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Polimorfismo do fungo simbionte de formigas cortadeiras submetido & luz ultravioleta

Polymorphism of the cutting ants symbiotic fungus submitted to ultraviolet light

Regina da Silva Borba™ Alci Enimar Loeck' Juliana Severo Castelo Branco"
Mauricio Marini Kopp" Antonio Costa de Oliveira"

RESUMO

O presente trabalho teve por objetivo verificar o
efeito de diferentes periodos de luz ultravioleta sobre a
similaridade genética do fungo simbionte de formigas
cortadeiras pertencentes as espécies Acromyrmex ambiguus,
Acromyrmex crassispinus e Acromyrmex lundi, através da
técnica AFLP. Os fungos foram inoculados em meio de cultura
Pagnocca e mantidos em camaras climatizadas a temperatura
de 25 + 1°C e escotofase de 24h, por um periodo de 15 dias.
Posteriormente, foram expostos a luz ultravioleta por periodos
de: 0, 5, 10, 15, 20, 25 e 30 minutos. Aos 45 dias apés o
tratamento, foi realizada a extracdo do DNA e padronizacéo,
realizando-se as rea¢es de PCR por meio de 24 combinacdes
de primers AFLP, das quais quatro foram selecionadas por
apresentarem maior polimorfismo e consisténcia. Os dados
moleculares foram transformados em matriz binaria e
analisados pelo programa estatistico NTSYS v. 2.1. As quatro
combinagdes de primers utilizadas geraram 152 bandas
polimérficas. As populacdes de fungos originarias de diferentes
espécies de Acromyrmex apresentaram uma similaridade
genética média de 37%, sendo que a indugdo de mutacdo
através da luz ultravioleta permitiu obter isolados mais
dissimilares.

Palavras-chave: AFLP, marcadores moleculares, simbiose.
ABSTRACT

The present research was aimed at verifing the
effect of different periods of ultraviolet light on the development
of the symbiont fungus of leaf cutting ants belonging to the
species Acromyrmex ambiguus, Acromyrmex crassispinus and
Acromyrmex lundi, through the AFLP technique. The fungus
were inoculated in Pagnocca’s medium and maintained in
climatized cameras at 25 + 1°C and 24 hours of darkness, for
a period of 15 days. After that, they were exposed to ultraviolet

light for 0, 5, 10, 15, 20, 25, and 30 minutes. At 45 days after
the treatment, the extraction and standardization of DNA was
performed. PCR reactions were tested using 24 AFLP primer
combinations, from which four were selected because they
presented larger polymorfism and consistence. The molecular
data were transformed in binary mattrix and analyzed by the
statistical program NTSYS v. 2.1. The four combinations of
primers generated 152 polymorfic bands. The fungus
populations from different Acromyrmex species presented a
medium genetic similarity of the 37%, and the mutations
induced by the ultraviolet light allowed to obtain more dissimilar
isolates.

Key words: AFLP, molecular markers, symbiosis.

INTRODUCAO

Diferentes espécies de formigas cortadeiras
utilizam distintos substratos para cultivar o fungo
simbionte, sendo algumas espécies bastante
especificas na utilizacdo somente de mono ou
dicotileddneas. Essa condigdo indica a possibilidade
de existir variabilidade genética entre os fungos que
cultivam para seu alimento

Tradicionalmente a identificacdo dos
fungos baseia-se na morfologia dos drgéos
reprodutivos. Como para o fungo simbionte de formigas
cortadeiras ndo se tem observado esporulagdo em
coldnias de fungos ao nivel de campo e de laboratério,
provavelmente pelo manejo imposto pelas formigas que
o0 cultivam, ou pela perda da capacidade, acredita-se
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que tenham se adaptado as diferentes condicGes de
meio oferecidas pelas formigas, necessitando para isso
da ocorréncia de variabilidade.

A variabilidade genética é um dos
mecanismos de evolugdo utilizados pelos seres vivos
e pode ser alcangada pelos fungos através de mutacéao
ou recombinacdo génica. A mutacdo é o principal
mecanismo de variabilidade em fungos. Segundo
CAMARGO (1995), véarios sdo os métodos para
produzir mutagdes no DNA. Esses variam desde os
métodos fisicos e quimicos até os métodos mais
sofisticados, que envolvem a manipulagdo direta do
DNA. Entre os agentes fisicos, a luz ultravioleta, em
doses subletais, tem mostrado estimular a esporulacéo
de alguns fungos, porém é altamente letal em alguns
casos (STEVENS, 1928).

