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APRESENTACAO

A fragmentagdo florestal € um importante processo que atualmente contribui para a
perda de biodiversidade (Didham et al., 1996; Vasconcelos, 1999; Kruess & Tscharntke,
2000). A conseqiiéncia primaria dessa fragmentacdo resulta em uma variedade de
modificacdes fisicas e bioldgicas nos remanescentes que podem causar o rompimento de
processos biologicos e ecologicos (Didham et al., 1996) e, conseqiientemente, modificar a
estrutura da floresta (Murcia, 1995; Zuidema, Sayer & Dijkman, 1996).

Embora pesquisas sobre o desmatamento de florestas tropicais tenham sido
intensificadas nos ultimos anos, ha pouca informagdo sobre seus efeitos na dinamica de
processos ecoldgicos (Letourneau & Dyer, 1998), principalmente com uma abordagem
relativa ao terceiro nivel troéfico. A fim de verificar alteragdes na estrutura trofica da
comunidade causadas pela fragmentacdo, foi escolhida para este trabalho uma importante
interagdo parasita-hospedeiro de florestas tropicais: a relagdo de fungos filamentosos com
os jardins de fungo das formigas cortadeiras (Atta spp.).

Devido aos seus multiplos papéis nos ecossistemas, tais como modificacdes na
ciclagem dos nutrientes (Haines, 1975; Herz et al., 1998), criacdo de clareiras (Garrettson
et al., 1998), e sua posigdo como herbivoro dominante de florestas tropicais (Fowler, Forti,
& Romagnano, 1990), as formigas cortadeiras (géneros Atta e Acromyrmex) sao
consideradas espécies chave (Perfecto & Vander Meer, 1993) e, portanto, excelentes
organismos para avaliar respostas bidticas resultantes de alteragdes ambientais.

A posicdo das formigas cortadeiras como o maior herbivoro generalista dos
Neotropicos (Cherrett, 1968) so6 € possivel devido o seu habito Unico de cultivar fungos
como fonte de alimento (Hervey & Nair, 1979; Vasconcelos, 1888; Hebling et al., 2000). O

mutualismo entre as formigas e os fungos aumenta o grau de polifagia das formigas por



meio da degradagdo de compostos toxicos vegetais intermediada pelos fungos (Carreiro et
al., 1997). Os fungos, em troca, sio mantidos em um meio livre da competigdo com outros
microorganismos devido a constante aplicagdo de substancias bactericida, bacteriostatica e
fungistatica que sdo secretadas pelas glandulas metapleurais ¢ mandibulares das formigas
(Diehl-Fleig & Valim-Labres, 1993; Sales, 1998).

Entretanto, novos estudos tém identificado que os jardins de fungo das formigas
cortadeiras sdo hospedeiros de fungos patogé€nicos potencialmente virulentos, que podem
proliferar dentro da coldnia levando-a a morte (Currie et al., 1999a; b). A atividade destes
fungos patogénicos constitui um fator de regulagdo populacional do tipo "top-down", onde
as populacdes de um nivel trofico sdo reguladas pelo nivel tréfico superior (Begon, Harper
& Townsend, 1996). Como nos processos de fragmentagdo os niveis troéficos superiores sao
perdidos antes que os inferiores (Kruess & Tscharntke, 1994; 2000), acreditamos que o
controle destes fungos, sobre a comunidade de formigas cortadeiras, seja menor em
fragmentos florestais, resultando em uma taxa mais alta de fundacdo de coldnias e/ou
sobrevivéncia nestes habitats.

Este trabalho, que ¢ apresentado a seguir como forma de artigo para a revista
Mycological Research, ¢ parte integrante do projeto “Interacdes troficas em florestas
fragmentadas: o sistema modelo das formigas cortadeiras” (CAPES/ DFG; PROFIX/
CNPq). Esperamos que seus resultados venham contribuir para um melhor entendimento
dos processos que levam ao aumento da diversidade de formigas cortadeiras devido a

pressdes antropicas.



REVISAO DE LITERATURA
Fragmentacéo florestal e controle top-down das populacdes

Os sistemas de floresta tropical suportam uma grande propor¢ao da biodiversidade
terrestre do planeta, com as maiores taxas de endemismo (Campiolo & Delabie, 2003), e de
complexas interagdes bidticas (Didham et al., 1996). A floresta Atlantica tem sido
reconhecida como um dos ecossistemas mais ricos em espécies vegetais e animais em todo
mundo, quando consideramos a drea geografica que cobre (Brandao, 2003).
Freqiientemente associada a outros ecossistemas, tais como manguezais, restingas, florestas
de pinheiros e campos de altitude, a floresta Atlantica estd atualmente caracterizada por um
mosaico de vegetagdo restrito a aproximadamente 98.000 km* (Vasconcelos, 1999), o que
equivale a 7,6% de sua extensdo original, e que ainda se encontra sob intensa pressao
antropica e risco iminente de extingao (Morellato, 2000).

A fragmentacdo florestal ¢ um importante processo que atualmente contribui para a
perda de biodiversidade e padroes de extingdo de espécies (Didham et al., 1996;
Vasconcelos, 1999; Kruess & Tscharntke, 2000). Os efeitos da fragmentacdo na
diversidade de espécies estdo associados principalmente a reducdo da area e ao aumento do
isolamento entre os habitats (Kruess & Tscharntke, 2000). Além disso h4 um aumento na
razdo borda/interior da floresta, o que resulta em uma variedade de modificagdes fisicas e
biologicas nos remanescentes conhecidas como efeito de borda (Saunders, Hobbs &
Margules, 1991).

A criagdo de uma borda altera fatores abidticos como aumento na incidéncia de luz,
temperatura e turbuléncia, e diminui¢ao na umidade relativa (Murcia, 1995; Turner, 1996).
As mudangas fisicas devido ao efeito de borda induzem a mudangas na estrutura da

floresta, as quais podem causar o rompimento de processos bioldgicos, com modificagdes



na composicdo de espécies (abundancia e distribui¢do), nos processos ecologicos, que
mantém a diversidade e o funcionamento do ecossistema, tais como, polinizagdo, dispersao,
parasitismo, predacédo e ciclagem de nutrientes (Didham et al., 1996) e, conseqiientemente,
na estrutura da floresta (Murcia, 1995; Zuidema et al., 1996).

A perda de espécies ¢ um dos efeitos mais marcantes da fragmentacao de florestas
(Turner, 1996). Essa perda nao ¢ randomica com relagdo ao papel tréfico uma vez que as
espécies de niveis troficos mais altos, sdo mais fortemente afetadas e, por essa razdo, as
primeiras a tornarem-se extintas localmente (Kruess & Tscharntke, 1994; Rao, Terborgh &
Nuiiez, 2001). De fato Kruess & Tscharntke (2000) relatam que o comprimento da cadeia
alimentar aumenta com o tamanho da area e diminui com o isolamento. Logo, o declinio
das espécies deve aumentar com o nivel tréfico devido a efeitos diretos no tamanho da
populacdo ou indiretos, relacionados a dependéncia das espécies de niveis troficos mais
baixos.

Sabendo-se que durante o processo de fragmentacdo predadores e parasitas sdo
perdidos antes que suas presas e hospedeiros, pois dependem do estabelecimento prévio e
com sucesso dessas populacdes (Kruess & Tscharntke, 1994), ¢ razoavel supor que o
controle top-down, que ocorre quando uma populacao ¢ regulada pelo nivel troéfico superior

(Begon et al., 1996), seja menos intenso em areas fragmentadas que em floresta continua.

Formigas cortadeiras como herbivoros dominantes da regido Neotropical

As formigas sdo consideradas um dos principais componentes biologicos de
ambientes estruturalmente complexos como as florestas tropicais (Caldas & Moutinho,
1993). Juntamente com os cupins, sdo os macroartropodes dominantes em biomassa,

abundancia e papel ecoldgico dominando, inclusive, numericamente, a comunidade de



artropodes de dossel, onde representam mais de 60% da artropodofauna (Erwin, 1982), e de
solo de florestas tropicais (Watt, Stork & Bolton, 2002).

