11*
Pichia guilliermondii f 599 100% 99% FJ515260 TT (19 - 21%)
Pichia cf mexicana ’ 564 99% 98% EU809452 TT12*
Pichia caribbica f 600 100% 99% FJ432597 TT (13- 14%)
Cryptococcus laurentii © 614 100% 99% AF459662 TC14*
TT (3*-10-15-16 -
Cryptococcus laurentii & 612 100% 99% AF459662 17)
Cryptococcus laurentii @ 614 100% 99% AJB76597 TT8*
Rhodotorula pacifica ° 598 100% 99% AB026006 TC18*
Trichosporon coremiiforme 626 99% 99% AF189863 TC16*
Cryptococcus laurentii 602 100% 99% AJB76597 TC5*
Cryptococcus laurentii ° 621 100% 99% AJB76597 TC12*
Cryptococcus laurentii © 601 100% 99% AJB76597 TC13*
Cryptococcus laurentii © 602 100% 99% AY315663 TC15*
Cryptococcus laurentii © 594 100% 100% EF068207 TC17*
Cryptococcus laurentii @ 605 100% 99% EF068207 TT(1*-2-4-6)
Cryptococcus laurentii @ 608 100% 99% AF459662 TT9*
Cryptococcus laurentii f 613 100% 99% AF459662 TT (18 — 22* - 25)
Cryptococcus laurentii f 613 100% 100% AF459662 TT23*
Cryptococcus cf podzolicus ¢ 602 100% 99% EF068201 TT26*

Legenda: * Estirpes selecionadas para representar o grupo no seqiienciamento dos dominios D1/D2 da regido 26S do
rDNA. As letras indicam os codigos dos ninhos dos quais as espécies foram encontradas — a: FCPAR270208-01; b:
FCPAR270208-03; c: FCPAR270208-04; d: FCP040308-01; e: FCP040308-02; f: FCP040308-03; g: FCP040308-04.
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APENDICE C - MSP-PCR mostrando a variacio de bandas presentes em estirpes isoladas de
Cryptococcus laurentii

el 1 2345678 9101112131415 J 0 6 8 9 1011121314151710
base base
G16 G17G18G19G20
10,000 100
3,00 —ig ' MUN
— 3,000
= :
1.500 -
- —1,500
1.000 -
— 1000
-
500 -4
“ e — 500
- e
1- TCS 6-TT1 11-TT18 1- TC11 7-TT1S 12-TT17
2-TC12 7-TT2 12- TT22 2-TT11 8-TC14 13-TC18
3-TC13 8-TT4 13-TT23 3-TT21 9-TT3 14-TC16
4-TC15 9-TT6 14-TT25 4-TT12 10-TT8 15-TT15

As setas indicam 0s grupos pertencentes as estirpes Unicas de Cryptococcus laurentii;
(*) indica um grupo de C. laurentii com quatro estirpes semelhantes.
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APENDICE D — MSP-PCR mostrando a variagio de bandas presentes em dois grupos de
Pichia guilliermondii

2 3 4 5 6 78 9 101 1213

-.'

--.0"

--— S L L

1-TC1 5-TCé6 8- TT20 11- TC8
2-TC2 6-TT5 9-TT24 12- TC9
3-TC3 7- TT7 10- TC7 13- TC10
4-TC4

APENDICE E - Seqiienciamento da regido ITS do DNAr da estirpe TT12 com a finalidade
de se confirmar uma possivel espécie ndo conhecida.

Pares Cadigo de
Espécie Cobertura ldentidade Acesso no Estirpe
de base
Genbank
Candida insectorum 575 97% 97% AB365476.1 TT12
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APENDICE F - indice de diversidade de leveduras nos ninhos de Mycocepurus goeldii
coletados em Botucatu-SP.