A caracterizacdo morfologica €
tradicionalmente empregada para a identificacdo de
fungos. Entretanto, essa caracterizagéo, embora (til, é
bastante limitada devido ao baixo nimero de caracteres
passiveis de serem analisados (FUNGARO, 2000), da
alta instabilidade e da dependéncia da composicéo do
meio utilizado, das condi¢des de incubacéo e das
variagdes intrinsecas ao microrganismo. Diante disso,
as técnicas moleculares baseadas em anélise de DNA
tém possibilitado o desenvolvimento de métodos
rapidos e confiaveis para a caracterizagdo de fungos.

A variabilidade genética entre organismos
pode ser determinada através da analise de isoenzimas
(NYGAARD et al., 1989). Em fungos, o uso de
isoenzimas auxilia na identificacdo dos isolados que
sdo de dificil separagdo através de caracteres
morfolégicos. BOBROWSKI et al. (1998) adaptaram a
técnica RAPD para analise do DNA dos diferentes
fungos e observaram polimorfismo entre os mesmos.

Os fungos cultivados pelas formigas Attini
foram estudados através da técnica de AFLP (Amplified
Fragment Length Polymorphism) (VOS et al., 1995;
MUELLER etal., 1998). Marcadores AFLP foram usados
para comparar o fungo simbionte de ninhos de
Acromyrmex octospinosus e Acromyrmex echinatior
de uma localidade do Panama (BOT et al., 2001). Os
marcadores AFLP foram eficientes na detec¢do de
isolados flungicos de diferentes ninhos e forneceram
evidéncias de que existem trocas ocasionais de fungos
entre as duas espécies de Acromyrmex (BOT et al.,
2001). LOECK et al. (2003) compararam os fungos
cultivados por formigas do género Acromyrmex em
diferentes localidades no Estado do Rio Grande do Sul
através da técnica ISSR (Inter Simple Sequence
Repeat), sendo que o dendrograma gerado permitiu a
formacdo de quatro grupos, com uma similaridade
genética média igual a 0,63.

O presente trabalho teve por objetivo
verificar o efeito de diferentes periodos de exposigao a
luz ultravioleta sobre o fungo simbionte de formigas
cortadeiras das espécies Acromyrmex ambiguus
Emery, 1887, Acromyrmex crassispinus Forel, 1909 e
Acromyrmex lundi Guerin, 1838, através da técnica
AFLP.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado no Laboratorio de
Mirmecologia do Departamento de Fitossanidade e no
Centro de Genbmica e Fitomelhoramento do
Departamento de Fitotecnia da Faculdade de
Agronomia “Eliseu Maciel” (FAEM) da Universidade
Federal de Pelotas (UFPel), no ano de 2005. Os isolados
do fungo foram retirados da por¢do mais jovem do
jardim e em quantidade suficiente para fazer o
isolamento; a coleta foi feita de um ninho de campo de
cada uma das espécies, A. ambiguus, A. crassispinus
e A. lundi, que estavam distribuidos ao acaso no
municipio de Capéo do Ledo, Regido Sul do RS.

O cultivo do fungo foi realizado sobre 0 meio
Pagnocca (glucose 10g, cloreto de sédio 5g, bacto
peptona 5g, extrato de malte 10g, agar 15¢g, agua
destilada 1000ml) (PAGNOCCA et al., 1990). A
inoculacdo dos fungos nas placas de Petri foi realizada
com o auxilio de um vazador de 4mm de didmetro. O
ensaio foi desenvolvido em camaras climatizadas do
tipo BOD, a temperatura de 25 + 1°C e escotofase de 24
h, por um periodo de 15 dias.

Em seguida, foram submetidas a exposicao
de luz ultravioleta (Iampada de esterilizagdo germicida,
de ondas curtas, 275nm, 30W e 90cm de comprimento)
durante os periodos de: 5, 10, 15, 20, 25 e 30 minutos,
sendo a lampada mantida a 40cm de distancia das
placas. Cada tratamento contou com 10 repeti¢Ges para
cada espécie de formiga. Decorridos os periodos de
exposicdo, as placas de Petri foram envoltas por um
plastico preto por um periodo de 48 horas para evitar o
processo de fotorreativagdo, mecanismo que reverte
diretamente as lesdes do DNA induzidas por luz UV,
através de exposicdo a luz branca (KIHARA etal., 2004).
Para comparacdes, foi mantida testemunha (igual
nimero de repetigdes para cada espécie de formiga)
que nao sofreu exposicédo a luz UV. Apds os tratamentos,
as placas foram recolocadas em BOD (nas mesmas
condigdes de luz e temperatura) e permaneceram mais
45 dias, totalizando 60 dias ap6s a inoculagéo, quando
foi realizada a extracéo de DNA.

O DNA utilizado nas analises de AFLP foi
extraido de acordo com o protocolo modificado descrito
por SAGHAI-MAROOF et al. (1984). A quantificacdo
do DNA total foi realizada por eletroforese com gel de
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agarose 1% corado com brometo de etideo
(SAMBROOK et al., 1989), através da comparagéo com
bandas de concentracdo conhecida.