Com capacidade de adaptagdo aos mais variados ecossistemas da regido
Neotropical, as formigas cortadeiras possuem centro de origem e diversidade no Brasil
(Weber, 1972; Holldobler & Wilson, 1990), e estdo distribuidas nos mais diversificados
ecossistemas, com uma faixa de dispersdo entre 33°N e 44°S e uma distribui¢do vertical
que varia entre 0 e 2500m de altitude (Diehl-Fleig, 1997).

As formigas da tribo Attini (subfamilia Myrmicinae, Formicidae), com uma historia
evolutiva de aproximadamente 50 milhdes de anos (Wilkinson, 1999; Lopez & Orduz,
2003), sdo conhecidas pelo habito tnico de cultivar fungos como fonte de alimento (Hervey
& Nair, 1979; Vasconcelos, 1988; Hebling et al., 2000). A tribo Attini ¢ composta de 12
géneros e aproximadamente 210 espécies (Schultz & Meier, 1995). Os cinco géneros
filogeneticamente mais derivados formam um clado chamado Attini superiores e os outros
sete géneros, com aproximadamente metade da diversidade de espécies, compdem as Attini
inferiores (Holldobler & Wilson, 1990; Leal & Oliveira, 2000; Currie, 2001a). Dentro do
clado das Attini superiores estdo os géneros Atta (15 espécies) e Acromyrmex (24 espécies)
que possuem o mais complexo e eficiente sistema monocultural de fungos conhecido
(Lopez & Orduz, 2003). As formigas destes géneros utilizam especialmente folhas como
substrato para o fungo simbionte, por isso, sdo conhecidas como formigas cortadeiras
(Quinlan & Cherret, 1979; Chapela et al., 1994).

O mutualismo entre as formigas cortadeiras (Atta e Acromyrmex) e seus fungos ¢
uma associacdo natural, baseada nas diferentes capacidades metabolicas complementares
(Diehl-Fleig & Valim-Labres, 1993). As formigas contribuem diretamente com substrato e

distribuicdo de enzimas proteoliticas, via fluidos fecais, nos seus jardins (Mudd &



Bateman, 1979); além de proverem um modo de dispersdo para o fungo (Hinkle et al.,
1994; Mueller et al., 2001; Bot et al., 2002). O fungo cultivado, por outro lado, ¢ a inica
fonte de alimento para as larvas de formigas e o principal item alimentar para as Attini
basais, embora operarias dos taxa mais derivados possam também complementar sua dieta
com seiva vegetal (Barrer & Cherrett, 1972; Carreiro et al., 1997; Leal & Oliveira, 1998;
2000).

O fungo simbionte ¢ considerado um estomago externo das formigas que digere
celulose (Holldobler & Wilson, 1990; Siqueira et al., 1998), ou transforma aleloquimicos
vegetais (Nichols-Orians, 1991; Della Lucia & Aragjo, 1993; Siqueira et al., 1998), o que
torna estes compostos disponiveis as formigas. Essa associacdo aumenta a amplitude
alimentar das formigas (Della Lucia & Aratjo, 1993) e permite, dessa forma, um grau
excepcional de polifagia (Nichols-Orians, 1991; Carreiro et al., 1997), uma vez que, as
formigas passam a explorar um recurso que de outra maneira ndo estaria disponivel (Hinkle
et al., 1994). Estas caracteristicas contribuem significativamente para a abundancia das
formigas cortadeiras em habitats neotropicais (Howard, Cazin & Wiemer, 1988).

Como conseqiiéncia de sua dominancia e polifagia, as formigas cortadeiras sdo
consideradas os maiores herbivoros generalistas dos Neotropicos, onda Atta sozinha
consome de 12-17% da produgdo vegetal em um ecossistema de floresta (Cherret, 1968;
Hubbell, Wiemer & Adjare, 1983; Chapela et al., 1994; Farji-Brener, 2001) ¢ seu impacto
na vegetacdo ¢ maior que os provocados por qualquer outro taxon herbivoro (Holldobler &
Wilson, 1990). Mas, apesar de explorarem uma ampla faixa de espécies vegetais (Forti,
Neto & Pereira-da-Silva, 1983), as formigas cortadeiras apresentam coleta preferencial, que
¢ regulada pela presenca de quimioestimulantes liberados pelo fungo (Mudd & Bateman,

1979; North, Jackson & Howse, 1997), por espécies pioneiras caracteristicas de estagios



sucessionais recentes (Cherret, 1972; Quinlan & Cherret, 1979; Farji-Brener, 2001), o que
pode afetar a regeneracdo e a composi¢ao da floresta (Vasconcelos & Cherret, 1997).
Paralelamente a sua agdo sobre popula¢des e comunidades vegetais, as formigas
cortadeiras exercem um importante papel ao nivel ecossistémico (Coutinho, 1984;
Garretson et al., 1998). Através do enriquecimento do solo, com as lixeiras das col6nias ¢ a
transferéncia de nutrientes para as camadas mais superficiais durante a construcido e
relocagdo dos ninhos estas formigas interferem na ciclagem de nutrientes (Haines, 1975;
Herz et al., 1998). Além disso, seu impacto na criagdo de clareiras (Garrettson et al., 1998)
e na dispersdo de sementes de muitas espécies de plantas (Leal & Oliveira 1998; 2000),
tornam essas formigas espécies chave dos ecossistemas florestais (Della Lucia & Fowler,

1993; Perfecto & Vander Meer, 1993).

Origem do mutualismo: formigas Attini- fungos

A dependéncia de fungos como recurso alimentar dominante evoluiu apenas duas
vezes entre as formigas e envolveu as Attini e as solenopsidine, género Megalomyrmex
(Mueller et al., 2001). Todas as outras associagdes formiga- fungo sdo casuais e ndo tém
fungdes nutricionais (Currie, 2001a).

A origem do comportamento de cultivar fungo das Attini permanece uma fonte de
discuss@o. A distribuicdo exclusivamente Neotropical da tribo, sugere que o cultivo de
fungos tenha surgido uma tnica vez, provavelmente na América do Sul, ha cerca de 40
milhdes de anos (Holldobler & Wilson, 1990), representando uma transi¢ao evolutiva de
um cagador-coletor para um cultivador de fungo (Mueller et al., 2001).

Mueller et al. (2001), avaliaram cuidadosamente algumas hipoteses prevalentes que

tém sido propostas por diferentes autores sobre a origem do habito de cultivar fungos como



fonte de alimento. A primeira delas, sugere que os atineos derivaram de formigas
granivoras que estocavam sementes, passando a se alimentar e cultivar fungos que cresciam
sobre elas. (Von Thering, 1898). Outra hipdtese € a proposta de que o ancestral dos atineos
vivia em troncos podres ¢ gradualmente adquiriu o habito de se alimentar de fungos que
cresciam nas fezes de insetos brocadores (Forel, 1902). Uma pequena variante desta
hipdtese foi proposta por Weber (1956), que acreditava que as formigas passaram a se
alimentar dos fungos que cresciam em suas proprias fezes. Por fim, Garling (1979) sugeriu
que o cultivo de fungo dos atineos surgiu através de repetidos encontros do ancestral com
fungos ectomicorrizicos. Como ainda h&d muitas lacunas, estas hipoteses sdo baseadas
apenas em suposi¢des e nenhuma delas ¢ totalmente aceita.