FCPAR FCPAR FCPAR FCPAR FCP FCP FCP FCP
270208- 270208- 270208- 270208- 040308- 040308- 040308- 040308-
01 02 03 04 01 02 03 04
Tamanho da Amostra 6 0 6 6 10 1 14 1
NUmero de Espécies 11 11 11 11 11 11 11 11
Indice de Shannon-Wiener 0,54 0 0,38 0,38 0,2173 0,00 0,51 0,00
Maxima diversidade 1,04 1,04 1,04 1,04 1,04 1,04 1,04 1,04
Homogeneidade 0,52 0 0,36 0,36 0,2087 0,00 0,49 0,00
Heterogeneidade 0,48 0 0,64 0,64 0,7913 1,00 0,51 1,00

APENDICE G - Estirpes isoladas de um tnico jardim de fungo de ninho de Myrmicocrypta
sp coletado em Uberlandia-MG

. Meios de isolamento Nimero total de
Ninho :
estirpes (n)
YMA* MYP* YMB**
TD (16 - 18 - 20 -
JSC080924-01 22 -23-24-25 -
Myrmicocrypta sp. e 82 - £ 26-27-28-29- 10 (17-19-21) 18
30 - 31)
TOTAL 2 13 3 n=18

Legenda: *Foram adicionados aos meios de cultura, cloranfenicol e o ph foi ajustado em torno de 4,0.
** O restante do meio YMB, o qual continha o material organico, foi transferido em aliquotas de 200l
para placas contendo 0 meio YMA.
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APENDICE H - Espécies encontradas no jardim de fungo de um ninho pertencente &
Myrmicocrypta sp de acordo com o sequienciamento dos dominios D1/D2
da regido 26S do rDNA

-~ Pares . Cédigo de Acesso .
Espécie de base Cobertura Identidade no Genbank Estirpes do grupo
_ _— TD (16*-17-19-20-21-
0, 0,
Pichia caribbica 526 100% 99% EU795418.1 25 - 26 - 30 - 31)
- _ * _ -
Candida railenensis 534 100% 99% AF257274.1 TD (18- 22~ 23" - 24 - 27
-28-29 - 33)
ISRl 563  100% 99% AB186489.1 TD32*

loubieri

* Estirpes selecionadas para representar o grupo no seqiienciamento dos dominios da regido 26S do rDNA.

APENDICE | - MSP-PCR mostrando a similaridade entre as cinco estirpes de Trichosporon
mycotoxinivorans isoladas de Mycetophylax morschi.

Pares
de base

1500

1000

500

Legenda: 1-TE29; 2-TE30; 3-TE31; 4-TE32; 5-TE33
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APENDICE J - Espécie encontrada no jardim de fungo de um ninho pertencente a
Mycetophylax morschi coletado em Floriandpolis-SC de acordo com o
seqlienciamento dos dominios D1/D2 da regido 26S do rDNA

Cddigo de ;
Espécie Pabr s de Cobertura Identidade  Acesso no Estirpes do
ase grupo
Genbank
Trichosporon mycotoxinivorans 562 99% 99% AB557827.1 T (%%Pé%) Sl -

* Estirpe selecionada para representar o grupo no seqiienciamento dos dominios da regido 26S do rDNA

APENDICE K — Estirpe de levedura isolada de um Gnico jardim de fungo de Sericomyrmex

Sp
. Meios de isolamento Namero total
Ninho de estirpes (n)
YMA* MYP* YMB** P
8E_8080922-01 TD38 : : 1
Sericomyrmex sp
TOTAL 1 n=1

Legenda : *Foram adicionados aos meios de cultura, cloranfenicol e o ph foi ajustado em torno de 4,0.
**Q restante do meio YMB, o qual continha o material orgénico, foi transferido em aliquotas de 200yl
para placas contendo o meio YMA.

