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Resumo

Os Ophiocordyceps sao 0s principais fungos entomopatogénicos, possuem alta viruléncia e
podem ter grande influéncia nas comunidades de seus hospedeiros. No presente estudo, foram
coletadas formigas do género Camponotus infectadas por fungos pertencentes ao complexo
Ophiocordyceps unilateralis sensu lato em trés areas da Amazonia brasileira. Na Reserva
Ducke foram realizadas duas coletas, uma na época mais chuvosa e uma na época mais seca.
Nas reservas de Virud e Maracd, as coletas foram feitas na época seca. Dentro de cada area,
nove transectos de 250 metros foram amostrados, sendo estes, distantes no minimo 1 km entre
si. Foram encontradas 424 formigas Camponotus infectadas com o fungo em varios estadios
de desenvolvimento. A taxa de infeccdo na época chuvosa foi em média 3 vezes superior a
época seca, provavelmente em funcdo das necessidades de sobrevivéncia e desenvolvimento
dos esporos, entretanto, mesmo na época seca houveram formigas infectadas. A taxa de infec-
cao foi semelhante entre as trés areas estudadas apesar das diferencas de clima, vegetacéo e
composicdo de espécies de formigas. Foram encontradas 17 espécies de Camponotus infecta-
das, mas acreditamos que este nUmero seja ainda maior. A taxa de hiperparasitismo foi baixa,
menos de 6% no total das formigas encontradas infectadas, bastante inferior a outros estudos,
aparentemente afetando pouco a populacdo de Ophiocordyceps unilateralis nessas areas. Nao
encontramos influéncia da granulometria do solo sobre essas infec¢Ges. Foram encontrados
diferentes tipos de esporos para diferentes espécies de formigas infectadas, indicando que ha
varias espécies diferentes entre os O. unilateralis ainda ndo descritos, sendo necessario estu-

dos taxondmicos posteriores para um melhor entendimento desta relagéo.

Palavras-chave: Fungos parasitas, Hypocreales, Formigas.



Abstract

Ophiocordyceps are the main entomopathogenic fungi. They are highly virulent and may have
an important influence on their hosts communities. In the present study, we collected ants of
the genus Camponotus infected by fungi belonging to the complex Ophiocordyceps unilatera-
lis sensu lato in three areas of the Brazilian Amazon. In Ducke Reserve, two samples were
taken, one in the dry season of 2011 and another in the rainy season of 2012. In Parque Na-
cional do Virua and Estacdo Ecologica de Maraca, the samples were taken during one dry sea-
son of 2012. Within each area, nine 250 m-long transects, at least 1 km distant from each oth-
er, were sampled. We found 424 infected Camponotus by Ophiocordyceps in various stages of
development. The infection rate in the rainy season was on average three times higher than
the dry season, probably reflecting the survival and developmental needs of spores, however,
even in the dry season there were infected. The infection rate was similar between the three
areas despite differences in climate, vegetation and ant species composition. We found
17 Camponotus species infected, but we believe this number is even higher. Hyperpara-
site occurrence rate was low, representing 6% of total infected ants found, suggesting little
effect on Ophiocordyceps population in these areas. There was no relationship between the
number of infected ants and the soil type (in terms of granulome-
try). We found morphological differences among the spores infecting different species of ants,
indicating that there are several species of the O. unilateralis not yet described, requiring fur-
ther taxonomic studies to better understand this relationship.

Key-words: Parasitic fungi, Hypocreales, Ants.
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INTRODUCAO GERAL

O papel dos parasitas como importantes agentes ecoldgicos tem ganhado reconheci-
mento no decorrer das Ultimas décadas. Eles possuem a capacidade de controlar populagdes,
aumentar a biodiversidade e podem ser usados como bioindicadores (Combes 2001; 2005).
Esses patdgenos causam um efeito maior nas comunidades quando alteram o comportamento
do hospedeiro (como fungos Cordyceps e géneros afins) (Marcogliese, 2002; Moore, 2002),
quando eles reduzem o impacto dos herbivoros (Thaler et al. 1999) ou fazem dos hospedeiros
alvos mais suscetiveis a predadores (Hudson, 1992; Packer, 2003). Dessa forma, o impacto de
parasitas na reducdo, modificagdo da atividade e competitividade de seus hospedeiros, podem
modificar a abundancia de outras espécies e a forga das interagdes entre elas. Esses efeitos
diretos e indiretos na abundancia de hospedeiros tém uma importante funcdo no fluxo de e-
nergia nas comunidades (Hudson, et al. 2006).

Existem muitos exemplos de parasitas que alteram o comportamento de seus hospedei-
ros. Em muitos casos, 0 parasita gera mudancas comportamentais dramaticas, como alguns
nematoides e nematomorfos que fazem com que grilos se atirem na agua, onde o parasita po-
derd se reproduzir. Outros exemplos incluem artrépodes, peixes e mamiferos que tém seu
comportamento alterado, fazendo-os presas faceis de predadores, tornando possivel a passa-
gem trofica do parasita para outro hospedeiro (Pontoppidan et al. 2009). Entre estes parasitas
que alteram o comportamento do hospedeiro estdo os fungos. (Hughes et al. 2009)

Os principais fungos entomopatogénicos que infectam formigas (e outros insetos) per-
tencem aos géneros Cordyceps e afins (Evans, 1982; Sung et al., 2007). Existem pelo menos
400 espécies destes géneros infectando uma enorme quantidade de espécies de artrépodes,
incluindo nove ordens de insetos, aranhas e também outros fungos (Hughes et al., 2009). In-
feccdes de Cordyceps e géneros afins sdo altamente virulentas e matam seus hospedeiros para
o0 desenvolvimento de estruturas aéreas por onde os esporos sao dispersados. Uma das carac-
teristicas deste grupo de fungs é a producéo de hifas compactas que crescem fora do corpo do
hospedeiro (stromata), onde sdo produzidos os corpos de produgéo de esporos (peritécio) (E-
vans, 1982).