A identidade especifica dos fungos cultivados pelas formigas Attini tem sido
assunto de algumas controvérsias (Cazin, Wiemer & Howard, 1989), sua taxonomia torna-
se dificultada devido a falta de espécimes adequados, em razao da auséncia de estruturas de
frutificagdo e esporos, sob condigdes naturais (Hinkle et al., 1994; Williams, Jones &
Hartley, 2001), requeridos para diagnosticos taxondomicos (Williams et al., 2001).

Andlises filogenéticas das Attini e de fungos de vida livre, bem como,
caracteristicas bioquimicas e microbioldgicas do micélio do fungo simbionte, indicam que a
maioria dessas formigas cultiva fungos da familia Lepiotaceae (Basidiomycotina,
Agaricales; Williams, et al., 2001). Baseado na fase sexuada, que ocorre apenas em
condi¢des laboratoriais, o nome dado a forma perfeita do fungo cultivado pelas formigas
cortadeiras do género Atta ¢ Leucoagaricus gongylophorus (Fisher et al., 1996; North et
al., 1997; Siqueira et al., 1998). No entanto, devido a incertezas taxondmicas e ao
comportamento das formigas de impedir a formacdo de estruturas de frutificacdo sob

condi¢des naturais, todas as linhagens de fungos associadas as Attini sdo chamadas de



Attamyces bromatificus Kreisel (Hervey, Rogerson & Leong, 1977; Hinkle et al., 1994;
Ortiz & Orduz 2000). O género Attamyces foi descrito com apenas uma unica espécie
Attamyces bromatificus, baseado em caracteristicas do estado vegetativo (Imperfeito)
(Hervey et al., 1977; North et al., 1997), e ¢ classificado como Mycelia sterilia, um grupo
polifilético dos Fungos Anamorficos (Kirk et al., 2001).

Attamyces bromatificus possui especializagdes morfoldgicas ¢ fisiologicas aparentes
para simbioses com formigas (Schultz & Meier, 1995), um grupo de hifas estéreis com
c¢lulas terminais dilatadas, as gongilidias (Hervey et al., 1977), ricas em glicogénio em
uma forma prontamente assimilavel pelas formigas (Holldobler & Wilson, 1990; Williams
et al., 2001). Juntas, as gongilidias formam as “staphylidae” (North et al., 1997) que
constituem a principal caracteristica do fungo simbionte e determinam sua aceitabilidade

pelas formigas (Stevens, 1974).

Cuidados com os jardins de fungo

O sucesso do mutualismo entre as formigas cortadeiras e seus fungos, depende da
sua habilidade em proteger o fungo cultivado do crescimento de microorganismos,
competitivamente superiores, associados com o material vegetativo que as operarias
continuamente adicionam aos jardins. (Weber, 1956; Adams et al., 2000; Currie & Stuart,
2001).

A fim de aumentar a vantagem competitiva do fungo simbionte, as formigas Attini
evoluiram comportamentos especializados associados com a manutencdo dos jardins, tais
como, coleta e processamento de substratos apropriados e remogdo ativa de
microorganismos potencialmente patogénicos aos seus jardins (Ridley, Howse. & Jackson,

1996; Currie & Stuart, 2001). Outros mecanismos de defesa tém sido propostos e



examinados (Adams et al., 2000), incluindo a producdo de antibidticos nas glandulas
metapleurais e mandibulares ¢ a disseminag¢do, nos jardins de fungo, de substincias
promotoras do crescimento e de enzimas derivadas do fungo, que passam nao modificadas
através de seu trato digestivo (Quinlan & Cherret, 1978; Currie & Stuart, 2001; Lopez &
Orduz, 2003). As secregdes das glandulas metapleurais tém ainda a fun¢ao de manter o pH
da cultura de fungo das formigas em torno de 5 (Bot et al., 2002). Tém- se sugerido, que
um pH baixo ¢ favoravel para o crescimento do fungo das formigas, mas prejudicial para
outros fungos, uma vez que, quando os jardins de fungo das formigas sdo abandonados o
pH aumenta para cerca de 7 ou 8, e favorece a disseminagdo de microorganismos
contaminantes (Bot et al., 2002).

As enzimas concentradas no fluido fecal das formigas cortadeiras além de suprimir
o crescimento de muitos microorganismos (Fisher, Stradling & Pegler, 1994; Carreiro et
al., 1997), parecem produzir um rapido crescimento de seu fungo simbionte (Hervey &
Nair, 1979; North et al., 1997). Este material é regularmente aplicado no jardim de fungo e
contém acido alantdéico, amonia ¢ uma mistura de cerca de 21 aminoacidos. Em adigao,
exibe uma relevante atividade proteédsica (Holldobler & Wilson, 1990), e possui enzimas
que degradam a parede celular das plantas, o que facilita a coloniza¢do do substrato pelo
seu fungo, compensando, diretamente, suas deficiéncias metabdlicas (Mudd & Bateman,
1979).

Como um mecanismo de defesa adicional, o fungo das formigas também produzem
antibioticos (Hervey & Nair, 1979). Ha evidéncias de que o fungo cultivado por
Acromyrmex e Atta secreta acido fenilacético, que suprime o crescimento bacteriano, acido
D-3 hidrodecandico, que inibe a germinagcdo de esporos de outros fungos, e acido

indolacético, que estimula seu proprio crescimento micelial (Della Lucia & Aratijo, 1993).



Recentemente foi adicionada a este sistema uma bactéria do género Streptomyces,
que ¢ encontrada vivendo na cuticula de todas as espécies de Attini (Hervey & Nair, 1979;
Currie et al., 1999a;b; D’Ettore et al., 2002). Varias evidéncias indicam que este novo
simbionte bacteriano é um terceiro mutualista na simbiose entre as formigas e o fungo
simbionte (Currie et al., 1999a;b). Esta bactéria é transmitida verticalmente, o que consiste
na transferéncia, pela rainha fundadora, de pellets fungicos da colonia parental para a
colonia incipiente (Currie et al., 1999b). Além de promover o crescimento micelial do
fungo das formigas, Streptomyces produz antibidticos altamente potentes que inibem
seletivamente o crescimento de microfungos patogénicos do género Escovopsis (Currie et

al., 1999b, Wirth et al., 2003).

Infeccdo dos jardins de fungo das formigas cortadeiras

Apesar de todas as linhas de defesa exibidas pelas formigas cortadeiras e pelo seu
fungo simbionte, hd um parasita muito difundido e habil a estabelecer infecgdo e se
espalhar nos jardins de fungo das formigas (Currie & Stuart, 2001), o género especializado
e virulento Escovopsis (Ascomycota: Hipocreales Anamorfico; Currie et al., 1999b; Wirth
et al., 2003). As espécies deste género nao sdo isoladas em nenhum outro habitat, ¢ vém
sendo freqiientemente encontradas em colonias de formigas Attini (Farji-Brener & Illes,
2000). Através de um estudo de escavagdes de ninhos e dissecacdo de pellets fungicos de
rainhas fundadoras, verificou-se que ele ¢ horizontalmente transmitido, ou seja, sua
transmissdo se d4 de um ninho para outro através da atividade das operarias, e nunca
através dos pellets fingicos carregados pelas rainhas fundadoras (Wirth et al., 2003).

Escovopsis ¢ capaz de rapidamente sobrepor o cultivar do fungo das formigas,

reduzindo significativamente o padrdo de crescimento da colonia em termos de massa de



jardim e numero de operarias (Currie & Stuart, 2001), podendo devastar os jardins
rapidamente (Currie et al 1999a; Currie, 2001b; Wirth et al., 2003). Mesmo na presenca de
formigas ele persiste, uma vez que, suas hifas, consistindo de uma adaptagdo especifica,
ndo sao afetadas pelos compostos produzidos pelas glandulas metapleurais (Bot et al.,
2002).

