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Resumo

SILVA-JUNIOR, E. A. Produtos naturais de micro-organismos associados aos
ninhos da formiga cortadeira Atta sexdens rubropilosa. 2017. 136f. Tese
(Doutorado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdao Preto — Universidade
de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2017.

As formigas cortadeiras coletam material vegetal para cultivar um fungo simbionte
utilizado como fonte de alimento. Colénias de formigas agricultoras podem ser
atacadas por micro-organismos invasores e, para prote¢cao do ninho, as formigas
se associaram com bactérias produtoras de antibiéticos. O objetivo desse trabalho
foi estudar os produtos naturais produzidos por micro-organismos associados aos
ninhos da formiga cortadeira Atta sexdens rubropilosa. Formigas e amostras dos
jardins foram lavadas com solugdo aquosa estéril e bactérias dos géneros
Serratia, Pseudonocardia e Burkholderia foram isoladas em meio agar ISP-2 e
quitina. A bactéria Serratia marcescens 3B2 produz as substancias 3-etil-2,5-
dimetil-pirazina e 2,5-dimetil-pirazina, que sdo componentes do feroménio de trilha
das formigas Atta sexdens rubropilosa, e acido indol-3-acético e acido fenilacético,
gue sao encontrados nas glandulas metapleurais dessas formigas. O genoma
dessa bactéria foi sequenciado e os antibiéticos andrimide, oocidina e
serratamolide foram identificados por genome mining e desreplicagdao dos
extratos. Os estudos biossintéticos da 3-etil-2,5-dimetil-pirazina e 2,5-dimetil-
pirazina utilizando precursores isotopicamente marcados revelaram que o
aminoacido L-treonina é precursor biossintético dessas substancias. Bactérias
Pseudonocardia spp., isoladas das formigas e jardins do fungo simbionte, inibiram
o crescimento do fungo Escovopsis sp., que é parasita dos jardins cultivados pelas
formigas. O extrato em acetato de etila da bactéria Pseudonocardia sp. 1B7 foi
submetido ao isolamento monitorado pela atividade antifungica, o que levou a
identificacdo do acido indol-3-acético como responsavel pela inibicdo observada.
O acido indol-3-acético inibiu seletivamente o crescimento de esporos de cinco
linhagens de Escovopsis spp. € nao foi ativo contra o fungo cultivado como
alimento pelas formigas, Leucoagaricus gongylophorus. O genoma da bactéria
Pseudonocardia sp. 1B7 foi sequenciado e a biossintese do acido indol-3-acético
foi determinada como dependente do aminoacido L-triptofano. A bactéria
Burkholderia sp. JB2, isolada do jardim fangico, produz o antibiético tropolone,
gue apresenta elevada atividade inibitoria frente ao fungo Escovopsis sp. devido
a privacao de ferro. Analises de microscopia eletronica de varredura revelaram
que os jardins do fungo simbionte estdo encobertos por uma camada resistente a
agua, que aparenta estar relacionada com a protegcdo dos jardins. O fungo
entomopatogénico Aspergillus nomius ASR3 foi isolado de uma rainha morta de Atta
sexdens rubropilosa e as aflatoxinas B1 e G1 foram produzidas por esse fungo em
condigdes laboratoriais € na formiga de onde foi isolado. Os resultados obtidos
destacam a importancia de metabdlitos produzidos pela microbiota bacteriana
para a defesa e comunicagao das formigas. O conhecimento gerado pode servir de
inspiracéo no desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas e formas de controle
das formigas cortadeiras que sejam menos prejudiciais ao meio ambiente.

Palavras-chave: Simbiose; Formigas cortadeiras; Bactérias; Ecologia quimica.



Introducao



1. Introdugao

1.1 Simbiose

Durante milhares de anos de evolugdo o0s seres vivos associaram-se para
garantir vantagens de sobrevivéncia. Essas interagbes sao conhecidas como
simbiose (NUTTALL, 1923), e, em alguns casos, sdo tdo importantes que os
organismos nao conseguem viver separados, como ocorre com as algas e fungos
presentes nos liquens (Fig. 1; GRUBE et al., 2009; SPRIBILLE et al., 2016).