Recentemente um estudo de multiplos genes confirmou uma longa suspeita de que o
género é parafilético (Sung et al., 2007). Trés géneros monofiléticos foram propostos e todas
as associagOes com formigas foram alocados em Ophiocordyceps. Segundo Evans (1974,

1982), ha indicios fortes de que algumas (vérias) espécies de Cordyceps s&o obrigatoriamente
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parasitas de formigas. Como as formigas séo frequentemente citadas como agentes importan-
tes nos ecossistemas de florestas tropicais (Fittkau & Klinge, 1973; Folgarait, 1998; Hughes
& Westoby, 1990; Underwood & Fisher, 2006), esses fungos entomopatogénicos podem se
importantes agentes no controle natural de populacbes de formigas, ajudando a manter a esta-
bilidade dos ecossistemas de florestas tropicais (Evans, 1974).

Existem evidéncias que o padrdo de distribuicdo espacial dos fungos € agregado em
micro escala (até 10 m? chamados de graveyards) (Pontoppidan et al, 2009). No entanto a
distribuicdo espacial desses fungos em escalas maiores bem como sua possivel associacdo
com fatores ambientais ainda é pouco entendida.

As condigdes de alta umidade e temperatura por longos periodos do ano nas florestas
tropicais sdo pré-requisitos ideais para as infeccdes fungicas (Evans, 1974), o que torna a A-
mazdnia um local propicio para infeccdo ao longo de todo o ano. Sanjuén et al., (2001) tam-
bém realizaram coletas destes fungos na Amazonia colombiana, encontrando 868 fungos ao
todo, sendo 207 e 661 nas épocas seca e chuvosa, respectivamente. Em ambos os periodos,
foram encontradas quatro diferentes espécies de Ophiocordyceps parasitando formigas. Bra-
ga-Neto et al (2008), realizaram coletas na Reserva Ducke com fungos de serrapilheira, en-
contrando uma influéncia no regime de chuvas em relacdo a diversidade e abundancia desses
organismos na floresta. Andrade (1980), também realizou coletas deste fungo, encontrando
um numero alto de infec¢des, porém ndo houve comparacao entre as épocas seca e chuvosa.

Estudos ecologicos e taxondémicos desses fungos sdo necessarios nesta area, pois, se
conhece muito pouco sobre a diversidade de espécies que ocorrem na Amazonia, assim como,
seus aspectos ecoldgicos.

Nesta dissertacdo foi dado o enfoque ecoldgico na infeccdo de fungos Ophiocordyceps
unilateralis sensu lato na Reserva Ducke (AM), onde a diversidade de hospedeiros e abun-
dancia dessa infeccdo foram observadas e comparadas em duas épocas de coleta, chuvosa e
seca. Foram analisadas formigas infectadas do género Camponotus, (que séo infectadas pelo
complexo unilateralis), formigas de outros géneros também foram encontradas infectadas,
mas por outras espécies de Ophiocordyceps. Outro aspecto estudado foi a diferenca da ocor-
réncia e diversidade de hospedeiros dessa infeccdo entre trés areas, Estacdo Ecoldgica de Ma-
raca (RR), Parque Nacional do Virua (RR) e Reserva Ducke (AM), onde as espécies de for-
migas infectadas foram confrontadas com as espécies ocorrentes nestas areas (dados ja exis-

tentes na literatura).

11



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Andrade C. 1980. Epizootia natural causada por Cordyceps unilateralis (Hypocreales, Euas-
comycetes) em adultos de Camponotus sp. (Hymenoptera, Formicidae) na regido de Manaus,
Amazonas, Brasil, Acta Amazonica, 10: 671-677.

Braga-Neto R, Luizdo RCC, Magnusson WE, Zuquim G, Castilho CV. 2008. Leaf litter fungi
in a Central Amazonian forest: the influence of rainfall, soil and topography on the distribu-
tion of fruiting bodies, Biodiversity and Conservation, 17 2701-2712.

Combes C. 2001. The ecology and evolution of intimate interactions. University of Chicago

Press, Chicago. 552 p.

Combes C. 2005. The art of being a parasite. The University of Chicago Press, Chicago. 291
Pp.

Evans CH. 1974. Natural control of arthropods, with special reference to ants (Formicidae) by
fungi in the tropical high forest of Ghana. Journal of Applied. Ecology. 11: 37- 49.

Evans HC., Samson RA. 1982. Cordyceps species and their anamorph pathogenic on ants
(Formicidae) in tropical forest ecosystems. I. The Cephalotes (Myrmicinae) complex. Trans-
actions of the British Mycological Society. 79: 431-453.

Evans CH, Samson RA. 1984. Cordyceps species and their anamorphs pathogenic of ants
(Formicidae) in tropical forest ecosystems Il. The Camponotus (For- micinae) complex.
Transactions of British Mycological Society. 82: 127- 150.

Fittkau EJ, Klinge H. 1973. On biomass and trophic structure of the central Amazonian rain

forest ecosystem. Biotropica, 5: 2-14.

Folgarait PJ. 1998. Ant biodiversity and its relationship to ecosystem functioning: a review.
Biodiversity and Conservation, 7: 1221-1244.

12



Hudson P.J. 1992. Do parasites make prey vulnerable to predation? Red grouse and parasites.
Journal of Animal Ecology 61: 681-692.

Hudson PJ, Dobson AP, Lafferty KD. 2006. Is a healthy ecosystem one that is rich in para-
sites? Trends in Ecology & Evolution. 21: 381-385.

Hughes L, Westoby, M. 1990. Removal rates of seeds adapted for dispersal by ants. Ecology.
71: 138-148.

Hughes DP, Evans HC, Hywel-Jones N, Boomsma JJ, Armitage SAO. 2009. Novel fungal

disease in complex leaf-cutting ant societies. Ecological Entomology. 34: 214-220.

Hughes, DP, Evans HC, Hywel-Jones N., Boomsma JJ, Armitage, SAO. 2009. Novel fungal

disease in complex leaf-cutting ant societies. Ecological Entomology. 34: 214-220.

Marcogliese D. 2002. Food webs and the transmission of parasites to marine fish. Parasitolo-
gy. 124: 83-99.

Moore J. 2002. Parasites and the Behavior of Animals, Oxford University Press. 338 p.

Packer C, Holt RD, Hudson PJ, Lafferty KD, Dobson AP. 2003. Keeping the herds healthy

and alert: implications of predator control for infectious disease. Ecology Letters. 6: 797-802.