O género Trichoderma, comumente encontrado em muitos tipos de solo,
especialmente aqueles com alto contetido organico (Lopez & Orduz, 2003), também tem
sido considerado candidato para o controle das formigas cortadeiras devido sua atividade
antagonistica contra o fungo simbionte (Lopez & Orduz, 2003). A atividade antagonistica
das espécies de Trichoderma tem sido associada com a produgdo de enzimas liticas, tais
como quitinases, proteases e lipases (Lopez & Orduz, 2003), o que causa deficiéncia
alimentar das formigas pela destruicdo do fungo simbionte (Lopez & Orduz, 2003). Dessa
forma, Trichoderma spp. sdo consideradas parasitas necrotroficos agressivos, que
rapidamente crescem e se sobrepdem ao fungo cultivado pelas formigas cortadeiras (Currie
& Stuart, 2001).

Ha evidéncias de que os fungos parasitas podem penetrar nos ninhos das formigas
cortadeiras através do corpo de insetos fungivoros pastadores, uma vez que € conhecida a
presenca de microorganismos no corpo de insetos de solo (Diehl-Fleig & Valim-Labres,
1993) e as formigas parecem ndo exibir defesas contra o ataque destes (Quinlan & Cherret,
1978). Outra hipotese ¢ a de que os fungos penetram nos jardins das formigas como
epifiticos e endofiticos do material vegetal coletado (Lopez & Orduz, 2003; Fisher et al.,
1996). Sugere-se também, que fungos, freqiientemente adquiridos pelas formigas durante
suas atividades de forrageamento, t€ém potencial para serem grandemente dispersos dentro

dos jardins (Fisher et al., 1996; Carreiro et al, 1997; Lopez & Orduz, 2003).
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ABSTRACT

In this study we isolated and identified the filamentous fungi from gardens of leaf-
cutting ants at a fragment of Atlantic Forest in Pernambuco Endemism Center, Brasil and
we compared the parasitim taxa of colonies located in control area and fragment. Basead on
the premiss that the fragmentation process the higher trophic levels are lost before than
lower, we predict that colonies located in fragments presented lesser taxa of parasitism than
colonies at control areas. However, our results don’t support this hipothesis, there were no
significant difference on the infection frequency between the habitats. Our results showed
that the two habitats have similar conservation status. If this is true, we can conclude that
the largest Atlantic Forest area of Pernambuco Endemism Center is very altered for the

stablisment of specialized fungus parasites.



RESUMO

Nesse estudo nos isolamos e identificamos os fungos filamentosos encontrados nos
jardins das formigas cortadeiras em um trecho de floresta Atlantica do Centro de
Endemismo Pernambuco, Brasil e comparamos a taxa de parasitismo dos jardins de
coldnias localizadas em area controle e em fragmento. Baseados na premissa de que com o
processo de fragmentagao niveis tréficos mais altos sdo perdidos antes dos mais basais, nos
predizemos que jardins de colonias localizados em fragmentos apresentariam menores taxas
de parasitismo que coldnias de area controle. Entretanto, nossos resultados ndo suportaram
essa hipdtese, nao havendo diferenca significativa na freqiiéncia de infecg¢ao entre os dois
habitats. Nossos resultados indicam que os dois habitats apresentam status de conservagao
similares. Se isso for verdade, pode-se concluir que a maior area de floresta Atlantica do
Centro de Endemismo Pernambuco ja ¢ bastante alterada para o estabelecimento de fungos

parasitas especializados.



INTRODUCAO

A taxa de desmatamento de florestas tropicais excede 15 milhdes de hectares por ano,
resultando em uma paisagem fragmentada (Whitmore, 1997). As conseqii€éncias primarias
dessa fragmentacao sdo a redugdo e o isolamento de habitats, € o aumento da razio borda/
interior de floresta, o que resulta em uma variedade de modificagdes fisicas e bioldgicas
nos remanescentes conhecidas como efeito de borda (Saunders, Hobbs & Margules, 1991).

A criagdo de uma borda altera fatores abidticos como aumento na incidéncia de luz,
temperatura e turbuléncia, ¢ diminui¢do na umidade relativa (Murcia, 1995; Turner, 1996).
Como conseqiiéncia, ha um aumento na mortalidade de espécies tolerantes a sombra e no
recrutamento de espécies pioneiras (Laurance et al., 1998a), de lianas e trepadeiras
(Laurance et al., 1998b). Essas modificagdes na composigao de espécies alteram os
processos ecologicos e a estrutura da floresta (Murcia, 1995; Zuidema, Sayer & Dijkman,
1996).

Consideradas o maior herbivoro generalista dos Neotrdpicos, as formigas
cortadeiras (géneros Atta e Acromyrmex, Formicidae, Myrmicinae, Attini) possuem centro
de origem e diversidade no Brasil (Weber, 1972; Holldobler & Wilson, 1990) Estao
distribuidas nos mais diversificados ecossistemas, com uma faixa de dispersao entre 33°N e
44°S e uma distribui¢do vertical que varia entre 0 e 2.500m de altitude (Diehl-Fleig, 1997).

Apesar de explorarem uma ampla faixa de espécies vegetais (Forti, Neto & Pereira-
da-Silva, 1983), as formigas cortadeiras apresentam coleta preferencial, sendo mais comuns
em florestas de estagios sucessionais recentes, dominadas por espécies pioneiras, as quais
correspondem a maior parte da sua dieta, provavelmente pelo seu baixo nivel de defesas
quimicas e alto conteudo nutricional (Cherret, 1972; Quinlan & Cherret, 1979; Farji-

Brener, 2001). Conseqlientemente, a disponibilidade de plantas pioneiras parece ser



um dos principais fatores que determinam a densidade de colonias dessas formigas em
florestas tropicais (Farji-Brener, 2001).

A vegetacdo coletada pelas sativas ndo ¢ diretamente utilizada por elas. Toda tribo
Attini mantém um mutualismo obrigatorio com fungos (Basidiomycotina, Agaricales) que
sdo cultivados dentro de seus ninhos com substrato vegetal (Quinlan & Cherret, 1979;
Chapela et al., 1994). O fungo ¢ o alimento exclusivo das larvas e o principal dos adultos,
uma vez que as operarias podem utilizar seiva exsudada das plantas durante o corte (Barrer
& Cherrett, 1972).

O mutualismo entre as formigas e seus fungos ¢ uma associac¢ao natural, baseada
nas diferentes capacidades metabdlicas complementares (Diehl-Fleig & Valim-Labres,
1993). Essa associagdo permite as formigas explorar um recurso que de outra maneira
estaria indisponivel (Hinkle et al., 1994), uma vez que os fungos sdo capazes de
metabolizar os compostos secundarios das plantas (Nichols-Orians, 1991; Siqueira et al.,
1998). Por outro lado, os fungos beneficiam-se com substrato e defesa antimicrobiana
fornecidos pelas formigas (North, Jackson & Howse, 1997), sendo, entdo, mantidos em um
meio livre da competi¢do com outros microorganismos pela constante aplicacao de
substancias bactericidas, bacteriostaticas e fungistaticas que sdo secretadas pelas glandulas
metapleurais e mandibulares das formigas (Diehl-Fleig & Valim-Labres, 1993; Sales,
1998).

Entretanto, novos estudos tém identificado que os jardins de fungo das formigas
cortadeiras sdo hospedeiros de patdogenos potencialmente virulentos, fungos filamentosos
dos géneros Escovopsis e Trichoderma (Ascomycota: Hipocreales Anamorfico; Currie et
al., 1999b; Wirth et al., 2003), que podem persistir dentro dos jardins de fungo das

formigas por um grande periodo de tempo e sob algumas condi¢des podem proliferar



dentro da colonia infectada levando-a a morte (Currie et al., 1999a;b; Currie, 2001a). Logo,
esta claro que Escovopsis e Trichoderma tém um impacto na sobrevivéncia das formigas
cortadeiras (Currie, 2001b), o que constitui um fator de regula¢ao populacional do tipo
"top-down", onde as populagdes de um nivel trofico sdo reguladas pelo nivel tréfico
superior (Begon, Harper & Townsend, 1996).