Figura 1. Fotografia de um liquen, exemplo de simbiose entre fungos e algas.

Varios animais e plantas se associaram a micro-organismos que, geralmente,
fornecem nutrientes ou protecao para seus hospedeiros (CRAWFORD e CLARDY,
2011). As algas marinhas Pseudo-nitzschia multiseries fornecem nutrientes para
bactérias Sulfitobacter spp. que, em contrapartida, estimulam o crescimento das algas
pela produgdo da auxina vegetal acido indol-3-acético (AMIN et al., 2015). Ja as
vespas Philanthus ftriangulum estdao associadas com bactérias do género
Streptomyces, que sao produtoras de antibidticos importantes para protegem as
larvas desses insetos (KROISS et al., 2010). Um outro exemplo de simbiose ocorre
com os besouros Dendroctonus frontalis que estdo associados com bactérias
Streptomyces thermosacchari produtoras do antifungico micangimicina, que
apresenta atividade frente ao fungo Ophiostoma minus, prejudicial aos besouros
(SCOTT et al., 2008).

Assim como os humanos, alguns insetos desenvolverem a capacidade realizar
agricultura. Algumas espécies de cupins, besouros e formigas sdo capazes de

fornecer alimento e protegcdo para fungos simbiontes cultivados como fonte de



alimento (MUELLER et al., 2005). Um outro exemplo ocorre em colénias de abelhas
sem ferrao Scaptotrigona depilis. As larvas dessas abelhas se alimentam de um fungo
que cresce no interior das células de cria e é fundamental para o desenvolvimento
larval (MENEZES et al., 2015). Os fungos cultivados pelos insetos sdo uma fonte rica
de nutrientes e podem ser atacados por micro-organismos invasores. Em
contrapartida, os insetos agricultores se associaram com bactérias produtoras de
antibidticos para proteger suas colénias (VISSER et al., 2012; CALDERA e CURRIE,
2012).

1.2 Formigas agricultoras e micro-organismos simbiontes

Um grupo especial de formigas (tribo Attini) cultiva fungos como fonte de
alimento por aproximadamente 50 milhées de anos. Existem cerca de 300 espécies
de formigas Attini que estdo distribuidas principalmente nas regides neotropicas do
continente americano (SCHULTZ e BRADY, 2008; JESOVNIK et al., 2016).
Inicialmente essas formigas forneciam uma grande variedade de material organico
para os fungos que elas cultivavam como alimento e, com o passar do tempo, algumas
espécies foram se especializando no tipo de material coletado. Formigas do género
Apterostigma, por exemplo, coletam fezes de insetos para cultivar os fungos
simbiontes, enquanto que as formigas Acromyrmex spp. e Atta spp. coletam material
vegetal (Fig. 2; LICHT e BOOMSMA, 2010).
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Os jardins fungicos cultivados pelas formigas sao ricos em nutrientes e podem
ser atacados por fungos invasores, como fungos dos géneros Trichoderma,
Aspergillus e Escovopsis (PAGNOCCA et al., 2012). Fungos do género Escovopsis
co-evoluiram juntamente com as formigas agricultoras e se especializaram em
parasitar os jardins cultivados pelas formigas. Os fungos Escovopsis spp. atacam e
consomem os jardins, diminuindo a sobrevivéncia e taxa de reprodugao das formigas,
podendo levar os formigueiros a morte (CURRIE et al., 1999a). Esses fungos
parasitas secretam substancias que paralisam o crescimento dos micélios dos fungos
simbiontes, mas as substancias responsaveis por essa atividade ainda nao foram
identificadas (REYNOLDS e CURRIE, 2004).