Pontoppidan MB, Himaman W,Hywel-Jones NL, Boomsma JJ,Hughes DP. 2009. Graveyards
on the move: the spatio-temporal distribution of dead Ophiocordyceps-infected ants. PLoS
ONE 4.

Sung GH, Hywel-Jones NL,Sung JM,Luangsa-ard JJ,Shrestha B,Spatafora JW. 2007. Phylo-

genetic classification of Cordyceps and the clavicipitaceous fungi. Studies in Mycology. 57:
5-59.

13



Thaler JS, Findantsef A, Duffey SS, Bostock RM. 1999. Trade offs in plant defense against
pathogens and herbivores: a field demonstration of chemical elicitors and induced resistance.
Journal of Chemical Ecology. 25: 1597-1609.

Underwood E, Fisher B. 2006. The role of ants in conservation monitoring: If, when, and
how. Biological Conservation. 132: 166-182.

14



OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL
Avaliar diferencas no padréo de infeccdo de Ophiocordyceps unilateralis sensu lato em for-
migas do género Camponotus em trés areas da Amazonia: Reserva Ducke (AM), Estacdo Eco-
I6gica de Maracé (RR) e Parque Nacional do Virua (RR).

OBJETIVOS ESPECIFICOS
- Comparar o nimero de infec¢des por Ophiocordyceps unilateralis sensu lato, em formigas
do género Camponotus entre 0s periodos seco e chuvoso em uma area de floresta ombrofila
densa da Amazonia Central (Reserva Ducke - AM);
- Comparar a taxa de infeccdo desta area com outras duas areas da Amazonia, que incluem um
mosaico de floresta densa, savana fechada e savana aberta (Parque Nacional do Virua - RR) e

uma floresta semi-descidua (Estacdo Ecologica de Maraca - RR);

- Realizar um levantamento de espécies de formigas do género Camponotus infectadas por

Ophiocordyceps unilateralis s.1.;

- Levantar o grau de hiperparasitismo de outros fungos sobre O. unilateralis s.L.;

- Investigar se ha influéncia na porcentagem de argila no solo com o nimero de infec¢es o-

correntes pelo fungo nas formigas;
- Comparar esporos e a germinacédo de alguns fungos para verificar se os individuos com ca-

racteristicas de O. unilateralis representam na realidade mais de uma espécie e recolher mate-

rial para posterior estudo taxondémico e biogeografico de Ophiocordyceps.
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HIPOTESES

- Ophiocordyceps unilateralis s.l. respondem positivamente ao regime de chuvas;
Os fungos em geral, respondem positivamente a umidade, porém em graus diferentes de

crescimento, e no caso dos fungos parasitas, em diferentes taxas de infecgéo.

- Existe diferenca no niumero de infeccdo entre os trés locais de coleta: Reserva Ducke,
Maraca e Virua;

Em locais distantes latitudinalmente e com estrutura de vegetacdo diferenciada, é esperado
que exista uma diferenca no padrédo de infeccdo causado por Ophiocordyceps unilateralis em

Camponotus.

- Fungos Ophiocordyceps sao atacados por outros fungos, chamados de Hiperparasitas;
Em locais quentes e tmidos como a Amazodnia, é esperado que haja uma alta taxa de hiperpa-

rasitismo, visto que fungos possuem o ponto 6timo de crescimento em situacGes como estas.

- Tipo de solo pode influenciar no crescimento de fungos;
Fungos de solo sofrem influéncia do tipo de solo em que habitam, porém para fungos Ophio-

cordyceps essa influéncia ainda ndo € conhecida.

- Morfologia dos esporos ¢ um dos principais caracteres na diferenciacio e identificaciao
de espécies do género Ophiocordyceps;
Ophiocordyceps unilateralis sd0 fungos ainda com taxonomia néo esclarecida, sendo espera-

do que haja diferentes tipos de esporos nos fungos que atacam formigas Camponotus.

16



CAPITULO UNICO

Variacao temporal e espacial de infecciao de Ophiocordyceps unilateralis sensu lato em

Camponotus em trés areas da Amazonia
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INTRODUCAO

Os principais fungos entomopatogénicos pertencem aos géneros Cordyceps Fr. (1818)
(Ascomycota, Hypocreales) e afins (Evans, 1982; Sung et al., 2007). Existem pelo menos 400
espécies descritas destes géneros infectando uma enorme quantidade de espécies de artropo-
des incluindo, nove ordens de insetos, aranhas e também outros fungos (Hughes et al., 2009).
Infeccbes de Cordyceps e géneros afins sdo altamente virulentas e matam seus hospedeiros
para o desenvolvimento de hifas e posteriormente de corpos de frutificacdo aéreos, por onde
0s esporos sdo dispersados. Estes fungos podem ter uma grande influéncia nas comunidades
dos seus hospedeiros (Evans, 1984), entretanto, faltam estudos basicos sobre a variagdo espa-
cial e temporal das infestacGes para uma melhor compreensédo desta relagéo e de suas conse-
quéncias ecologicas.

Segundo Evans (1974) e Evans e Samson (1982, 1984), alguns Cordyceps spp. (atual-
mente Ophiocordyceps Petch (1931), ver Sung et al., 2007) aparentemente séo parasitas obri-
gatorios de formigas, possivelmente com alta especificidade entre parasitas e hospedeiros. No
entanto, o grau de especificidade ainda ndo pode ser estabelecido devido a dificuldade na i-
dentificagdo dos fungos. A taxonomia de Ophiocordyceps unilateralis (Tul.) Petch 1931, (As-
comycota, Hypocrelaes) ainda ndo esté clara (Evans et al., 2011), pois a espécie-tipo parecia
ser imatura e as principais caracteristicas morfologicas — ascomata, asco e ascOsporos - (So-
mente observados no estagio maduro) ndo foram incluidas na descricdo original (Tulasne &
Tulasne, 1865). Se cada espécie de formiga da tribo Camponotini for atacada por uma espécie
diferente de Ophiocordyceps, como sugerem Evans et al. (2011), pode haver dezenas de no-
vas espécies de fungos ainda ndo descritas, muitas das quais com as caracteristicas morfol6gi-
cas atualmente atribuidas a O. unilateralis. Serdo necessarios estudos das caracteristicas mi-
cro-morfologicas dos esporos do fungo e da sua forma de germinagdo para uma melhor com-
preensdo da relacéo entre estes fungos e seus hospedeiros.