Durante processos de fragmentagdo, os niveis tréficos superiores sao perdidos antes
que os inferiores, como um resultado do isolamento e das restri¢des de coloniza¢do, uma
vez que suas populagdes dependem do estabelecimento prévio e bem sucedido das
populagdes de presas (Kruess & Tscharntke, 1994; 2000). Assim, acreditamos que as
formigas cortadeiras sofrem um controle "top-down" mais fraco em fragmentos que em
floresta continua. Desta forma, ¢ razodvel supor que as taxas de parasitismo dos jardins de
fungo das formigas sdo menores em fragmentos, resultando em uma taxa mais alta de
fundacao de coldnias e/ou sobrevivéncia nestes habitats.

Sendo assim, os objetivos deste trabalho foram: (1) isolar e identificar os fungos
encontrados nos jardins da formiga cortadeira Atta laevigata Smith, em fragmentos de
diferentes tamanhos; (2) verificar e comparar a freqiiéncia de infec¢@o dos jardins das
formigas pelos fungos parasitas Escovopsis e Thichoderma nos fragmentos estudados; e (3)
verificar se outras espécies de fungos encontradas nos jardins das formigas apresentam

papel inibidor sobre o crescimento do fungo simbionte das formigas cortadeiras.

MATERIAL E METODOS
Area de estudo
O trabalho foi realizado na regido do Engenho Coimbra, municipio de Ibateguara, zona

da mata Norte do Estado de Alagoas (8° 30°S, 35° 50°W; Figura 1). O clima do municipio ¢



tropical quente e imido com temperatura variando entre 16° e 40°C e média anual de 26°C
(sensu IBGE 1985). A precipitagdo média anual ¢ de aproximadamente 1700mm, com os
meses mais chuvosos entre maio e julho e os mais secos entre novembro e janeiro (IBGE,
1985). Os solos mais comuns da regido sdo cambissolos eutroficos e planossolos solddicos
(IBGE, 1985). A vegetagado pode ser classificada como Floresta Ombrofila Aberta Baixo-
Montana (250-600m de altitude), caracterizada por arvores emergentes com até 35m de
altura (Leguminosae, Lecythidaceae, Sapotaceae, Bombacaceae) e dossel aberto (25-30m)

com presenga de muitas palmeiras (Veloso et al., 1991).

Métodos
Selecéo dos Fragmentos e das col6nias de A. laevigata

Foram selecionados como area de estudo o maior fragmento de floresta Atlantica ao
Norte do Rio Sao Francisco, com area estimada em cerca de 3.000 hectares (IBGE, 1985),
considerado neste estudo como area controle, € um pequeno fragmento com
aproximadamente 10% de sua area, ambos localizados na regido do Engenho Coimbra
(Figura 1). Os dados foram coletados para dez colonias adultas de A. laevigata em cada

fragmento, totalizando 20 coldnias.

Coleta e amostragem dos jardins de fungo de Atta laevigata

A fim de amostrar os fungos presentes nos jardins das formigas, os ninhos das
colonias selecionadas foram escavados entre novembro de 2002 e fevereiro de 2003. Os
ninhos foram abertos até¢ a primeira camara de fungo, tdo cuidadosamente quanto possivel

para garantir a minima perturbacao as formigas. Pedagos do jardim de fungo das formigas



cortadeiras (+ 20mm?®) foram coletados, com auxilio de pinga e acondicionados em
recipientes esterilizados. O tamanho de cada ninho, ¢ a profundidade da primeira camara de
fungos encontrada foram medidos, com auxilio de fita métrica, para cada colonia.

Em ambiente asséptico, amostras menores dos jardins (cerca de 3mm?*/jardim;
Currie, 2001b) foram transferidas para placas de Petri, previamente esterilizadas, (trés
amostras por ninho), com auxilio de pinga entomoldgica, logo no primeiro dia de coleta
para melhores resultados no cultivo (Stevens, 1974). Posteriormente, o meio de cultura
BDA (batata- dextrose- agar), adicionado de cloranfenicol 50mg/l1, fundido e esfriado a
45°C foi vertido nas placas sobre os pedagos dos jardins. O BDA foi selecionado, por ser o
meio mais adequado para o cultivo uniforme dos fungos presentes nas colonias de formigas
cortadeiras (Hervey, Rogerson & Leong, 1977; Nichols-Orians, 1991).

Este material foi guardado cuidadosamente a temperatura ambiente (Seifert, Samson
& Chapela, 1995) por cerca de trés dias em campo. Apods esse periodo, o material foi
levado para o Laboratorio da Coleg@o de Culturas- Micoteca URM, do Departamento de
Micologia, da Universidade Federal de Pernambuco para purificagdo e identificagdo das

espécies de fungos.

Isolamento e a identificacdo de espécies dos fungos encontradas nos jardins

No laboratorio, cada colonia de fungo diferente, que cresceu a partir do material
isolado dos jardins das formigas, foi purificada pelo método da estria em placa de Petri e,
posteriormente, fragmentos destas colonias foram transferidos separadamente para o meio
BDA + Cloranfenicol (50mg/1), contido em tubos de ensaio, até obter crescimento
suficiente para serem identificados. Para identificacdo, foram observadas caracteristicas

macroscopicas (coloragdo, aspecto e diametro das coldnias) e microscopicas



(microestruturas) utilizando-se os meios de cultura dgar Czapek, BDA e agar extrato de
malte (Lacaz, Porto, & Martins, 1991), seguindo Rifai, 1969; Booth, 1971; Ellis, 1971;
Samson, 1974; Schipper, 1978; Baijal & Mehrotra, 1980; Pitt, 1988; Bissett, 1991;
Domsch, Gams & Anderson, 1993; Hesseltine & Fennel, 1995. A identifica¢do do fungo
simbionte, baseou-se nos critérios propostos por Cazin, Wiemer & Howard (1989), tais
como, falta de producao de esporos e presenca de gongilidias quando examinado ao
microscopio. Os espécimes identificados foram depositados na Colegao de Culturas-

Micoteca URM/ UFPE.

Taxa de parasitismo dos jardins de fungo

Para testar a hipdtese de que as taxas de parasitismo dos jardins das formigas
cortadeiras pelos fungos Escovopsis e Trichoderma sdo maiores na area controle que no
fragmento, para cada colonia de formiga selecionada, foram feitas trés culturas em BDA,
adicionado de cloranfenicol 50mg/l, contidos em placas de Petri, totalizando 30 amostras
para cada ambiente. Estas culturas foram incubadas a temperatura ambiente por cerca de

duas semanas para verificagdo da ocorréncia dos parasitas.

Experimento de competicao

A fim de determinar a habilidade inibitoria dos fungos encontrados nos jardins das
formigas cortadeiras sobre fungo simbionte de A laevigata, foram conduzidos experimentos
de competicdo. Para realizagdo desses experimentos, foram escolhidas cinco espécies de
Trichoderma, por serem comumente citadas como antagonistas do fungo simbionte das
formigas (Lopez & Orduz, 2003). Além dos Trichoderma, foram sorteadas aleatoriamente

outras dez espécies encontradas nos jardins das formigas.



O experimento de competi¢ao foi conduzido totalmente no escuro, a temperatura
ambiente e em meio de cultura BDA (adicionado de cloranfenicol 50mg/1). Discos da
cultura do fungo simbionte, com aproximadamente sete dias de crescimento e 0,2 cm” de
diametro foram inoculados em uma das bordas da placa de Petri, e apds o micélio deste
atingir 1,5 cm de comprimento, colocou-se um outro indculo, agora do fungo a ser testado
(0,2 cm®), na outra extremidade da placa (Ortiz & Orduz, 2000). As placas foram incubadas
até o micélio de ambos os fungos se encontrarem, o tempo variou de acordo com a espécie
de fungo testada. Paralelamente ao crescimento combinado, os fungos foram colocados
para crescer isoladamente, como controle. Foram feitas cinco réplicas para cada trio: fungo
simbionte, fungo competidor e fungo simbionte + fungo competidor.