Ao longo da evolugdo, as formigas se associaram com bactérias para se
defenderam do ataque de fungos patogénicos (CURRIE et al., 1999b). Essas
bactérias simbiontes produzem antibiéticos que inibem o crescimento dos parasitas e
estdo presentes nos jardins e nas superficies corporais das formigas, principalmente
nas formigas cuidadoras dos jardins (CURRIE et al., 2003a). A presenca dessas
bactérias é de grande importancia para as formigas, pois os formigueiros se tornam
mais susceptiveis aos ataques dos fungos parasitas quando essas bactérias sao
removidas das superficies corporais das formigas (CURRIE et al., 2003b).

As formigas agricultoras, de forma geral, adaptaram seus exoesqueletos para
abrigar e alimentar as bactérias simbiontes (CURRIE et al., 2006). Essas associagdes
com as bactérias sao tao especificas, que as formigas sao capazes de diferenciar as
suas bactérias simbiontes de outras bactérias ndao simbiontes (POULSEN et al.,
2011). Além de protegerem os formigueiros, as bactérias simbiontes necessitam
combater bactérias invasoras que potencialmente poderiam competir pelos beneficios
garantidos pelas formigas. Van Arnam e colaboradores (2015) verificaram que
bactérias Pseudonocardia spp. isoladas de formigas agricultoras Apterostigma
dentigerum produzem antibiéticos, como a 9-metoxirebecamicina (Fig. 3), que inibem

o crescimento de outras bactérias do género Pseudonocardia.
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Figura 3. Produtos naturais isolados de bactérias associadas a formigas agricultoras.



Existem poucos trabalhos que identificaram as substancias produzidas pelas
bactérias que vivem em associagcao as formigas da tribo Attini (Fig. 3). A substancia
dentigerumicina foi o primeiro exemplo relatado, sendo produzida pela bactéria
Pseudonocardia sp., associada a espécie Apterostigma dentigerum, e inibiu de forma
seletiva o crescimento do fungo Escovopsis (OH et al., 2009). As substancias
gerumicinas A, B e C, selvamicina e pseudonocardonas A, B e C também foram
produzidas por Pseudonocardia sp. isolada de formigas agricultoras do género
Apterostigma (SIT et al., 2015; VAN ARNAM et al., 2016; CARR et al., 2012). As
formigas agricultoras também podem se associar a bactérias do género Streptomyces
(SEIPKE et al.,, 2011). Essas bactérias produzem uma série de substancias que
podem proteger col6nias das formigas cortadeiras Acromyrmex octospinosus, como
as antimicinas A1-A4, a actinomicina D e a candicidina (SEIPKE et al.,, 2011;
SCHOENIAN et al., 2011; HAEDER et al., 2009).

As bactérias também sao importantes para proteger as formigas contra fungos
entomopatogénicos. A remocgao das bactérias da superficie corporal das formigas,
através da aplicagdo de agentes antibacterianos, levou a uma maior taxa de
mortalidade das formigas devido a infec¢ao por entomopatégenos (MATTOSO et al.,
2011). Fungos entomopatogénicos sao encontrados proximos aos ninhos de formigas
cortadeiras, mas dificiilmente causam infecgdes, o que indica que existem sistemas de
protecao muito eficazes (HUGHES et al., 2004). Diferentes fungos e leveduras nao
patogénicos também podem ser encontrados nos formigueiros, podendo
desempenhar papel de protegcao contra o ataque de parasitas (RODRIGUES et al.,
2009; LITTLE e CURRIE, 2007; FREINKMAN et al., 2009).

1.3 Formigas cortadeiras

Entre 8 e 12 milhdes de anos atras, algumas espécies de formigas passaram a
fornecer material vegetal fresco para seus fungos simbiontes. Essas formigas ficaram
conhecidas como formigas cortadeiras (Fig. 4) e sdo formadas principalmente pelos
géneros Atta e Acromyrmex (SCHULTZ e BRADY, 2008). As formigas cortadeiras sao
consideradas como o0s maiores herbivoros das Ameéricas e sdo essenciais para a
manutencdo do equilibrio natural das florestas, sendo essenciais para o ciclo de

matéria organica nos solos (WEBER, 1966). Além da importancia ecolégica, essas



formigas também podem coletar os vegetais cultivados pelos homens, o que pode

gerar prejuizos a agricultura.
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Figura 4. Formigas cortadeiras Atta laevigata coletando flores.