As formigas séo frequentemente citadas como agentes importantes nos ecossistemas
de florestas tropicais (Fittkau & Klinge, 1973; Folgarait, 1998; Hughes & Westoby, 1990;
Underwood & Fisher, 2006), tornando esses fungos entomopatogénicos, potenciais agentes no
controle natural de populagdes nos ecossistemas (Evans, 1974). Apesar da importancia ecolo-
gica destes fungos, poucos trabalhos foram feitos sobre a dindmica temporal e distribuicdo

espacial das infec¢des (Sanjuén et al., 2001 e Pontoppidan et al., 2009).
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Sanjuén et al., (2001) coletaram Ophiocordyceps na Amazdnia colombiana, encon-
trando 868 specimens, sendo 207 e 661 nas épocas seca e chuvosa, respectivamente. Em am-
bos os periodos, foram encontradas quatro espécies de Ophiocordyceps parasitando formigas
(Ophiocordyceps unilateralis, O. australis (Speg.) G.H. Sung, J.M. Sung, Hywel-Jones &
Spatafora 2007, O. kniphofioides var. ponerinarum (H.C. Evans & Samson) G.H. Sung, J.M.
Sung, Hywel-Jones & Spatafora 2007, e O. lloydii var. binata (H.C. Evans & Samson) G.H.
Sung, J.M. Sung, Hywel-Jones & Spatafora 2007 (Ascomycota, Hypocreales). Pontoppidan et
al. (2009) realizaram coletas na Tailandia em dois periodos, 2006 e 2007, encontrando dife-
rengas entre eles. Algumas unidades amostrais (transectos e parcelas) tiveram um pequeno
crescimento ou diminuigdo de um ano para o outro. Esta variagao, pode ser devido diretamen-
te a variacdo de microclima, e indiretamente pela acdo de insetos e microorganismos que co-
lonizam as formigas mortas nessas condicdes.

Outro estudo, realizado por Hawkes et al. 2011, ao longo de quatro anos, mostrou que
fungos de solo, foram altamente sensiveis as chuvas se compararmos as taxas de precipitacdo
intra e inter-anuais, levando a alteracfes na abundancia e composicdo das comunidades estu-
dadas. Isso quer dizer que, os fungos nao s6 responderam as variagdes entre 0s anos, mas que
também houve respostas rapidas as chuvas esporadicas. Entre os fatores que potencialmente
podem influenciar a composicdo da comunidade microbiana, o teor de agua no solo é particu-
larmente importante (Sylvia et al., 1999). Na Amaz6nia, ocorrem &reas de baixio com solo
arenoso e umido e areas de platd com solo mais argiloso e seco (Ribeiro et al.1999). Porém,
ainda é desconhecido se ha influéncia do solo na interacéo entre Ophiocordyceps — formigas.

Segundo Harrison e Cornell (2008), em estudos de grande escala, a riqueza de espécies
pode ser fortemente afetada por influéncias em meso e micro-escala, tais como dispersdo, ex-
tincdo local e heterogeneidade espacial. Estudos, como os realizados nos moldes do programa
PPBio (Gentry 1982, Magnusson et al. 2005), formam uma ligacdo entre 0s processos de
grande escala (regional) e o0s processos em pequena escala (local), minimizando estes possi-
veis efeitos negativos. Estudos realizados dentro deste formato permitem a comparacéo entre
areas relativamente distantes, a fim de se comparar a diversidade, abundancia e aspectos da
biologia dos fungos entomopatogénicos entre as areas coletadas, nos revelando também, par-
ticularidades de cada local.

Existem evidéncias que o padrédo de distribuicdo espacial dos Ophiocordyceps € agre-
gado em micro escala (até 10 m?) (Pontoppidan et al. 2009), mas pouco se conhece da distri-

buicdo espacial desses fungos em escalas maiores bem como sua possivel associacdo com fa-
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tores ambientais. Andrade (1980) coletou Ophiocordyceps do complexo unilateralis que ata-
cam formigas na Amazonia brasileira, sendo encontrado um namero alto de infecgdes (cerca
de 3.500 individuos infectados). Na Amazénia brasileira, esses dados de infeccdo sdo desco-
nhecidos, assim como as espécies de Camponotus Mayr (1861) (Hymenoptera, Formicinae)
infectadas. As perspectivas de se encontrar uma diversidade enorme desses fungos na Amazo-
nia sdo altas, visto que, as condi¢des de alta umidade e temperatura por longos periodos do
ano sao pré-requisitos para as infec¢des fungicas (Evans, 1974).

Os fungos entomopatogénicos, como 0s Ophiocordyceps, podem ser infectados por
outros fungos, chamados de hiperparasitas. Sendo que estes, podem desempenhar um papel
crucial no controle da interacdo parasita-hospedeiro, se estes, estiverem estabelecidos com
sucesso nesta comunidade (Morozov et al. 2007, Andersen et al. 2012).

Os objetivos deste trabalho foram, a) comparar o nimero de infecgbes por Ophio-
cordyceps unilateralis sensu lato, em formigas do género Camponotus entre 0s periodos seco
e chuvoso em uma éarea de floresta ombroéfila densa da Amazénia central, (Reserva Ducke -
AM); b) comparar a taxa de infeccdo desta area com outras duas areas da Amazonia, que in-
cluem um mosaico de floresta densa, savana fechada e savana aberta (Parque Nacional do Vi-
rua - RR) e uma floresta semi-descidua (Estacdo Ecoldgica de Maracé - RR). C) realizar um
levantamento de espécies de formigas do género Camponotus infectadas por Ophiocordyceps
unilateralis s.1., d) levantar o grau de hiperparasitismo de outros fungos sobre O. unilateralis
s.L, €) investigar se ha influéncia na porcentagem de argila no solo com o nimero de infec-
¢des ocorrentes pelo fungo nas formigas, f) Comparar esporos e a germinacgédo de alguns fun-
gos para verificar se os individuos com caracteristicas de O. unilateralis representam na reali-

dade mais de uma espécie.
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MATERIAL E METODOS

Area de estudo - As coletas foram realizadas em trés sitios de pesquisa do Programa de Pes-
quisas em Biodiversidade (PPBio / MCT) instalados na: Reserva Ducke (AM), Estacdo Eco-
I6gica de Maraca (RR) e Parque Nacional do Virua (RR). As trés areas visitadas no presente
estudo cobrem um gradiente latidudinal e abrangem uma heterogeneidade ambiental ampla,
incluindo areas de savanas abertas e fechadas, florestas densas e areas sujeitas e diferentes
regimes de inundacdo (Baccaro et al., 2012). Os dados de granulometria do solo foram obti-

dos pelo site do PPBio (http://ppbio.inpa.gov.br/).