APENDICE L - Espécie encontrada no jardim de fungo de ninho de Sericomyrmex sp de
acordo com o sequenciamento dos dominios D1/D2 da regido 26S do

rDNA
. Pares . Cadigo de Acesso .
Espécie de base Cobertura Identidade no Genbank Estirpe do grupo

Sporobolomyces sp 582 98% 99% AY313053.1 TD38
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APENDICE M - Seqilenciamento da regi&o ITS do DNAr da estirpe TD38 com a finalidade
de se confirmar uma possivel espécie nao conhecida

L Pares . Cédigo de Acesso no .
Espécie de base Cobertura Identidade Genbank Estirpe
Sporobolomyces sp 545 96% 98% AY313074.1 TD38

APENDICE N - Leveduras encontradas em seis jardins de fungo de ninhos de
Trachymyrmex sp

Ninhos Meios de isolamento Tol?[gedrs
YMA* MYP* YMB** estirpes (n)

SES080618-01* - - TD (39 - 40 -41 - 42) 4
SES080618-022 TD (47 - 48 - 49) - TD (43 - 44 - 45 - 46) 7
SES080618-03% TD (55 - 56) - TD (50 - 51 - 52 - 53 - 54) 7
sEsosooz1-08® 02737189 lé)o ] D6 D (3-5) 14
SES080924-02° - TD (34 - 35 - 36 - 37) - 4
SES090309-03° TEA42 TE (40 - 41) - 3

TOTAL 17 7 15 n=39

Legenda: * Foram adicionados aos meios de cultura, cloranfenicol e o ph foi ajustado em torno de 4,0.
O restante do meio YMB, o qual continha o material organico, foi transferido em aliquotas de 200ul para placas
contendo 0 meio YMA. As letras indicam o local da coleta: a= Rio Claro (SP); b= Uberlandia (MG); c= Taquara (RS).
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APENDICE O - Espécies encontradas jardins de fungos de ninhos coletados em Rio Claro
(SP), em Uberlandia (MG) e em Taquara (RS) pertencentes a
Trachymyrmex sp de acordo com o seqtienciamento dos dominios D1/D2
da regido 26S do rDNA

Espécie Pabrgssede Cobertura  ldentidade igceislgg r?g Estirpes do grupo
Genbank
Candida gorgasii ¢ 586 97% 98% FJ614673.1 TD2*
Asterotremella humicola® 585 100% 100% FJ515231.1 TD(3*-5)
Candida gorgasii ® 530 100% 98% FJ614673.1 TD(4-6*-8-9-12)
Cryptococcus sp 593 100% 100% AF444705.1 TD7*
Candida gorgasii ® 575 98% 99% FJ614673.1 TD10*
Candida gorgasii ¢ 542 98% 99% FJ614673.1 TD11*
Candida gorgasii ¢ 555 100% 99% FJ614673.1 TD (13* - 15)
Cryptococcus laurentii @ 588 100% 99% FJ743631.1 TD14*
Pichia guilliermondii ? 599 100% 99% FJ515260.1 TD39*
Pichia guilliermondii ¢ 609 100% 99% FJ515260.1 TD (41* - 53)
Pichia guilliermondii ® 540 100% 99% GQ140299.1 TD42*
Pichia guilliermondii "¢ 607 99% 99% Fis1s2601 10 (10434 '53)5* ~46
Cryptococcus cf. podzolicus ® 595 100% 100% FJ743620.1 TDA47*
Pichia guilliermondii b 585 99% 100% FJ515260.1 TD48*
Sporobolomyces sp ° 552 98% 99% AY313053.1 TD49
Pichia guilliermondii 471 100% 99% GQ140299.1 TD54*
Pichia guilliermondii © 596 100% 100% FJ515260.1 TD55*
Cryptococcus cf. podzolicus ° 614 100% 99% FJ743620.1 TD56*
Trichosporon loubieri © 542 100% 100% AY101608.1 TD (34* - 35 - 36 - 37)
Trichosporon chiarellii 505 99% 98% EU030272.2 TE (40 - 41)**
Rhodotorula sp f 559 100% 99% AY731807.1 TE42*

Legenda: * Estirpes selecionadas para representar o grupo no seqiienciamento dos dominios da regido 26S do rDNA.
**A estirpe selecionada para representar esse grupo foi a TE37 isolada de jardim de fungo de ninho de Acromyrmex
sp. As letras indicam os codigos dos ninhos dos quais as espécies foram encontradas: Em Rio Claro (SP) a:
SES080618-01, b: SES080618-02, c: SES080618-03; Em Uberlandia (MG) d: SES080921-03, e: SES080924-02; E em
Taquara (RS) f: SES090309-03.
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APENDICE P - Segilenciamento da regi&o ITS do DNAr da estirpe TD2 com a finalidade de
se confirmar uma possivel espécie ndo conhecida