As formigas cortadeiras se alimentam do fungo Leucoagaricus gongylophorus
que elas cultivam em jardins presentes em camaras subterrdneas de seus
formigueiros (LICHT et al., 2014). Esses insetos também desenvolveram estratégias
para defenderem suas col6nias contra micro-organismos invasores. Uma estratégia
importante é a constante limpeza de suas colénias, em que as formigas retiram
sujeiras e materiais infectados por outros micro-organismos, e depositam esses
materiais fora dos formigueiros ou em camaras subterraneas contendo o lixo (CURRIE
e STUART, 2001; LITTLE et al., 2006).

As formigas possuem glandulas metapleurais desenvolvidas para produzir
secregcdes com atividade antibidticas, que contém, por exemplo, acido fenilacético,
acido indol-3-acético e acido 3-hidroxidecandico (Fig. 5; SCHILDKNECHT e KOOBL,
1971; NASCIMENTO et al., 1996; YEK et al.,, 2012). As secrecbdes das glandulas
metapleurais podem ser coletadas pelas patas dianteiras das formigas Atta spp. e, em
seguida, sao aplicadas especificamente nas regides infectadas dos jardins
(FERNANDEZ-MARIN et al., 2015). Ainda n3o se sabe como as formigas produzem

ou adquirem as substancias encontradas no interior das glandulas metapleurais.
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Figura 5. Substancias presentes nas glandulas metapleurais de formigas cortadeiras.

Esses mecanismos se mostraram eficientes para a eliminagdo de micro-
organismos invasores, como o fungo Trichoderma viride, mas nao foram eficientes
para eliminar fungos do género Escovopsis, que sao parasitas especificos dos jardins
(CURRIE e STUART, 2001). Mesmo as formigas apresentando varios mecanismos
de defesa, os fungos Escovopsis spp. se adaptaram a essas defesas dos formigueiros
e conseguem infectar os jardins do fungo alimento das formigas (GERARDO et al.,
2006).

As bactérias produtoras de antibidticos também sao uma importante forma de
defesa para essas formigas agricultoras. Algumas espécies de Acromyrmex possuem
o térax encoberto por actinobactérias. Schoenian e colaboradores (2011) mostraram
que bactérias Streptomyces spp. produziram o antibiético valinomicina nos corpos de
Acromyrmex echinatior e essas substancias inibiram o fungo Escovopsis. Ao contrario
de formigas cortadeiras Acromyrmex spp., as formigas do género Atta nao possuem
actinobactérias na superficie de seus exoesqueletos. Existem poucos relatos na
literatura de Pseudonocardia spp. isoladas de formigas do género Afta e, nesses
trabalhos, poucas unidades formadoras de colbnias bacterianas foram isoladas de
cada formiga (CAFARO et al., 2011; MARSH et al., 2013). Dessa forma, a simbiose
entre formigas Atta spp. e as bactérias protetoras Pseudonocardia spp. permanece
pouco compreendida e os dados da literatura indicam que as formigas podem estar

perdendo a simbiose com essas actinobactérias protetoras.

1.4 Atta sexdens rubropilosa

A formiga cortadeira Atta sexdens rubropilosa (Fig. 6), ou “salva limao”, é
conhecida por ser prejudicial a agricultura do estado de Sao Paulo e do Brasil
(MARICONI, 1964; ZANETTI et al., 2004). Isso ocorre pois, durante a noite, milhares

de formigas saem para coletar material vegetal, que pode ser coletado em florestas e



também em plantagdes. As formigas Atta sexdens rubropilosa utilizam compostos
organicos para coordenar o forrageamento, como a substancia 3-etil-2,5-dimetil-
pirazina, que € o principal componente do feroménio de trilha (CROSS et al., 1979).
Essa pirazina tembém esta presente no feroménio de trilha das formigas cortadeiras
Atta cephalotes (EVERSHED et al., 1983) e Acromyrmex octospinosus (CROSS et al.,
1982) e, apesar da importancia ecoldgica, pouco se sabe como as formigas produzem
essa substancia.

