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“Absence of evidence is not evidence of absence.”

Carl Sagan

“We should preserve every scrap of biodiversity as priceless while we learn to use it

and come to understand what it means to humanity.”
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“If you really want to study evolution, you've got go outside sometime, because you'll

see symbiosis everywhere!”
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RESUMO GERAL

MOURA, Carlos Alberto Ribeiro de. Influéncia das formigas edaficas nas propriedades fisicas,
quimicas e microbiologicas do solo em um gradiente de uso da terra. 2019. 000 p. Tese
(Doutorado em Agronomia, Ciéncia do Solo). Instituto de Agronomia, Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2019.

Este estudo abordou os efeitos decorrentes da acdo da mimercofauna sobre a bioturbagao e estoques
de nutrientes em solos sob manejo agroecologico, ocorréncia de fixacdo bioldgica em Solenopsis e
atracdo de formigas por cultivos de plantas atrativas. Foram avaliados XXXXXXXXXXXXXXXXXXX. A
granulometria do material movimentado depositado na forma de monticulos ???. Os teores de
nutrientes foram ????. O microbioma associado ao solo modificado pelos ninhos apresentou ??

acetileno nos individuos de Solenopsis invicta in vivo foram quantificada uma taxa média de fixagao
bioldgica de nitrogénio de n kg/ha/ano. As operarias de S. invicta submetidas a analise de 16S rRNA
apresentaram n OTU’s possiveis candidatas a estarem entre as espécies de bactérias responsaveis
pela FBN nestas formigas. Este estudo refor¢a a importancia das Formicidae nos agroecossistemas
e ¢ o primeiro estudo a quantificar a FBN endogena em formigas e a correlacionar as taxas de
bioturbagao a diversas espécies edaficas.

Palavras-chave: Bioturbacao. Analise de redugao de acetileno. Metagendmica.



GENERAL ABSTRACT

MOURA, Carlos Alberto Ribeiro de. Influence of edaphic ant fauna on physical, chemical
and microbiological properties of soils in a land use gradient. 2019. 000 p. Thesis (Doctor
Science in Agronomy, Soil Science). Instituto de Agronomia, Departamento de Solos,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2019.

This study addressed the effects of myrmecofauna on the diversity and dispersion of
growth promoting microorganisms (microbiome), bioturbation and nutrient stocks in soils
under agroecological management. The volumes of soil moved according to the soil horizons
and their variations among nests of several species of soil ants were evaluated, with volumes
varying from n L to n + 1 L. The granulometry of the bent material deposited in the form of
mounds ???. The nutrient contents were. The microbiome associated with the soil modified by
the nests presented ??? taxonomic units (OTU's) and was ??? of the surrounding soil. With the
acetylene reduction analyzes in Solenopsis invicta individuals in vivo, a mean biological
nitrogen fixation rate (BNF) of n kg /ha/year was quantified. The workers of S. invicta
submitted to 16S rRNA analysis had n OTU's possible candidates to be among the species of
bacteria responsible for BNF in these ants. This study reinforces the importance of Formicidae
in agroecosystems and is the first study to quantify the endogenous BNF in ants and to correlate

the rates of bioturbation to several edaphic species.

Keywords: bioturbation, acethylene reduction assay, metagenomics.