Atlantic
Ocean -

Fig. 1 — Mapa das areas de estudo. Quadrados representam as trés areas amostradas. No detalhe, os circulos pretos representam os transectos
de 250m espacialmente arranjados numa érea de 5 x 5 km. Fonte: Baccaro et al., 2012.

Reserva Ducke - A Reserva Rucke possui aproximadamente 10.000 ha, localizada a Nordeste
de Manaus (02°55°S, 59°59°W), no km 26 da Rodovia Manaus - Itacoatiara (AM - 010). Sen-
do composta por florestas de terra-firme, representadas por formagGes de platd, vertente e
baixio, e também campinaranas. As florestas de platé ocorrem nas areas mais altas, sobre solo
argiloso, com dossel de 35 a 40 m (arvores emergentes > 45 m) (Ribeiro et al. 1999). As flo-

restas de vertente representam a transicao entre o platé e

22


http://ppbio.inpa.gov.br/

Fig. 2: Mapa da regido de Manaus. Fonte: http://ppbio.inpa.gov.br/Port/inventarios/nrrr/ducke.

o0 baixio, ocorrendo sobre terreno inclinado, com solos variando de argilosos a arenosos, e
com dossel entre 25 e 35 m. As florestas de baixio ocorrem nas planicies aluviais, sobre solo
arenoso, onde ocorrem inundagOes periodicas na estacdo chuvosa, com dossel entre 20 e 35
m, com muitas arvores com raizes superficiais. O sub-bosque das florestas de baixio é mais
denso gue o de platd, sendo abundante em palmeiras acaules (Ribeiro et al. 1999). A tempera-
tura média é de aproximadamente 26°C, variando pouco ao longo do ano. A estagéo seca (pre-

cipitagdo mensal < 100 mm concentra-se entre Julho e Setembro (Marques Filho et al. 1981).
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Fig. 3 Parcelas do PPBio na Reserva Ducke. Os pontos vermelhos correspondem as parcels coletadas. fon-
te:http://ppbio.inpa.gov.br/Port/inventarios/ducke/pterrestre/duckesrt
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Estagdo Ecolégica de Maraca.- A Estagdo Ecoldgica de Maracd (ESEC Maraca) esté a
135 km de Boa Vista, localizada em uma ilha no Rio Uraricoera no Estado de Roraima,
na confluéncia de savanas e Florestas Amazonicas (3°22°N, 61°27°W). A ESEC Maraca
possui uma area total de 103.976,48 ha e € formada por um arquipélago fluvial com
mais de duzentas ilhas e ilhotas. O terreno é plano (elevacéo de 55-83 m acima do nivel
do mar), com pequenos riachos intermitentes (Baccaro et al,. 2012). A ilha principal,
chamada Ilha de Maracé (onde foram feitas as coletas), tem formato triangular e cobre

uma é&rea aproximada de 830km?.
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Fig. 4: Mapa da Estagdo Ecolégica de Maraca. Detalhe da grade das parcelas em Amarelo (Aproximagdo abaixo). Fonte:
http://esecmaracarr.blogspot.com/p/esec-maraca.html

Fig5: Mapa da ESEC Maracd. Os pontos vermelhos correspondem as  areas  coletadas.  Fonte:
http://ppbio.inpa.gov.br/Port/inventarios/nrrr/maraca/
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Parque Nacional do Virud - O Parque Nacional do Virua (elevacdo de 48-130 m acima
do nivel do mar) tem mais de 227.000 ha e é localizado no municipio de Caracarai
(RR). O solo e predominantemente arenoso, pobremente drenado, sendo as inundagoes
causadas em sua maior parte por chuvas locais. O clima é equatorial (quente e imido),
apresentando pequena estacdo seca, com maiores quedas pluviométricas no outono. Na
sua parte Sul, a area compreende uma vasta superficie praticamente plana, com predo-
minio de solos arenosos e mal drenados, com grande quantidade de lagoas. Na parte
Norte do Parque, ocorrem morros residuais com altitudes modestas. Ao longo da exten-
sdo Oeste, delimitada pelo Rio Branco, ha ocorréncia de planicies aluvionares inunda-
veis, situacdo observada também na porcdo Sul, ao longo do Rio Anaua

(http://ppbio.inpa.gov.br/).

26



e

‘o
Jacorgmfjmeciicn

(W

L3

N AR
acional do.Virua
S A ¥ »10

adDog Consulting.
009[TérraMetrics
76 2009 Eutopal Technologies
iage © 2008 DigitalGlobe
saming |11]1]]1|_100%

Fig 6: Foto de satélite do Parque Nacional do Virua (detalhe da grade em laranja, abaixo). Foto: Juliana Schietti.
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Fig.7: Mapa da grade do PPBio (Parque Nacional do Virud). Os pontos vermelhos correspondem as areas coletadas. Fonte:
http://uleinpa.blogspot.com/2009/02/conheca-o-parque-nacional-do-virua-em.html
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Coleta das formigas e fungos.- Nas 3 &reas visitadas (Reserva Ducke, Maraca e Virua) 9
parcelas terrestres da grade de trilhas do PPBio foram utilizadas para as coletas. Os
transectos fazem parte das Parcelas Permanentes, criadas pelo Projeto Ecologico de
Longa Duracdo (PELD / CNPq), e possibilitam o estudo integrado e o monitoramento
da distribuicdo de organismos de diferentes grupos biolégicos em mesoescala e larga
escalas. Este estudo seguiu a metodologia RAPELD (Magnusson et al. 2005), onde cada
unidade amostral (parcela) foi representada por um transecto de 250 m de extensdo, com
2 m de largura, totalizando 500 m? amostrados. O maior eixo da parcela seguiu a curva
de nivel do terreno, reduzindo a variag&o dos fatores correlacionados espacialmente com
a altitude em cada parcela. A distribuicédo espacial das parcelas foi regular, sendo 1 km a
menor distancia entre elas.