Existem varias pesquisas com intuito de combater as formigas cortadeiras e
reduzir os danos causados nas plantagoes (MARICONI, 1964; ZANETTI et al., 2004).
Uma forma de combater esses insetos é através de aplicagdes de agrotéxicos
diretamente nas entradas das colénias ou pela utilizacdo de iscas contendo
agrotoxicos (ZANETTI et al., 2004; ZANETTI et al., 2014). Esses métodos nao sao
muito eficientes, uma vez que nao sao capazes de eliminar a formiga rainha, que fica
protegida no interior dos jardins do fungo Leucoagaricus gongylophorus.

As formigas cortadeiras Atta spp. possuem glandulas metapleurais mais
desenvolvidas que outras formigas agricultoras e, nessas glandulas, existem
compostos que sao utilizados para protecdo quimica da colbnia. Essas secregdes
foram eficazes para combater fungos entomopatogénicos, mas foram menos ativas
contra os fungos do género Escovopsis (YEK et al., 2012; FERNANDEZ-MARIN et al.,
2015). Mesmo nao possuindo as bactérias Pseudonocardia spp. no exoesqueleto, e
as secregoes glandulares nao sendo tao eficazes contra os fungos Escovopsis spp.,
as coldnias de Atta spp. conseguem ser saudaveis e manter um grande numero de
individuos. Esses dados indicam que essas formigas cortadeiras podem utilizar
mecanismos de defesas ainda nao conhecidos. O estudo desses mecanismos de
defesas pode servir como fonte de inspiragdo para o desenvolvimento de novos
tratamentos antimicrobianos.

Bactérias Burkholderia spp. foram isoladas de jardins de A. sexdens rubropilosa
e apresentaram elevada atividade inibitéria aos fungos invasores Beauveria bassiana,
Metarhizium anisopliae e também frente a Escovopsis weberi (SANTOS et al., 2004).
A presenca de bactérias produtoras de antibidticos nos jardins pode proteger
diretamente o alimento das formigas contra o ataque de micro-organismos invasores
e pode explicar a auséncia de linhagens de Pseudonocardia na superficie das

formigas. Os antibiéticos produzidos pelas bactérias Burkholderia spp., isoladas dos
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jardins, ainda nao foram descritos na literatura e podem desempenhar um papel

crucial na protegéo de colbnias de A. sexdens rubropilosa.
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Figura 6. Foto de microscopia eletronica de varredura de formigas Atta sexdens
rubropilosa no jardim dos fungos simbiontes.

Outros fungos e leveduras também foram isolados de ninhos de Atta sexdens
rubropilosa, sendo que alguns deles pertencem a novas espécies, o que indica que
existe uma variedade de micro-organismos associados a essas formigas (CARREIRO
et al., 1997; CARREIRO et al., 2004; RODRIGUES et al., 2005). A diversidade
microbiana presente nas colbénias dessas formigas pode ser uma fonte promissora
para a descoberta de novos produtos naturais. Dessa forma, é de grande importancia
realizar estudos para identificar as substancias produzidas por esses micro-
organismos e para entender as fung¢des ecoldgicas dos produtos naturais produzidos

por essa microbiota.
1.5 Necessidade de novos antibioticos

Existe um alarmante problema envolvendo a resisténcia aos antimicrobianos
utilizados no combate de infecgdes bacterianas e fungicas. As bactérias, por exemplo,
tendem naturalmente a se tornarem resistentes, uma vez que utilizam antibiéticos
para defesa e comunicagdo no ambiente onde vivem (World Health Organization,

2014). A producgao e utilizagédo de antibiéticos por micro-organismos durante milhares
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de anos resultou no aparecimento de genes de resisténcia a antibidticos, que ja
existiam antes mesmo do uso de antibiéticos pelos humanos (D’'COSTA et al., 2011).
O uso indiscriminado de antibiéticos colaborou com a aceleragdo desse processo
natural e na selecdo de cepas resistentes, contribuindo assim para crise de
antibidticos que estamos vivendo (KOLTER e WEZEL 2016).