Aanédlise de marcadores AFLP foi realizada
de acordo com o protocolo descrito por VOS et al.
(1995). Foram testadas 24 combinagdes de iniciadores
AFLP, dos quais quatro apresentaram bandas
consistentes (Cl: E-ACT/M-CAG; CZ: E-AGG/M-CTG;
C3: E-AGG/M-CTC; CA: E-AAG/M-CTC), onde: Ci: i-
ésima combinacéo de iniciadores; E: EcoRI e M: Msel.

Posteriormente, realizaram-se a digestdo do
DNA com enzimas de restricdo, a ligacdo de
adaptadores especificos aos sitios de restri¢do, a reacao
de pré-amplificacdo e a amplificacdo seletiva com as
quatro combinages de primers citadas anteriormente.
O programa de amplificacdo consistiu de um ciclo inicial
de desnaturacéo a 94°C por 30 s, 65°C por 30s, para o
anelamento dos iniciadores, e 72°C por 90s, para
extensdo. A temperatura de anelamento foi diminuida
em 1°C, por 11 ciclos, até atingir a temperatura de 54°C,
sendo entdo realizados mais 23 ciclos com essa
temperatura de anelamento.

Para visualizar os fragmentos amplificados
e separados eletroforeticamente em gel desnaturante
de poliacrilamida (6%), foi utilizado o protocolo de
coloragdo, a base de nitrato de prata, descrito por
CRESTE etal. (2001).

Os dados de presenca/auséncia de bandas
obtidos na analise de AFLP dos 21 gendtipos estudados

permitiram o calculo da similaridade genética entre
todos os pares de genotipos, com o auxilio do programa
computacional NTSYS pc 2.1 (ROHLF, 2000). Para o
célculo da similaridade genética (S;), foi utilizado o
coeficiente de Dice (DICE, 1945), conforme a equagdo:
Sii= 2 Ny/( Ni + N;); em que: N; = ndmero de bandas
presentes em ambos os gendtiposie j; Ni = o nimero
de bandas presentes no gen6tipo i, e N; = o nimero de
bandas presentes no gendtipo j.

Com base na matriz de similaridade gerada
foi construido um dendrograma pelo método de
agrupamento da distancia média (UPGMA). O ajuste
entre a matriz de dissimilaridade e o dendrograma foi
estimado pelo coeficiente de correlagdo cofenética (r)
(SOKAL & ROHLF, 1962), por meio do programa
computacional NTSYS pc 2.1 (ROHLF, 2000).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As quatro combinacdes de primers
utilizadas geraram um total de 152 bandas polimorficas
de DNA. O nimero de bandas geradas por combinacéo
de primers variou de 33 (E-ACT/M-CAG) a 47 (E-AGG/
M-CTG), com uma média de 38 bandas por primer.

Utilizando a similaridade média como ponto
de corte, foi possivel verificar a formacdo de quatro
grupos distintos: I, II, 111 e IV (Figura 1). O grupo |
representa dois genotipos obtidos de A. crassispinus
e se mostrou 0 mais distante dos demais grupos. Ja o
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Figura 1 - Dendrograma de similaridade genética do fungo simbionte de formigas cortadeiras submetido a diferentes periodos
de exposi¢do a luz ultravioleta (0, 5, 10, 15, 20, 25 e 30min): 1 a 7 (A. crassispinus); 8 a 14 (A. ambiguus); 15 a
21 (A. lundi). O valor do coeficiente de correlagdo cofenética (r) é de 0,72. Pelotas, RS, 2005.
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grupo IV abrangeu a maioria dos gen6tipos (inclusive
amostras obtidas de A. crassispinus). Essa indefini¢éo
em relagdo a genética do fungo dessa espécie ja foi
constatada no trabalho de LOECK et al. (2003), no qual
a similaridade genética do fungo cultivado por A.
crassispinus coletado no municipio de Caibaté
(Noroeste do RS) foi mais proxima dos fungos
cultivados por A. ambiguus (coletados em diferentes
regifes) do que os fungos cultivados por A.
crassispinus no municipio de Guaiba (Leste do RS).

O grupo Il é representado apenas por um
dos tratamentos (20 minutos de exposi¢do —nimero 12
da Figura 1) de A. ambiguus, concordando com
AUGUSTIN etal. (1999), que, realizando a identificacdo
de sete espécies de formigas cortadeiras do género
Acromyrmex através de isoenzimas, observaram que
A. ambiguus apresentou a maior dissimilaridade em
relagdo as demais, podendo essa caracteristica se refletir
no fungo por ela cultivado.