As coletas na Reserva Ducke foram feitas (parcelas com circulo vermelho na
fig.2) em duas épocas distintas, uma na época seca (Julho e Agosto de 2011) e outra na
época chuvosa (Janeiro de 2012). Em cada sitio de pesquisa situado em Roraima, nove
parcelas foram amostradas no més de Fevereiro de 2012 (época seca). Todas as formi-
gas infectadas foram registradas e as que apresentavam fungo com corpo de frutificacdo
maduro, foram coletadas para identificacdo. Todas as formigas infectadas de espécies
diferentes apresentando fungo maduro ou ndo, bem como individuos de todas as espé-
cies de formigas ndo-infectadas também foram coletadas. As formigas foram alfinetadas
conforme metodologia padrédo, sendo as espécies identificadas. Todas as amostras cole-
tadas foram mantidas em caixa entomoldgica com silica gel, para tirar toda a umidade
da colecéo e evitar o crescimento de hiperparasitas. As coletas foram realizadas entre
8:00 h e 16:00 h, sendo amostradas em média trés parcelas por dia.

As formigas infectadas foram classificadas em quatro grupos: anamorfo, madu-
ro, velho e hiperparasitado. O estagio chamado de Anamorfo representa a fase inicial do
crescimento do fungo na formiga. O estadgio maduro refere-se aqueles em que o fungo
esta pronto para liberar os esporos. Velhos foram considerados aqueles encontrados se-
cos, danificados pelo tempo devido a idade, ou somente um vestigio tipico da infec¢do
como, por exemplo, somente a cabeca encontrada mordendo a folha. Aqueles conside-
rados como Hiperparasitados s@o aqueles que o fungo encontrava-se com parasita, o que
normalmente ocorre em fungos ja velhos, tornando-os estéreis (Andersen et al. 2012).
Para a obtencdo dos esporos e suas estruturas de infeccdo (capiliconidia), os fungos
classificados como maduros, foram afixados na parte superior de Placas de Petri con-

tendo a mistura Agar — Agua. Esse método de coleta dos esporos foi utilizado, apds i-
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nameras tentativas feitas diretamente nas laminas de microscopia, sem sucesso. Os fun-
gos liberavam os esporos, que caiam na mistura abaixo, entre 24h e 72h, sendo que em
alguns espécimes ndo houve liberagdo, mesmo estes, estando maduros.

Os insetos infectados com o fungo foram depositados na Colecdo Entomoldgica
do INPA, e alguns deles enviados para a Universidade do Estado da Pennsylvania
(Pennsylvania State University) para estudos moleculares e taxondmicos posteriores.

Andlise de dados.- Comparamos o numero de formigas infectadas em cada estagio de
desenvolvimento do fungo entre as estacOes secas e chuvosas usando o teste de Wilco-
xon pareado (W), onde cada parcela representou um par de observagdes. As quantidades
de formigas infectadas entre os sitios de pesquisas foram comparadas com o teste de
Kruskal-Wallis, da mesma forma que no primeiro teste investigamos diferencas entre o
namero de formigas infectadas em cada estagio de desenvolvimento do fungo. Tanto o
teste de Wilcoxon como de Kruskal-Wallis possibilitam a comparacdo de médias quan-
do a distribuicdo dos dados néo segue distribuicdo normal, como neste caso.

Usamos regressdes simples para investigar as relagdes entre a prevaléncia de
infeccdo (numero de formigas infectadas) por estagio de desenvolvimento do fungo e a
porcentagem relativa de areia no solo por sitio de coleta. A porcentagem relativa de a-
reia do solo é uma medida indireta e estacionaria da umidade. Areas com solos mais a-
renosos normalmente estao situadas nos baixios que sdo mais umidos, comparados com
os platds. As analises foram realizadas com o programa estatistico R (R Development
Core Team 2011).

RESULTADOS

Durante o estudo foram encontradas 17 espécies/ morfoespécies de formigas do
género Camponotus infectadas. O total de formigas infectadas por Ophiocordyceps uni-
lateralis sensu lato encontradas na Reserva Ducke foi de 59 na época seca e 177 na é-
poca chuvosa, 136 em Virua e 52 em Maraca, totalizando 424, sendo as duas Gltimas
localidades amostradas durante o periodo seco. Outras especies de fungos do género
Ophiocordyceps atacando formigas também foram encontradas e coletadas, porém nao
foram contabilizadas para o presente estudo, sendo estas: O. australis, O. kniphofioides
var. ponerinarum € var. dolichoderi (H. C. Evans & Samson) G.H. Sung, J.M. Sung,

Hywel-Jones & Spatafora, O. lloydii var. lloydii (H.C. Evans & Samson) G.H. Sung,
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J.M. Sung, Hywel-Jones & Spatafora 2007) (esta Gltima, somente em Maraca e em Vi-
rua).

Na época chuvosa o nimero de fungos maduros produtores de esporos foi de 44,
contra apenas 8 na época seca (W = 11; p = 0,008 - figura 8). O numero de formigas in-
fectadas pelo fungo foi significativamente superior no periodo imido comparado com o
periodo seco (W =5; p = 0,002). A quantidade de Camponotus infectadas com o fungo
ativo (maduro) ou em crescimento (anamorfico) foi aproximadamente sete vezes maior
na estacdo chuvosa, comparado com o periodo seco (W = 4,5; p = 0,001). Porém, nao
encontramos relacdo de granulometria (% de areia no solo) com as infec¢des causadas
pelo fungo (P>0,05 para todos os estagios).

Foi encontrado um ndmero semelhante de formigas infectadas categorizadas
como velhas (W = 30; p = 0,297) e hiperparasitadas (W = 26,5; p = 0, 171). Encontra-
mos 39 e 41 fungos no estagio velho e 5 e 6 hiperparasitados, nas épocas seca e chuvo-

sa, respectivamente.
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Figura 8: Numero de formigas de género Camponotus infectadas em cada estagio de desenvolvimento do
parasita nas estagfes seca (2011) e chuvosa (2012), na Reserva Ducke, AM. Os asteriscos representam
diferencas significativas (p < 0,05) entre a estacdo seca e chuvosa de acordo com teste de Wilcoxon pare-

ado.