A resisténcia bacteriana aos antibioticos vem sendo observada desde a
utilizagdo da penicilina até aos antibioticos introduzidos recentemente no mercado
(HOGBERG et al., 2010). As bactérias gram-positivas Staphylococcus aureus
resistentes a meticilina e Enterococcos resistentes a vancomicina e cepas de
bactérias gram-negativas como Escherichia coli, Neisseria gonorrhoeae, Klebsiella
pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa estao entre as bactérias mais problematicas
no cenario mundial (VENTOLA, 2015).

Na busca de novos antibioticos, a prospec¢ao de produtos naturais se destaca
(NEWMAN e CRAGG, 2016). Os produtos naturais foram selecionados durante
milhares de anos de evolugdo e s&o promissores para a descoberta e planejamento
de novos farmacos. As bactérias, por exemplo, precisam se defender de outros micro-
organismos e uma das formas de defesa é a producéo de substancias com atividades
antibidticas (SILVER, 2008). As substancias antibidticas produzidas por bactérias
apresentam os mais diversos mecanismos de agao, como, por exemplo, a inibicdo da
sintese de parede celular, da producdo de proteinas e da producdo de acidos
nucléicos (WENCEWICZ, 2016).

Nesse sentido, as bactérias simbiontes de formigas agricultoras se destacam
como promissoras para a produgao de antibidticos. Essas bactérias, juntamente com
as substancias antibidticas que elas produzem, foram selecionadas durante a
evolugdo das formigas agricultoras e necessitam ser efetivas para o combate dos

Micro-organismos invasores.

1.6 Genome mining e desreplicagcao aplicados para identificagdo de moléculas

bioativas

O crescente avancgo tecnoldgico possibilitou o surgimento de técnicas que
permitem o sequenciamento rapido de genomas. O sequenciamento por PacBio
(Pacific Biosciences) utilizando a técnica de SMRT (single-molecule real-time cell

technology), por exemplo, permite a geragao de reads longos que facilitam e agilizam
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a montagem dos genomas (EID et al., 2009). Junto com o crescente numero de
genomas sequenciados, novas ferramentas para analise das informagdes genéticas
estdo sendo criadas e aperfeigoadas. A plataforma antiSMASH (antibiotics &
Secondary Metabolite Analysis SHell) se destaca na area de produtos naturais, uma
vez que identifica clusters de genes biossintéticos presentes nos genomas que estao
sendo estudados e compara os clusters génicos encontrados com os descritos na
literatura (BLIN et al., 2013). A plataforma RAST (Rapid Annotation using Subsystem
Technology) também pode ser utilizada para identificar os genes e suas fungdes
enzimaticas descritas (AZIZ et al., 2008). A unidao dos dados gerados pelo antiSMASH
e RAST permite analisar detalhadamente os genes que codificam as enzimas
presentes nos clusters biossintéticos encontrados.

As informacgdes codificadas no genoma podem ser estudadas mais facilmente
e estdo sendo incorporadas cada vez mais nos trabalhos envolvendo produtos
naturais (SIT et al., 2015; DUNCAN et al., 2015; DEJONG et al., 2016). As propostas
de biossintese geradas pelas analises dos genomas podem ser comprovadas, por
exemplo, pela inativacdo de genes responsaveis pela produgdo de enzimas
envolvidas com a biossintese das substancias que estdo sendo estudadas. Uma outra
forma de estudar a biossintese proposta pelas analises dos genomas se da pela
utilizagao de precursores biossintéticos marcados (VIZCAINO e CRAWFORD, 2015).
Os precursores mais utilizados sdao os isotopicamente marcados, como glicose,
acetato e aminoacidos marcados com "*C ou deutério (LOPES et al., 2013; MAHMUD,
2007).