Pares de Codigo de
Espécie b Cobertura Identidade Acesso no Estirpe
ase
Genbank
Candida gorgasii 575 99% 99% FJ172252.1 TD2

APENDICE Q - MSP-PCR de dois grupos de Candida gorgasii. As setas indicam as
diferencas entre 0s grupos.

Pares de 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 12 3 45 6 7:8 .9 1011 1213 14151617 18 Pares de
base base

10,000 10,000

3,000 3,000

1,500
1,500

1,000
1,000

500

1-TD39 5-TD24  9-TD43 13-TD10 1-TD1 6-TD14 11-TD33 15-TD37
2-TD45 6-TD42 10-TD30 14-TD22 2-TD3 7-TD15 12-TD34 16-TD38
3-TD27 7-TD50 11-TD52 15-TD2 3-TD5 8-TD20 13-TD35 17- TD41
4-TD26 8-TD51 12-TD28 16-TD18 4-TD7 9-TD31 14-TD36 18-TD47

5-TD13 10- TD32
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APENDICE R - indice de diversidade de leveduras nos ninhos de Trachymyrmex sp

SES SES SES SES SES SES SES SES SES SES SES SES SES
0809 0809 0809 0809 0809 0809 0809 0809 0809 0903 0903 0903 0903
21-01 21-02 21-03 21-01 21-03 22-03 22-04 24-02 25-01 09-03 09-04 10-02 09-02

* * * **% *% *%x *%x *x **% *kk *kk *kk *kkk

Tamanho da Amostra 4 7 7 0 14 0 0 4 0 3 0 0 0

[\lL’Jmero de Espécies 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
Indice de Shannon-

Wiener 000 03 018 o000 039 000 000 000 000 028 000 000 0,00
Maxima diversidade 1,00 1,00 100 1,00 100 100 100 1,00 100 1,00 100 1,00 1,00
Homogeneidade 000 03 018 o000 039 000 000 000 000 028 000 000 0,00
Heterogeneidade 1,00 065 082 000 061 000 000 100 000 0,72 0,00 0,00 0,00

* Em Rio Claro (SP): SES080618-01, SES080618-02, SES080618-03; **Em Uberlandia: SES080921-01, SES080921-
03, SES080922-03, SES080922-04, SES080924-02, SES080925-01; Em Taquara (RS): SES090309-03, SES090309-04,
SES090310-02; Em Canela (SC): SES090309-02.

APENDICE S — Estirpes de leveduras isoladas de ninhos de Acromyrmex sp

. . NG
Ninhos Meios de isolamento tout?legg
YMA** MY P** YMB*** estirpes (n)

TE (15- 16 - 17 - 18 -
TRS090309-13° - VE@- -1 - 1) 19 - 20) 10
Acromyrmex sp.

SES090307-02° - - TE (37 - 38 - 39) 3
Acromyrmex sp. *
TOTAL 0 4 9 n=13

Legenda : * material de descarte.

**Foram adicionados aos meios de cultura, cloranfenicol e o ph foi ajustado em torno de 4,0.

*** O restante do meio YMB, o qual continha o material organico, foi transferido em aliquotas de 200l para placas
contendo o meio YMA com pH 4.0 e cloranfenicol. As letras indicam as cidades onde foram coletados: Em Taquara
(RS) = a; Em Florianopolis (SC) = b.
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APENDICE T - MSP-PCR mostrando a semelhanca entre as estirpes de Pichia
guilliermondii isoladas de ninhos de Acromyrmex sp

Pares de
base

10000

3000

1500

1000

500

1-TE9 4-TE12 7-TE17  9-TE19
2-TE10 5-TE15 8-TE18 10-TE20
3-TE11l 6-TE16

APENDICE U - Espécies de leveduras encontradas em ninhos de Acromyrmex sp coletados
em Floriandpolis (SC) de acordo com o seqlienciamento dos dominios