O numero de espécies de Camponotus infectadas pelo fungo Ophiocordyceps u-

nilateralis s.l. na Reserva Ducke foi significativamente distinta entre os dois periodos
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estudados. Assim como houve uma proporcao de trés vezes mais registros de infecgéo
no periodo chuvoso, também houve um nimero trés vezes maior de espécies infectadas
na Reserva Ducke no mesmo periodo. Foram encontradas na época chuvosa 15 espé-
cies/ morfoespécies de formigas infectadas e na época seca, apenas 5 (Tabela I). Houve
também diferengca no nimero de espécies encontradas infectadas entre as trés areas na
época seca (Tabela I1). A espécie Camponotus atriceps foi a mais frequente, sendo en-
contrada nas trés areas de estudo, seguida por C. bidens. Algumas formigas foram cole-

tadas apenas uma vez como C. canescens, C. ager, C. apicalis e C. cf. rapax.

Tabela 1. Espécies de formigas infectadas por Ophiocordyceps unilateralis s.l. na Reserva Ducke.

Espécie Epoca seca Epoca chuvosa
Camponotus ager X
Camponotus apicalis X
Camponotus atriceps X

Camponotus bidens X
Camponotus canescens X

Camponotus cf. femoratus X
Camponotus chantifex X
Camponotus crassus X

Camponotus nidulans X
Camponotus prox. helleri X
Camponotus Prox. sexgutattus X
Camponotus senex X
Camponotus sexgutattus X

Camponotus Sp. X

Camponotus spl X
Camponotus sp2 X
Camponotus Sp3 X
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A quantidade de formigas infectadas por transecto foi semelhante entre as trés
areas de coleta (Figura 2). Embora o numero total de formigas infectadas tenha sido um
pouco superior no Parque Nacional do Virua (fig. 9), a diferenca ndo foi estatisticamente
significativa (Teste KW, P>0,05 para todas as comparacdes por fase do desenvolvimen-
to e total). Em todos os transectos havia uma tendéncia a encontrarmos as formigas in-
fectadas espacialmente agrupadas em maior ou menor grau, entretanto, foram encontra-
das formigas infectadas em todos os transectos das trés areas, o que demonstra que na

escala do grid a ocorréncia esta bem distribuida.
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Figura 9. Nimero de Camponotus infectadas em cada estagio de desenvolvimento do parasita entre trés
sitios de pesquisa: Reserva Ducke, situada no Amazonas e ESEC Maraca e ParNa do Virua, ambos situa-

dos no estado de Roraima (Epoca Seca).

Tabela I - Espécies de formigas encontradas infectadas por Ophiocordyceps unilateralis s.l.

RESERVA DUCKE MARACA VIRUA
Camponotus atriceps Camponotus atriceps Camponotus atriceps
Camponotus canescens Camponotus senex Camponotus cf. rapax (Rainha)
Camponotus crassus Camponotus sp.5 Camponotus chantifex
Camponotus sexgutattus Camponotus Sp.6
Camponotus sp. 1 Camponotus Sp.7

Camponotus sp. 2

Camponotus sp. 3
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Os esporos que foram coletados em placas de Petri (Agar-agua) foram observa-
dos até sua germinacéo, que ocorre normalmente entre 24h até 72h (Harry Evans, co-
municacdo pessoal), quando estes ndo germinavam, eram entdo fotografados e descarta-
dos. Foram encontradas diferengas morfoldgicas entre os fungos que atacavam espécies
distintas de Camponotus. As principais diferencas encontradas foram em relagcdo aos
esporos, sendo o tamanho e formato os principais caracteres observados. Apds a germi-
nacao, notou-se também, grande diferenca entre os capiliconidias de cada espécie (Fig.
10 e Tabela I11).

A —

Fig. 10: Espécies de Camponotus infectadas por Ophiocordyceps € seus esporos com germinacao de capi-
liconidia. (A - B) - Camponotus atriceps, (C - D) — Camponotus bidens, (E — F) — Camponotus senex, (G
—H) — Camponotus sp.1.
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Tabela III: Comparacio de esporo entre algumas das Morfoespécies de fungos coletadas (RD —

Reserva Ducke; V — Parque Nacional do Virua, M — Estacao Ecologica de Maraca).

HOSPEDEIRO ASCOSPOROS LOCAL
TAMANHO (um) CAPILICONIDIA
(Hm)
Morfoespécie 1 C. atriceps 92- 128 x 2,56 - 4,12 129 RD, V, M
Morfoespécie 2 C. senex 71-89x2,89-4,39 66 RD, V, M
Morfoespécie 3 C. bidens 73-95x2,74 - 4,34 64 RD
Morfoespécie 4 C.sp.1 65-86x°? 116 \Y

DISCUSSAO

A grande diferenca no nimero de infec¢bes nos estagios anamorfo e maduro en-
tre os periodos seco e chuvoso na Reserva Ducke evidencia a importancia da umidade
na sobrevivéncia do esporo e na eficiéncia da infeccdo de formigas. A ocorréncia de
fungos na época seca é um resultado igualmente importante, pois mostra que mesmo
nessa epoca a umidade é suficiente para a manutencédo do ciclo de infecgdes. A relacao
entre umidade e abundancia é comum para muitas espécies de fungos (ex. Lindblad
2001, Braga-Neto et al. 2008, Hawkes et al. 2011). Braga-Neto et al (2008), realizaram
coletas de fungos de serrapilheira em uma area de floresta ombroéfila densa na Amazénia
Central, e também encontraram uma marcada influéncia do regime de chuvas na diver-
sidade e abundancia desses organismos. Entretanto, ao contréario de outros fungos que
utilizam um substrato mais perene, os fungos entomopatogénicos podem ter sua dindmi-
ca mais dependente da manutencdo de um ciclo de infec¢des na época seca. A relagédo
entre umidade e abundancia de fungos entomopatogénicos que encontramos corrobora
com o descrito em trabalhos anteriores (Luz & Fargues (1997), Fargues & Luz (1998),
Arthurs & Thomas (2001), Pontopiddan et al. (2009)), entretanto, por ser um fator cha-
ve na compreensdo da biologia do fungo, ainda precisa ser investigado mais profunda-
mente.