A sensibilidade do fungo simbionte em relagdo ao fungo competidor foi medida em
termos de inibi¢ao do crescimento (Madeira et al., 1993). Para tal, foi determinado o
crescimento do fungo simbionte isolado e na presenca do fungo competidor. A diferenga no

crescimento isolado e com competidor foi a medida de inibigao.

Analise Estatistica

Além da riqueza e abundancia, foi calculado o indice de diversidade de Shannon-
Wiener para cada area, utilizando o Software de Krebs (1989). A similaridade de fungos
entre os ambientes foi calculada através do indice de Morisita (cf. Software de Krebs,
1989).

Para testar se a riqueza e a abundancia de fungos encontrados nos jardins das
formigas sdo relacionadas com o tamanho dos ninhos e com a profundidade da primeira
camara de fungos, foi utilizado o coeficiente de correlacdo de Spearman (Zar, 1999). Para

comparar a taxa de parasitismo dos jardins de fungo das formigas por Escovopsis e



Trichoderma, em area controle e fragmento foi utilizado o teste do Qui-quadrado (Zar,
1999). E para verificar se as espécies encontradas nos jardins sdo capazes de inibir o
crescimento do fungo simbionte foi utilizado o teste t ou Mann-Whitney (Zar, 1999). A

normalidade foi testada com Kolmogorov-Smirnov (Lilliefors; Zar, 1999).

RESULTADOS
Espécies de fungos associados aos jardins das formigas cortadeiras

Dos 57 isolados de fungos coletados nos jardins das formigas cortadeiras, foram
identificadas 55 espécies pertencentes a 18 géneros (Tabela 1). De acordo com a
classifica¢ao dos fungos, segundo Kirk, et al.(2001), a maioria destes géneros (11) esta
incluida nos Fungos Anamorficos: Acremonium, Cladosporium, Colletotrichum, Fusarium,
Gliocladium, Nigrospora, Paecilomyces, Penicillium, Pestalotiopsis, Phomopsis,
Trichoderma e o grupo Mycelia sterilia; quatro estdo nos Zygomycota: Circinella,
Cunninghamella, Gongronella e Mucor; e apenas dois nos Ascomycota: Pseudalescheria e
Talaromyces. A abundancia destas espécies foi discretamente maior em fragmento (79
isolados) que em érea controle (72 isolados; Tabela 1). O fungo das formigas foi
identificado, com base em caracteres vegetativos, como Attamyces bromatificus Kreisel.

Com base no indice de Shannon-Wiener, os dois habitats apresentaram alta
diversidade de fungos associados aos jardins das formigas cortadeiras (area controle: H’=
4,677 bits; fragmento: H’= 4,675 bits). Entretanto, existem diferengas nas espécies
identificadas associadas aos diferentes habitats. Vinte e duas espécies foram exclusivas da
area controle e 23 de fragmento (Tabela 1). Cinco géneros ocorreram apenas na area
controle: Cunninghamella, Mucor, Pestalotiopsis, Pseudalescheria ¢ Talaromyces; ¢ trés

em fragmento: Gliocladium, Gongronella e Nigrospora. Apenas 12 espécies foram



encontradas em ambos os ambientes (Tabela 1). Esses resultados refletem no indice de
Similaridade Morisita Horn’s, que indica um valor de cerca de 50% de similaridade entre

os habitats.

Riqueza e abundancia de fungos vs. tamanho dos ninhos e profundidade da primeira
camara de fungo

O tamanho dos ninhos escavados variou de 19m?a 304m”. A profundidade da
primeira camara onde o fungo das formigas foi coletado variou de 20cm a 120cm. A
abundancia e a riqueza de fungos associados aos jardins foram inversamente proporcionais
ao tamanho dos ninhos e a profundidade das camaras dos jardins (Figura 2). No entanto, s6
houve uma correlagdo significativa quando a riqueza e a abundancia foram relacionadas
com a profundidade das camaras de fungo (rs=-0,4311, p=0,057; rs=-0,4706, p=0,036,

respectivamente).

Taxa de parasitismo dos jardins das formigas cortadeiras

Dos dois géneros de fungos parasitas, Escovopsis e Trichoderma, ja registrados, nos
ninhos das formigas cortadeiras apenas Trichoderma foi observado neste estudo. Verificou-
se um percentual de 60% de parasitismo dos jardins de fungo das formigas, por seis
espécies de Trichoderma (T. aureoviride, T. harzianum, T. koningii, T. longibrachiatum, T.
pseudokoningii, Trichoderma sp.1) para as amostras de fragmento, contra 66,6% para area
controle (Figura, 3), ndo havendo diferenga significativa entre estes valores (X*=0,287,

gl=1,p=0,5921).



Experimentos de competicéo

Dos 57 isolados de fungos encontrados nos jardins das formigas cortadeiras, a
habilidade inibitdria contra os fungos de A. laevigata foi testada para 15 espécies (Figura
4). Destas espécies, dez apresentaram habilidade inibitéria significativa: Circinella muscae
(Figura 4A; U =2, p= 0,028, n = 5), Nigrospora sphaerica (Figura 4B; t=-11,832,p =
0,001, n = 5), Paecilomyces roseo-purpureum (Figura 4C; t = 10,620, p = 0,001, n = 5),
Pestalotiopsis maculans (Figura 4D; U =1, p=0,016, n = 5), Talaromyces wortmannii
(Figura 4E; U= 0, p= 0,009, n = 5), ¢ todas as espécies do género Trichoderma testadas: T.
aureoviride (Figura 4F; t =-6,402, p= 0,001, n = 5), T. harzianum (Figura 4G; t = -2,145, p
=0,05,n=15), T. koningii (Figura 4H; t = 3,342, p= 0,01, n = 5), T. longibrachiatum
(Figura 41; t = 3,540, p = 0,007, n = 5), T. pseudokoningii (Figura 4J; t =-20,615, p= 0,01,
n=15). Todas as espécies de Trichoderma cresceram sobre o micélio do fungo simbionte
apds uma semana do encontro. Nao houve reduc¢ao significativa no padrao de crescimento
do fungo simbionte quando em presenca de: Colletotrichum gloeosporioides (Figura 4K; t
=1,026, p=0,78, n =5), Fusarium decemcellulare (Figura 4L; t = -0,285, p = 0,78, n =5),
Fusarium solani (Figura 4M; t = 1,258, p = 1, n = 5), Gliocladium virens (Figura 4N; t =

1,902, p = 0,093, n = 5), Gongronella butleri (Figura 40; t = 0,598, p = 0,598, n = 5).

DISCUSSAO

Nesse estudo nods investigamos a taxa de parasitismo dos jardins de fungo das
formigas cortadeiras, baseados na premissa de que com o processo de fragmentagdo niveis
troficos mais altos sdo perdidos antes que os mais basais (Kruess & Tscharntke, 1994; Rao,
Terborgh & Nuiez., 2001). Nés predizemos que jardins de colonias localizados em

fragmentos apresentariam menores taxas de parasitismo que coldnias de area controle.



Entretanto, nossos resultados nao suportam essa hipotese, nao havendo diferenga
significativa entre a taxa de parasitismo dos jardins das formigas cortadeiras localizadas na
area controle e no fragmento, o que talvez indique status de conservacao similares entre
estes dois ambientes.