D1/D2 da regido 26S do rDNA

L Pares . Cédigo de Acesso .
Espécie de base Cobertura Identidade no Genbank Estirpes do grupo
S .. TE(9*-10-11-12-15
a 0, 0,
Pichia guilliermondii 599 100% 99% FJ515260.1 -16-17*-18- 19 - 20)
Trichosporon chiarellii® 505 99% 98% EU030272.2 TE37*
Trichosporon chiarellii® 574 100% 98% EU030272.2 TE (38 - 39%)

Legenda: * Estirpes selecionadas para representar o grupo no seqiienciamento dos dominios da regido 26S do rDNA.
As letras indicam os codigos dos ninhos dos quais as espécies foram encontradas: a- TRS090309-13 (jardim de fungo
coletado em Taquara-RS); b: SES090307-02 (material de descarte coletado em Floriandpolis-SC).
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APENDICE V - Seqiienciamento da regido ITS do rDNA das estirpes TE37 e TE39 com a
finalidade de se confirmar uma possivel espécie ndo conhecida

- Pares de . Cadigo de Acesso Estirpes do
Espécie base Cobertura ldentidade no Genbank grupo
Trichosporon chiarellii 524 99% GQ338074.1 TE37*
Trichosporon chiarellii 531 99% GQ338074.1 TE (38 - 39%)

Legenda: * Estirpes selecionadas para representar o grupo no seqilenciamento dos dominios da regido ITS do rDNA.

APENDICE X — Estirpes de leveduras isoladas de jardins de fungo de Atta sexdens
rubropilosa coletados em Corumbatai (SP)

Meios de isolamento

Ninhos NuUmero total

YMA* MYP* de estirpes (n)
AR090402-01 TA(2-3) TAl n=3
FCP090402-03 - TA4 n=1
FCP090402-04 TA((6-7-8) TAS5 n=4
FCP090402-05 - TA10 n=1
FCP090402-06 TAl6 TAl12 n=2
FCP090402-08 TA (22 - 23 - 24 - 25 — 26) TA (19 -20-21) n=8
FCP090402-09 - TA27 n=1
FCP090402-10 TA35 TA (29 - 32 -33) n=4
FCP090402-11 TA (39 -41) - n=2
Total 26

Legenda: Foram adicionados aos meios de cultura, cloranfenicol e o ph foi ajustado em torno de 4,0.
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APENDICE Z — Espécies de leveduras encontradas em jardins de fungo de ninhos de Atta
sexdens rubropilosa coletados em Corumbatai (SP) de acordo com o

seqlienciamento dos dominios D1/D2 da regido 26S do rDNA

Pares

Cadigo de Acesso

Espécie de base Cobertura Identidade no Genbank Estirpes do grupo
Cryptococcus laurentii? 606 100% 100% FJ743631.1 TA (1*-2)
Trichosporon jirovecii® 575 100% 99% EU882090.1 TA3*

Sporobolomyces sp” 631 97% 99% FJ515243.1 TA4*
Cryptococcus flavus® 618 100% 99% EU177572.1 TA5*
Cryptococcus laurentii® 529 100% 99% FJ743631.1 TAG*
Candida materiae® 450 92% 99% FJ154790.1 TAT*
Cryptococcus flavus® 577 99% 99% EU177572.1 TA8*
Pseudozyma jejuensis® 611 100% 99% DQ866822.1 TA10*
Moniliella fonsecae® 577 99% 90% DQ400366.1 TAl12*
Cryptococcus flavescens®' 592 100% 99% FJ743610.1 TA (16* - 20 - 23)
Candida quercitrusa’ 593 100% 99% AM160627.1  TA (19 - 21* - 22)
Pichia caribbica' 542 100% 97% FM180546.1 TA25
Zygoascus hellenicus' 545 99% 99% AY447018.1 TA (24 - 26%)
Cryptococcus flavescens® 606 99% 99% FJ743610.1 TA27
Cryptococcus flavescens” 622 99% 99% EU250070.1 TA29
Candida azyma" 522 99% 99% EF536347.1 TA32
Rhodotorula mucilaginosa” 555 100% 100% GU247752.1 TA33
Candida azyma" 557 100% 100% EF601042.1 TA35
Hanseniaspora opuntiae' 587 99% 100% FM180549.1 TA39
Trichosporon mycotoxinivorans' 548 99% 99% FJ416596.1 TA41