Os fungos de A. crassispinus e A. ambiguus
(sem sofrer irradia¢do) foram os mais similares (Figura
2), ficando o de A. lundi mais distante, concordando
com o trabalho de GRUTZMACHER (2003), que,
estudando a variabilidade genética intra e
interespecifica em formigas cortadeiras do género
Acromyrmex de diferentes regides do Estado do Rio
Grande do Sul através das técnicas RAPD e AFLP,

observou uma maior proximidade entre as espécies A.
ambiguus e A. crassispinus, sendo A. striatus mais
distante das demais. Esse fato pode estar relacionado
também com o habito dessas espécies, ja que A.
crassispinus e A. ambiguus, geralmente, constroem
ninhos mais superficiais, enquanto que os formigueiros
de A. lundi sdo subterrdneos (LOECK &
GRUTZMACHER, 2001). No entanto, a preferéncia para
o forrageamento é a mesma para as trés espécies de
formigas, que preferem cortar dicotiledoneas
(JURUENA & CACHAPUZ, 1980; FOWLER et al.,
1989). GRUTZMACHER (2003) também concluiu que
apenas a técnica AFLP permitiu verificar diferencas
intra-especificas, enquanto que ambas as técnicas
(RAPD e AFLP) possibilitam a distingdo genética
interespecificamente.

O aumento do periodo de exposigdo a luz
ultravioleta ndo interferiu no polimorfismo entre os
gendtipos irradiados e a testemunha, sugerindo que a
ocorréncia de mutacdo incrementou a variabilidade
genética até determinado periodo de exposicéo (Figura
3). Pode ser observado que os individuos mais
dissimilares, i.e., dos grupos I, Il e Il (Figura 1), foram
provenientes de tratamentos entre 10 e 20 minutos de
exposi¢do, sugerindo ser esse intervalo o mais
apropriado para a maximizacdo da obtencdo de
variabilidade genética. Segundo HAWKER (1971), a

A. crassispinus

l A. ambiguus

A. lundi

0,73. Pelotas, RS, 2005.

Similaridade média entre os geno6tipos = 0,37

Figura 2 - Dendrograma de similaridade genética do fungo simbionte de A. crassispinus, A. ambiguus e A.
lundi, sem exposicdo a luz ultravioleta. O valor do coeficiente de correlagdo cofenética (r) é de
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Figura 3 - Graficos de regressao polinomial para o fungo das trés
espécies de formigas, relacionando a similaridade
genética dos fungos submetidos a diferentes periodos
de exposigdo a luz ultravioleta em relagdo a
testemunha. Pelotas, RS, 2005.

relagdo entre dose e frequiéncia de mutacéo em fungos
é, geralmente, ndo-linear.

Isolados de fungos cultivados por Atta
cephalotes de ninhos de duas localidades
geograficamente distantes, Panama e Trinidad, foram
analisados por DOHERTY et al. (2003), através da
técnica RAPD, os quais observaram consideravel
variacdo genética entre os fungos dos diferentes locais,
com uma similaridade média de 36%; ja para os isolados
oriundos do Panama e de Trinidad, as similaridades
médias foram de 79,6 e 72,1%, respectivamente. Os
autores sugeriram que essas diferengas genéticas
resultam de mutac&o, dispersdo, ou ainda, selecéo.

A similaridade genética entre o
basidiomata encontrado em ninho de campo de
Acromyrmex hispidus fallax e o micélio de seu
fungo simbionte, isolado e cultivado in vitro, foi
confirmada através de RAPD por PAGNOCCA et
al. (2001). BRANCHER (1993) analisando variagdes
genotipicas dos fungos de diferentes isolados de
Atta sexdens piriventris, Acromyrmex heyeri, A.
ambiguus e A. crassispinus, atraves de
eletroforese, observou baixos indices de
similaridade genética obtidos entre os isolados
provenientes de diferentes espécies de formigas,
bem como da mesma espécie, confirmando a alta
variabilidade genotipica existente entre os isolados.

N&o foi observada uma correlacéo entre
analises morfoldgicas e genéticas dos isolados
(dados nédo publicados), assim como no trabalho
de PERES et al. (2003), que, estudando a
variabilidade morfocultural e genética de oito
isolados de cada uma das trés espécies mais
incidentes em frutos de maméao (Colletotrichum
gloeosporioides, Phoma caricae-papayae e
Fusarium solani), observaram uma alta
variabilidade genética entre os isolados de cada
espécie fangica, com alguns desses
microorganismos formando grupos divergentes dos
demais, ndo havendo uma relagdo entre
caracteristicas morfologicas e analises de AFLP.

CONCLUSOES

A relacéo entre os periodos de exposicdo
a luz ultravioleta e a mutacéo do fungo simbionte
das formigas cortadeiras é uma relagdo polinomial e
ndo-linear. As populagdes de fungos originarias de
diferentes espécies de Acromyrmex apresentam
uma similaridade genética média de 0,37.
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