A germinacéo de capiliconidia somente em Placas de Petri com agar-agua, tam-
bém indica a necessidade de uma umidade mais alta e constante para a sobrevivéncia e

germinacdo dos esporos de Ophiocordyceps unilateralis s.1.. Este fato pode ser decisivo
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na infeccdo de novas formigas ja que na seca, essas estruturas, vitais para a infecgdo do
hospedeiro, provavelmente ndo se formariam. Porém, o fato de termos encontrado fun-
gos anamorficos na fase seca reforca a ideia de uma possivel resposta rapida a fatores
ambientais (ver Hawkes et al. 2011), sendo que chuvas esporadicas podem funcionar
como um “gatilho” (“trigger”), estimulando o inicio do crescimento dessas estruturas de
infeccdo (capiliconidia). Sendo assim, um nimero mesmo que pequeno, mas fundamen-
tal de fungos ativos e esporos no ambiente na época seca € mantido.

Encontramos pouca variacdo no nimero de fungos categorizados como velhos
entre as épocas seca e chuvosa na Reserva Ducke. Isto indica que o nimero de fungos
desta categoria pode ser utilizado como um indice de abundancia local de Ophiocordy-
ceps em Camponotus com menor dependéncia da variacdo sazonal para estudos compa-
rativos em avaliacdes espaciais. Por outro lado, estudos sobre a dindmica temporal da
relacdo entre hospedeiro e parasitas deveriam utilizar apenas as categorias anamofico e
maduro. Apenas recentemente este tipo de categorizacdo tem sido utilizada em estudos
deste fungo (Andersen et al. 2012).

A taxa de hiperparasitismo foi inferior a 6%, ndo representando, aparentemente,
um impacto sobre essas populagdes de fungos. Este resultado, difere completamente do
encontrado por Andersen et al. (2012) em coleta em uma regido da Mata Atlantica em
Minas Gerais. Tal estudo encontrou um porcentual de 55,4% do total de Ophiocordy-
ceps sendo atacados por outros fungos, sendo estes entdo, responsaveis pela castracéo
destes fungos e diminuindo o impacto destes parasitas nas populacées de Camponotus.

Apesar das areas de estudo estarem distantes latitudinalmente umas das outras,
implicando em diferencas climaticas, de vegetacdo e de composicdo das comunidades
de formigas (Souza et al. 2012), ndo houve diferenga significativa na infec¢do de Cam-
ponotus entre elas. Este resultado néo era esperado, principalmente considerando as di-
ferencas na duracdo da estagdo seca entre as areas. Mesmo a Amazonia sendo um ambi-
ente heterogéneo, com &reas de floresta ombrofila densa, floresta semi-descidua, sava-
nas abertas e fechadas (Baccaro et al. 2012), a taxa de infecgdo pode ser relativamente
homogénea em grande parte de sua extensdo. Seria interessante a comparacgao da resis-
téncia ao dessecamento dos esporos dos fungos entre estas areas diferentes.

Os esporos sdo um dos mais importantes caracteres morfologicos para a identifi-
cacgdo e descrigdo de fungos Cordyceps e géneros afins, como Ophiocordyceps (Petch
1931, Kobayasi 1939, 1941, 1982, Kepler et al. 2011). Sendo assim, comparamos as

caracteristicas dos esporos de O. unilateralis que atacavam diferentes espécies de for-
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migas nos trés locais amostrados. Os esporos diferiram entre as espécies de formigas
infectadas, mas foram similares intra-especificamente, mesmo em &reas distantes (cerca
de 800 km). Este resultado corrobora a sugestdo de Evans et al. (2011), que Ophio-
cordyceps unilateralis s.l. na realidade ¢ um complexo de espécies, havendo necessida-
de do estudo mais minucioso da morfologia e germinacao dos esporos, para assim, sepa-
rar essas espécies. A variacdo no tamanho e formato dos esporos, assim como a diferen-
ca da formacdo de capiliconidia, podem também, refletir adaptacGes para a infeccédo
mais eficiente de seus hospedeiros, com aspectos de vida diferentes entre si. Porém,
com os dados disponiveis atualmente, essa afirmagdo ndo é possivel, havendo necessi-
dade de estudos adicionais neste sentido.

Das 5 espécies encontradas na época seca na Reserva Ducke, apenas 2 foram
comuns com as 15 espécies encontradas na época chuvosa. Isto indica que o nimero de
espécies de Camponotus infectadas é provavelmente bastante superior as 17 encontradas
no total. Ndo ha dados sobre o numero total de espécies de Camponotus na Reserva
Ducke, Maraca e Virua. O unico trabalho realizado para o levantamento das espécies
ocorrentes nesses locais foi de Souza et al (2012), que levantou 17 espécies para Reser-
va Ducke, Maraca e Virué juntos, mas apenas com base em armadilhas de solo. Porém,
formigas do género Camponotus sao espécies predominantemente arboreas (Holldobler
& Wilson, 1990), sendo que a amostragem ideal para este tipo de formiga seria com ar-
madilhas especificas para espécies arboreas. E bem possivel que a maioria, ou mesmo
todas as espécies de Camponotus sejam parasitadas por este fungo. A provavel grande
diversidade de fungos que atacam formigas é um indicio que esta relacdo de parasitis-
mo-hospedeiro seja bastante antiga. Estudos moleculares apontam que Ophiocordyceps
unilateralis s.1., especiou-se ha cerca de 40 milhdes de anos atras, porém o primeiro re-
gistro de fungo entomopatogénico data de ente 99 - 105 milhdes de anos atras. Este fos-
sil ndo € apenas a mais antiga evidéncia de fungos parasitas de animais, mas como tam-
bém continha caracteristicas morfoldgicas similares ao estagio anamoérfico de Ophio-
cordyceps (Hirsutella € Hymenostilbe) (Sung et al., 2008). Esse fossil, tdo similar ao
anamorfo de Ophiocordyceps pode ser um indicio de que estes fungos também poderi-
am estar atacando formigas ha muito mais tempo do que se acredita atualmente, sendo
que estas, apareceram na Terra ha cerca de 120 milhdes de anos atras (Fernandez, 2003).
Estudos comparados de filogenia dessas espécies cripticas e seus hospedeiros poderao

ajudar a entender melhor a evolugdo desta relagéo.
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