Legenda: * Estirpes selecionadas para representar o grupo no seqiienciamento dos dominios da regido 26S do rDNA.
As letras indicam os cédigos dos ninhos dos quais as espécies foram encontradas: a- AR090402-01; b- FCP090402-03;
c- FCP090402-04; d- FCP090402-05; e- FCP090402-06; f- FCP090402-08; g- FCP090402-09; h- FCP090402-10; i-

FCP090402-11.
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APENDICE AA - Seqiienciamento da regio ITS do rDNA da estirpe TA25 com a
finalidade de se confirmar uma possivel espécie ndo conhecida

s Pares . Cadigo de Acesso
Espécie de base Cobertura Identidade no Genbank

Pichia caribbica 615 99% 100% GU248264.1 TA25

Estirpe

APENDICE AB - indice de diversidade de leveduras encontradas nos ninhos de Atta sexdens
rubropilosa coletados em Corumbatai (SP)

AR AR FCP FCP FCP FCP FCP FCP FCP FCP FCP FCP
0904 0904 0904 0904 0904 0904 0904 0904 0904 0904 0904 0904
02-01 02-02 02-03 02-04 02-05 02-06 02-07 02-08 02-09 02-10 02-11 02-12

Tamanho da Amostra 3 0 1 4 1 2 0 8 1 4 2 0

Numero de Espécies 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15
\';\‘/‘I’;ﬁ‘;fe LU 028 000 000 045 000 030 000 057 000 045 030 0,00
Méxima diversidade 177 177 177 177 177 177 177 177 177 177 177 1,77
Homogeneidade 024 000 000 038 000 026 000 049 000 038 026 0,00

Heterogeneidade o,7r 000 100 062 100 0,74 000 051 100 0,62 0,74 0,00




102

APENDICE AC - Estirpes de leveduras isoladas de jardins de fungo de Atta bisphaerica
coletados em Botucatu (SP)

. Meios de isolamento Namero total
Ninhos de estirpes (n)
YMA* MYP* p
AR090429-01 TF19 - TF20 - TF22 TF10 - TF11 - TF13 6
Total 6

Legenda: *Foram adicionados aos meios de cultura, cloranfenicol e o ph foi ajustado em torno de 4,0.

APENDICE AD - Espécies de leveduras encontradas em jardim de fungo de ninho de Atta
bisphaerica coletado em Botucatu (SP) de acordo com o seqlienciamento
dos dominios D1/D2 da regido 26S do rDNA

Espécie Prz\jges Cobertura Identidade Cadigo de Acesso Estirpes do grupo

P no Genbank P grup
base

Trichosporon mycotoxinivorans 553 99% 99% Gu2094551  'F (10-11-13-20

-22)
Debaryomyces nepalensis 546 100% 99% AB220034.1 TF19
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APENDICE AE - Assimilac&o de compostos de carbono por TT12

D-Glucose + | Amido Solavel -
D-Galactose + | Glicerol -
L-Sorbose + | Eritritol -
D-Glucosamina - | Ribitol +
D-Ribose W | Xilitol -
D-Xilose + | L-Arabinitol -
L-Arabinose + | D-Glucitol +
D-Arabinose W | D-Manitol +
L-Ramnose + | Galactitol -
Sacarose + | myo-Inositol -
Maltose + | D-Glucona - 1,5 -lactona | +
a,o-Trealose + | 2-Ceto-D-Gluconato -
a-metil -D-glucosideo | + | D-Gluconato +
Celobiose + | D-Glucuronato -
Salicina + | DL-Lactato -
Melibiose - | Succinato w
Lactose W | Citrato -
Rafinose W | Propano -1,2 —diol -
Melezitose + | Butano-2,3-diol -
Inulina - | Etanol +
Metanol - | N-acetil — D- glucosamina | +

* (+) positivo; (-) negativo; (w) fraco crescimento.