A espectrometria de massas vem sendo utilizada como uma ferramenta valiosa
de desreplicagdo. Essa técnica permite identificar de forma rapida os produtos
naturais conhecidos e os ainda ndo descritos que estdo codificados em genes
presentes nos genomas bacterianos. Johnston e colaboradores (2015) utilizaram LC-
MS/MS para identificar novos peptideos nao ribossomais e policetideos que foram
preditos a partir de analises de genomas bacterianos. Um novo lantipeptideo também
foi descoberto utilizando a unido de espectrometria de massas € genome mining
(MOHIMANI et al., 2014). Dessa forma, pode-se notar que a combinacao de genome
mining e espectrometria de massas € uma ferramenta util para a desreplicacéo de

extratos bacterianos e para a descoberta de novos produtos naturais.
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Os estudos quimicos das bactérias isoladas de colbnias de Atta sexdens
rubropilosa forneceram informacgdes sobre compostos potencialmente envolvidos na
interacao entre formigas e bactérias. A bactéria Serratia marcescens 3B2 produziu as
mesmas substancias utilizadas pelas formigas como componentes do ferémonio de
trilha e de secregdes das glandulas metapleurais dessas formigas. As pirazinas 5 e 6
foram produzidas apenas na presenca de L-treonina, e os estudos de marcagao
isotopica indicaram que esse aminoacido € precursor biossintético dessas
substancias. Os antibidticos oocidina, andrimide e serratamolide (8, 9 e 10) também
foram produzidos pela bactéria Serratia marcescens 3B2 e podem auxiliar na protegao
das colbénias de formigas cortadeiras contra o ataque de patégenos.

Bactérias do género Pseudonocardia foram isoladas do corpo e jardim fungico.
A auséncia de Pseudonocardia spp. no exoesqueleto das formigas, juntamente com
0 baixo numero de coldnias obtido em cada isolamento, indicam que essas bactérias
nao sao componentes majoritarias da microbiota das formigas Afta sexdens
rubropilosa. As linhagens de Pseudonocardia sp. foram capazes de inibir o
crescimento de fungos do género Escovopsis. devido a produgado de acido indol-3-
acético (12). Esses resultados indicam que as bactérias Pseudonocardia também
podem ser importantes para a manutengdo da homeostase das colénias dessas
formigas cortadeiras.

O crescimento do fungo Escovopsis sp. também foi inibido por bactérias
Burkholderia sp., que foram isoladas dos jardins. O isolamento de bactérias
produtoras de antibiéticos a partir de amostras de jardins fungicos € interessante, uma
vez que mostra que existem bactérias que podem inibir diretamente o crescimento
patdgenos nos alimentos das formigas. A atividade antifungica da linhagem
Burkholderia sp. JB2 foi atribuida a substancia tropolone (13) e a atividade desse
produto natural foi inibida na presencga de ferro. Esse resultado pode ser explorado
para o desenvolvimento de métodos de controle de formigas cortadeiras utilizando
ferro para desestabilizar uma possivel forma de defesa das colénias de Atta sexdens
rubropilosa. Além disso, foi verificado por MEV que os jardins cultivados pelas
formigas possuem uma camada impermeavel a agua que pode ser uma defesa

adicional das coldnias.
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O fungo Aspergillus nomius ASR3 foi isolado de uma rainha morta de Atta
sexdens rubropilosa e produziu as aflatoxinas B1 (15) e G1 (16) em condi¢des
laboratoriais e na formiga de onde foi isolado. Esses resultados indicam possiveis
fungdes ecoldgicas das aflatoxinas, que podem ser importantes para a patogenicidade
de Aspergillus nomius ASR3 frente a essas formigas cortadeiras.

A caracterizagao estrutural e funcional dos compostos produzidos pelas
linhagens bacterianas estudadas sugere que a microbiota associada a Atta sexdens
rubropilosa pode participar efetivamente da manutencdo da saude da colbnia. As
bactérias podem produzir compostos bioativos, além de eventualmente contribuirem
em fungdes especificas das formigas, como demonstrado pela produgcdo de
componentes dos feromdnios de trilha e secre¢des das glandulas metapleurais. Os
resultados obtidos permitiram, portanto, avangar no conhecimento das relagdes

simbidticas entre micro-organismos e formigas da tribo Attini.
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