O parasita generalista Trichoderma foi encontrado amplamente distribuido em
colonias de formigas cortadeiras localizadas na area controle e no fragmento. Por outro
lado, e embora Bot et al. (2002) tenham isolado Escovopsis diretamente do jardim da
propria cultura das formigas, e Currie et al., 1999b relate que Escovopsis ¢ o fungo mais
freqlientemente encontrado em colonias de formigas cortadeiras, ndo foi possivel isolar
Escovopsis em nenhuma das colonias amostradas. O método mais indicado para o
isolamento deste parasita especializado ¢ através da andlise do material encontrado nas
camaras de lixo das formigas (Currie et al., 1999a). Entretanto, Nagamoto et al., (2003)
também encontraram dificuldades para isolar o Escovopsis, tanto a partir do jardim de
fungos quanto das camaras de lixo.

A auséncia de Escovopsis pode ser justificada por Currie (2001b), que relata uma
maior facilidade de isolamento de Escovopsis em colonias de Acromyrmex que de Atta.
Outra provavel explicagdo € que, ao contrario de Trichoderma, que tem sua presenga nos
ninhos relacionada ao declinio da saude do jardim (Williams et al., 2001), uma vez que as
formigas sdo hdbeis em suprimir patdégenos generalistas (Currie & Stuart, 2001), as hifas do
Escovopsis nao sdo afetadas pelos compostos das glandulas metapleurais. As formigas
mantém, entdo, um mecanismo mais efetivo de defesa contra este fungo parasita na forma
do Actinomycete Streptomyces (Bot et al., 2002). Esta bactéria ndo tem efeito inibitorio
detectavel no crescimento de fungos saprotrdoficos generalistas e fungos

entomopatogénicos. Seu efeito ¢ especifico sobre Escovopsis, suprimindo completamente a



germinagdo de seus esporos (Currie & Stuart, 2001). Em um estudo de competigdo entre o
Actinomycete e linhagens fangicas, Currie et al. (1999b) puderam verificar que apenas o
parasita especialista Escovopsis foi inibido, sendo as outras linhagens testadas (Beauveria
bassiana, Metarhizium anisopliae, Aspergillus sp., Fusarium sp., Mucor sp., Penicillium
sp. e Trichoderma sp.) ndo afetadas.

Escovopsis ¢ um parasita estritamente especializado, encontrado apenas nos jardins
de fungo das formigas cortadeiras (Currie & Stuart, 2001; Wirth et al., 2003). Trichoderma,
por outro lado, ¢ amplamente difundido na comunidade microbiana dos solos (Ortiz &
Orduz, 2000) especialmente aqueles com alto conteudo organico, como € o caso dos ninhos
das formigas, podendo ser achado na rizosfera, na madeira e em material vegetal em
decomposic¢do, possuindo entdo habitos saprofiticos (Lopez & Orduz 2003). Assim
Escovopsis poderia ser mais suscetivel aos efeitos de fragmentagdo que Trichoderma. No
entanto, nem coldnias de fragmento, nem colonias de area controle foram infectadas com
Escovopsis. Duas razoes para tal resultado podem ser apontadas. Primeiro, o método nao
foi adequado para o isolamento do Escovopsis. E segundo a nossa area controle apresenta
status de perturbacdo semelhante ao fragmento. A primeira possibilidade pode ser rejeitada,
uma vez que Nagamoto et al., (2003) também encontrou dificuldades para isolar o
Escovopsis, tanto a partir do jardim de fungos quanto das camaras de lixo. Sendo assim, a
segunda possibilidade, que a area controle e o fragmento estudados apresentam
semelhancgas no seu grau de perturbagdo e nas condigdes do estabelecimento do Escovopsis,
¢ a mais provavel. Se isso for verdade mesmo, a maior area de floresta Atlantica do Centro
de Endemismo Pernambuco ja ¢ bastante alterada para o estabelecimento do fungo parasita

Escovopsis.



Apesar de todas as linhas de defesa exibidas pelas formigas Attini e pelo seu fungo
simbionte, nds registramos exuberante microflora associada aos jardins das colonias
escavadas. Exceto para o fungo simbionte, pouca atengao tem sido dada a outros
microorganismos associados com os jardins das formigas cortadeiras (Carreiro et al., 1997),
e referéncias de microorganismos proximos a estes jardins sdo raras (Cazin et al., 1989;
Della Lucia & Aratjo, 1993; Dichl-Fleig & Valim-Labres, 1993; Fisher et al., 1996; Bot et
al., 2002). Entretanto, alguns autores ja relacionaram as dificuldades de isolamento do
fungo simbionte (Cazin et al., 1989), bem como a supressao do crescimento (Williams et
al. 2001) e a degeneragdo do jardim (Quinlan & Cherret, 1978) a presenca de bactérias e
fungos contaminantes encontrados na superficie deste.

Apesar da grande riqueza de fungos apresentada neste trabalho, poucos foram os
géneros previamente referidos por outros autores. O género Gliocladium foi encontrado por
Bot et al. (2002) germinando em jardins de formigas cortadeiras. Penicillium foi isolado
como fungo saprofitico (Cazin et al., 1989), e associado interna e externamente ao corpo
das formigas (Diehl-Fleig & Valim-Labres, 1993). Mucor e Aspergillus também foram
isolados a partir do corpo dessas formigas (Diehl-Fleig & Valim-Labres, 1993), sendo este
ultimo, embora ndo encontrado neste estudo, freqiientemente isolado de solos e de ninhos
de Atta e Acromyrmex com excessiva umidade (Della Lucia & Araujo, 1993; Bot et al.,
2002). Isolando o material, dos jardins das formigas cortadeiras, Fisher et al. (1996)
registraram 17 taxa de fungos filamentosos, sendo duas espécies também encontrados neste
estudo, Fusarium solani e Trichoderma longibrachiatum. Phomopsis e Cladosporium, este
ultimo ja isolado como saprofitico por Cazin et al. (1989), também foram isolados por
Fisher et al. (1996) como endofiticos ¢ epifiticos. A presenca desses microorganismos nos

jardins das formigas leva a acreditar que as secre¢des mandibulares e metapleurais das



formigas nao possuem acdo fungicida, mas apenas fungistatica (Diehl-Fleig & Valim-
Labres, 1993; Sales, 1998).

A abundancia e a riqueza de fungos associados aos jardins foram inversamente
proporcionais ao tamanho dos ninhos e a profundidade das cadmaras de fungo, ou seja,
aumentando-se o tamanho dos ninhos e a profundidade das cAmaras, diminui-se o numero
de espécies e isolados de fungo. Em relacdo ao tamanho dos ninhos, sugere-se que este
parametro indique a idade da colonia (Holldobler & Wilson, 1990). Colonias mais velhas
devem ser mais estaveis e, portanto, mais protegidas contra microorganismos invasores que
aqueles de menor tamanho. Quanto a profundidade das camaras, o que se pode supor é que
devido a alta incidéncia de microrganismos na superficie do solo (Cardoso et al,. 1992), é
bem provavel que as camaras de fungo mais superficiais sejam mais freqlientemente
contaminadas.

Em ambientes naturais os microorganismos raramente crescem em total isolamento
de outros e seu sucesso particular pode ser influenciado pelas atividades metabdlicas de
outros organismos (Madeira et al., 1993). Algumas substancias produzidas por fungos
podem inibir o crescimento de outros microorganismos, exercendo agdes antagonisticas e
interferindo no seu crescimento (Diehl-Fleig & Valim-Labres, 1993; Madeira et al., 1993).
Contudo, hé evidéncias experimentais de que o fungo simbionte das formigas cortadeiras,
Attamyces bromatificus, ndo apresenta sinais de antagonismo contra outros fungos, o que
sugere que este Basidiomycete tem uma baixa capacidade para inibir o crescimento de
outros fungos, sendo dependente da agricultura das formigas para suprimir seu
desenvolvimento (Fisher et al., 1996).