104

APENDICE AF - Assimilacio de compostos de nitrogénio e outros testes de TT12

Nitrato -
Nitrito
D-Glucosamina
Etilamina
L-lisina
Cadaverina
Creatinina
Fermentacdo de D-glucose
Crescimento sem vitaminas
Urease -
DBB -
Sintese de amido -
Crescimento a 25°C +
Crescimento a 30°C +
Crescimento a 32°C +
+
n
+

+ |+ [+

+ |+

Crescimento a 35°C
50% -D-glucose
10% NaCl + 5% D-glucose
0.01% cicloheximida -
0.1% cicloheximida -
* (+) positivo; (-) negativo.
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APENDICE AG - Arvore filogenética de TT12 e estirpes proximas. A arvore foi inferida
com um fragmento de 525 pares de base do dominio D1/D2 da regiao
26S do rDNA utilizando o critério de Neighbour-Joining. Os nimeros
nos ramos da arvore sdo os valores de bootstrap referentes a 1000
pseudo-réplicas (dados abaixo de 50% nédo foram mostrados)

Candida butyri (EU828789.1)
Candida butyri (U45791.1)

Candida butyri (FJ463647.1)

Candida conglobata (AB304736.1)

Candida aaseri (FJ432628.1)

Candida sp (TT12)

Pichia nakazawae var. akitaensis

100\ (DQ409148.1)
101

Pichia nakazawae var. nakazawae
(DQ409147.1)

100]

Candida tenuis (AY964682.1)
100!
Candida insectorum (U45791.1)

Candida insectorum (FJ873471.1)
100

% Pichia mexicana (FM180550.1)

Pichia mexicana (DQ409143.1)

Candida atlantica (EU327087.1)

Debaryomyces hansenii(GQ121603.1)

o
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APENDICE AH - Arvore filogenética de TT12 e estirpes proximas. A arvore foi inferida
com um fragmento de 566 pares de base da regido ITS do rDNA
utilizando o critério de Neighbour-Joining. Os ndmeros nos ramos da
arvore sdo os valores do bootstrap referentes a 1000 pseudo-réplicas
(dados abaixo de 50% né&o foram mostrados)

oL Candida sp(TT12)

100

_{ Candida insectorum (AB365476.1)
91 Candida insectorum (EU343838.1)
Pichia nakazawae var. nakazawae

100 | (FM178319.1)

Pichia nakazawae var. nakazawae
L (EU343867.1)

67 o 100 Candida diddensiae (FM178306.1)

100
Pichia scolyti (EU343807.1)

100 | Pichia mexicana (AB365477.1)
72

Pichia mexicana (FM199966.1)

100

" Candida conglobata (AJ539370.1)

100| Candida butyri (AY821839.1)
100

' Candida aaseri (AY821838.1)

L Cundida atmosphaerica (AJ539369.1)

100, Candida temnochilae (FJ623611.1)

Debaryomyces hansenii (EF192225.1)

0,02

APENDICE Al — Imagens da morfologia da col6nia e da célula da estirpe TT12

(A). (B).

*(A). Morfologia da coldnia; (B) Morfologia celular.
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APENDICE AJ — Arvore filogenética de TD49 e estirpes proximas. A arvore foi inferida
com um fragmento de 553 pares de base do dominio D1/D2 da regido
26S do rDNA utilizando o critério de Neighbour-Joining. Os ndmeros
nos ramos da arvore sdo os valores do bootstrap referentes a 1000
pseudo-réplicas (dados abaixo de 50% nédo foram mostrados)

Sporobolomyces sp (TD49)

Sporobolomyces sp (TY-241)
96 Sporobolomyces odoratus (1GC 5694T)
. Sporobolomyces nylandii (CBS 9093)

100} Sporcbolomyces sp. (CBS 6166)

. Sporobolomyces nylandii (1GC 5693T)

1 Sporobalomyces poonsookiae (CBS 9095)

Sporobolomyces poonsooiiae (1GC 5699)
100
Sporidiobolus ruineniae var. ruineniae (CB3 5001)

Sporidiobolus ruineniae var. coprophilus (CBS 5811)
70

100 Sporidiobolus ruineniae (1GC 5692)

¢ Sporidicholus ruineniae (SM29)

Rhodosporidium fluviale (UA2)

Rhodosporidium concentricum (CBS 9914)

: Bensingtonia yamatoana (CBS 7243)

002
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APENDICE AK - Arvore filogenética de TD38 e TD49 e suas estirpes proximas. A arvore
foi inferida com um fragmento de 532 pares de base da regido ITS do
rDNA utilizando o critério de Neighbour-joining. Os niUmeros nos ramos
da arvore sdo os valores do bootstrap referentes a 1000 pseudo-réplicas
(dados abaixo de 50% né&o foram mostrados)

Sporobolomyces sp (TD43)
ol Sporobolomyces sp (TD38)

Sporabolomyces sp. (TY-241)
57

L Sporidiobolus ruineniae (CO-3)
51 i
L Sporidiobolus ruineniae (CBS 5811)

Sparobolomyces nylandii (JCM 10215)

Sporobolomyces nylandii (JCM 10214)
Rhodosporidium fluviale (JCM 10311)
Rhodosporidium fluviale (CBS 6568)
24t Rhodosporidium fluviale (5142)

Rhodosporidium azoricum (JCM 11252)

65
M 100 [ Rhodosporidium lusitaniae (CBS 7604)

Rhodosporidium lusitaniae (JCM 11640)

100
—  Sporidiobolus microsporus (CBS 7041)

Sporobolomyces poonsookias (JCM 10211)

Sporobolomyces poonsookiae (JCM 10208)

Sporobolomyces poonsookiae (JCM 10207)

¢ Bensingtonia yamatoana (CBS 7243)

005
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APENDICE AL - Imagens da morfologia celular e da col6nia de TD49 e TD38

(A). (B).
(c)m (D). m

*(A) Morfologia celular da estirpe TD38; (B) Morfologia celular da estirpe TD49; (C)
Morfologia da coldnia da estirpe TD38; (D) Morfologia da col6nia da estirpe TD49.
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APENDICE AM: Assimilagio de compostos de carbono por TD49.

D-Glucose + | Amido Solavel -
D-Galactose - | Glicerol -
L-Sorbose + | Eritritol -
D-Glucosamina - | Ribitol +
D-Ribose W | Xilitol -
D-Xilose - | L-Arabinitol -
L-Arabinose - | D-Glucitol +
D-Arabinose - | D-Manitol +
L-Ramnose - | Galactitol -
Sacarose W | myo-Inositol -
Maltose - | D-Glucona - 1,5 —lactona | W
a,o-Trealose + | 2-Ceto-D-Gluconato w
a-metil -D-glucosideo | - | D-Gluconato W
Celobiose - | D-Glucuronato -
Salicina - | DL-Lactato -
Melibiose - | Succinato -
Lactose - | Citrato -
Rafinose W | Propano -1,2 —diol -
Melezitose - | Butano -2,3-diol -
Inulina - | Etanol -
Metanol - | N-acetil — D- glucosamina | W

* (+) positivo; (-) negativo; (w) fraco crescimento.
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APENDICE AN: Assimilacdo de compostos de nitrogénio e outros testes da estirpe TD49.

Nitrato +

Nitrito +
D-Glucosamina -
Etilamina -

L-lisina -
Cadaverina -
Creatinina -
Fermentacdo de D-glucose

Crescimento sem vitaminas | +
Urease +

DBB +

Sintese de amido -
Crescimento a 25°C +

Crescimento a 35°C -
50% -D-glucose -
10% NaCl + 5% D-glucose | -
0.01% cicloheximida -
0.1% cicloheximida -

* (+) positivo; (-) negativo.
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