Os testes de competicao conduzidos com espécies de Trichoderma (T. aureoviride,

T. harzianum, T. koningii, T. longibrachiatum, T. pseudokoningii) mostraram que as



espécies deste género inibiram o crescimento micelial do fungo das formigas. Apds uma
semana do encontro entre os micélios, as culturas de Trichoderma se sobrepuseram ao
cultivar das formigas, colonizando sua cultura e esporulando sobre ela. Esses resultados sdo
semelhantes aos de Ortiz & Orduz (2000), que também conduziram experimentos in vitro
com este género.

Nossos testes de competicdo com as espécies: Circinella muscae, Nigrospora
sphaerica, Paecilomyces roseo-purpureum, Pestalotiopsis maculans e Talaromyces
wortmannii também indicaram inibi¢do do fungo simbionte. Outros experimentos de
competicdo mostram que fungos saprofiticos dos géneros Aspergillus, Mortierella,
Penicillium, Trichothecium, Schizophyllum (Quinlan & Cherret, 1978) e Metarhizium
anisopliae também inibem o crescimento do fungo simbionte (Lopez & Orduz, 2003).

Os nossos resultados da competi¢do com Gliocladium também foram suportados
por Ortiz & Orduz (2000). Gliocladium nao causou nenhum efeito inibitorio no
crescimento micelial do fungo simbionte, havendo apenas o contato direto entre seus
micélios. Resultados semelhantes foram encontrados com outras espécies testadas como:
Colletotrichum gloeosporioides, Fusarium decemcellulare, Fusarium solani ¢ Gongronella
butleri.

A insensibilidade e o rapido crescimento de alguns fungos em relagdo ao fungo
simbionte pode ser explicada pela maneira como eles crescem, apresentando hifas muito
longas e de rapido crescimento, que nao sdo dependentes de sinais nutricionais do meio
para crescimento (Ortiz & Orduz, 2000; Bot et al., 2002). Dados dos experimentos de
competi¢do In vitro indicam que o fungo simbionte ndo coloniza ou inibe amostras de
Trichoderma spp., devido, talvez, ao seu lento crescimento (Cazin et al., 1989; Bot et al.,

2002) e/ou sua pouca habilidade em reconhecer outros microorganismos (Ortiz & Orduz,



2000). Essas caracteristicas associadas ao fato do microclima dos ninhos das formigas
cortadeiras oferecerem condigdes ideais para o desenvolvimento de muitos
microorganismos, especialmente fungos (Diehl-Fleig & Valim-Labres, 1993), podem,
talvez, explicar a elevada riqueza de fungos filamentos encontrados neste estudo.
Trichoderma, como proposto por alguns autores (Currie & Stuart, 2001; Bot et al.,
2002; Lopez & Orduz, 2003) é um forte candidato para o controle das formigas cortadeiras
devido sua habilidade de colonizacdo e competi¢ao por nutrientes (Ortiz & Orduz, 2000).
Por ser um parasita generalista (Dal Bello et al., 1997; Ortiz & Orduz, 2000), parece nao
ser tao afetado quanto o parasita especializado Escovopsis, pelos processos de perturbacdo
ambiental. Quanto a ESCOvOpsIS, a sua auséncia tanto na area controle quanto no fragmento
podem sugerir altos niveis de perturbagdo em ambos habitats. A investigacao dessa questao
sera continuada com isolamentos de fungos em coldnias localizadas em outros fragmentos
para verificar se esse padrao se repete. Entretanto, os resultados deste estudo contribuem
com importantes informagdes sobre a biota associada aos jardins das formigas cortadeiras e

possiveis inimigos naturais desses importantes herbivoros.
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Tabela 1. Espécies e abundancias de fungos filamentosos, (Kirk et al., 2001), coletados na

area controle e no fragmento de mata Atlantica no municipio de Ibateguara, Alagoas.

Espécies Area controle Fragmento

FUNGOS ANAMORFICOS

Acremonium roseolum (G. Smith) W. Gams 1
Acremonium sp. 1 Link ex Fr. 1

Cladosporium cladosporioides (Fres.) de Vries 1

Cladosporium tenuissimum Cooke 1
Colletotrichum gloeosporiodes Penzig 2 2
Fusarium decemcellulare Brick 1

Fusarium oxysporum Schlecht 1

Fusarium solani (Mart.) Sacc. 5
Gliocladium virens Miller, Giddens & Foster 1
Myecelia sterilia 5 1
Nigrospora sphaerica (Sacc.) Mason 1
Paecilomyces carneus (Duché et Heim) 1
Paecilomyces lilacinus (Thom) Samson 1 2
Paecilomyces roseo-purpureum Dierckx 1
Paecilomyces varioti Bainier 1
Penicillium canescens Sopp 1
Penicillium citreonigrum Dierckx 2
Penicillium commune Thom 6 4



Penicillium corylophilum Dierckx
Penicillium crustosum Thom
Penicillium fellutanum Biourge
Penicillium glabrum (Wehmer) Westling
Penicillium griseofulvum Dierckx
Penicillium implicatum Biourge
Penicillium janthinellum Biourge
Penicillium lapidosum Raper & Fennell
Penicilium lividum Westling

Penicillium paxili Bainier

Penicillium purpurogenum Stoll
Penicillium restrictum Gilman & Abbott
Penicillium simplicissimum (Oudem.) Thom
Penicillium solitum Westling
Penicillium turbatum Westling
Penicillium verruculosum Peyronel
Penicillium waksmanii Zaleski
Penicillium sp. 1 Link ex Fr.

Penicillium sp. 2 Link ex Fr.
Pestalotiopsis maculans (Corda) Nag Raj
Phomopsis archeri nom.nov.

Phomopsis stipata (Lib.) Sutton

Trichoderma aureoviride Rifai

10

13



Trichoderma harzianum Rifai
Trichoderma koningii Oudem.
Trichoderma longibrachiatum Rifai
Trichoderma pseudokoningii Rifai

Trichoderma sp. 1 Pers. ex Fr.

ZYGOMYCOTA

Circinella minor Lendner

Circinella muscae (Sorokine)

Cunninghamella blakesleeana Lendner
Cunninghamella homothallica Kominami & Tubaki
Gongronella butleri (Lendner) Peyronel & Dal Vesco

Mucor sp.1 Mich. ex St.-Am

ASCOMYCOTA
Pseudalescheria boydii (Shear) McGinnis et al.
Talaromyces trachyspermus (Shear) Stolk & Samson

Talaromyces wortmannii (Klocker) C. Benjamin

Sp.1

Sp.2




LEGENDA DAS FIGURAS
Figura 1. Localizagao da area de estudo, Usina Serra Grande, Municipios de Ibateguara e
Sao José da Laje, Alagoas, mostrando a area original de mata Atlantica e os remanescentes

atuais (modificado de Pimentel, 2001).

Figura 2. Correlagdo de Spearman entre: a riqueza ¢ o tamanho dos ninhos (A); a
abundancia e o tamanho dos ninhos (B); a riqueza e a profundidade das camaras de fungos
(C); e a abundancia e a profundidade das camaras de fungos (D) das colonias escavadas na

area controle e no fragmento da area de estudo.

Figura 3. Taxa de parasitismo dos jardins das formigas cortadeiras por Trichoderma spp.

nos dois ambientes estudados.

Figura 4. Habilidade inibitoria dos fungos: Circinella muscae (A), Nigrospora sphaerica
(B), Paecilomyces roseo-purpureum (C), Pestalotiopsis maculans (D), Talaromyces
wortmannii (E), Trichoderma aureoviride (F), Trichoderma harzianum (G), Trichoderma
koningii (H), Trichoderma longibrachiatum (I), Trichoderma pseudokoningii (J)
Colletotrichum gloeosporioides (K), Fusarium decemcellulare (L), Fusarium solani (M),
Gliocladium virens (N), Gongronella butleri (O), sobre o fungo simbionte da formiga

cortadeira Atta laevigata. m = Média; T = Erro padrio; L/ 7T Desvio padrao.
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