SUMARIO

RESUMO GERAL ..ottt ettt ettt et e st e e essbeensaessseenseessnesnseens 1
GENERAL ABSTRACT .ottt ettt ettt e e et e etaessaeesbeessseensaesnseenns 2
INTRODUGCAO GERAL ...ttt ettt ev e en e enesen s s eneas 1
CAPITULO Lot 1
RESUMO ...ttt et ettt et e st e e bt e s ab e e stesabe e seeesbeeseeensaensseenseensnesnseans 2
ABSTRACT ...ttt ettt ettt e et esteeesbe e taeesbeesseeesseessaeesseeseessseessessseenseans 3
1 INTRODUGAO ..ot 4
2 REVISAO DE LITERATURA .....coooitiiitieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 4
3 MATERIAL E METODOS .....oooiiiiriiiiieinieesie s 10
3.1 ATEA @ ESTUAD ..ottt e e e et e et e s et e e eeeeeeeenaene 10
3.2 Atributos Fisico € Quimicos d0 SOl0........cccoiiieiiiiiiiiecciie e 10
3.3 Extracao ¢ Identificag@o FIitOlItOS .......cccouiiiiiiiiiiie i 11
3.4 Identificacdo de FOIMIZAS........cccuieruiiiiiiiiieiieeiieste ettt et ettt e et eebeeenee e 13
3.5 AnNAliSes EStatiStICaAS ... ...oiiiiiiiiii ittt et eaaeas 14
4 RESULTADOS E DISCUSSAOQ.......oririiriiriieieieieieiseieseseie s seesaes 15
5 CONCLUSOES ......ooiiiiiiiiiiiieiie ettt 27
CAPITULO I ..ot 29
RESUMO ...ttt ettt ettt et e et e et e e as e esbeessaeesseessseesseessseenseessseenseessseensaens 30
ABSTRACT ...ttt ettt ettt e et e st e e bt e s b e enbeesabeenbeaeaseenseesnseenseesnseenses 31
1 INTRODUGAO ...t 32
2 REVISAO DE LITERATURA ........coooirieieirieirei ittt 32
3 MATERIAL E METODOS ...t 37
3.1 ATCA A€ COLOtA. ..ot e e e eeneeeeae 37
3.2 Coleta e Acondicionamento dos Individuos e Exposicao ao Acetileno ...........c.ccuueeee... 37
3.3 Analise de Redugao de ACEHIENO .......cooviiiiiiiiciie e 38
3.4 Microbioma de SOIenopSiS iMVICIA ............oeeeueeeecueeieiieeeiieeciee e eeesvae e e saee e 39
4 RESULTADOS E DISCUSSAOQ ..ottt seesses 41
5 CONCLUSOES ......ooiiiiiiiiiiiieiie ettt 49
CAPITULO L ...t 50
RESUMO ...ttt ettt ettt et e et e et e e as e esbeessaeesseessseesseessseenseessseenseessseensaens 51
ABSTRACT ...ttt ettt ettt e et e st e e bt e s b e enbeesabeenbeaeaseenseesnseenseesnseenses 52
1 INTRODUGAO ...t ee e 53
2 REVISAO DE LITERATURA ..ot 53
3 MATERIAL E METODOS ..ot 61
3.1 ATCA A€ ESTUAO. ...t eer e 61
3.2 Plantas utilizadas e desenho experimental.............cccceeviiiieiiiiieiiieeiiiece e 61
3.3 ANALISE CStALISTICA. . eccuviiieiiieeeiiieeeiiee ettt ettt e e et e e st e e e ab e e e staeeetae e e aeeeeabaeeeanaeenareeenns 63
4 RESULTADOS E DISCUSSAOQ ...ttt 63
5 CONCLUSOES ..ottt sttt 69
CONCLUSOES GERALIS ..ottt st 71

REFERENCIAS BIBLIOGRAFTICAS ... s e e s senenes 73



INTRODUCAO GERAL

O estudo dos impactos do manejo sobre solos tropicais em agroecossistemas ¢ de grande
importancia uma vez que boas praticas de manejo do solo podem contribuir para sua
recuperagdo e preservacio. As praticas agricolas determinam o nivel de producao de alimentos
e em grande extensao o estado geral do ambiente global, sendo que hoje cerca da metade das
terras agricultaveis ja estdo em uso (TILMAN et al.,, 2002). Dentre os objetivos de
sustentabilidade propostos pelas Nagdes Unidas estd o que prevé: “Proteger, restaurar e
promover o uso sustentdvel de ecossistemas terrestres, manejo sustentavel de florestas,
combater a desertificacdo e suprimir e interromper a degradagdo dos solos e a perda de

biodiversidade” (LUBCHENCO et al., 2015).

Em areas de manejo agroecoldgico espera-se que servigos ambientais sejam mantidos e
que o solo seja preservado de maneira ampla, incluindo sua parte viva (COCK et al., 2012). O
aproveitamento de servigos ambientais de organismos de ocorréncia natural ¢ uma abordagem
de baixo custo, porém subutilizada uma vez que os papéis funcionais dos organismos nao sao
apresentados como estando diretamente ligados a produtividade das culturas, ou seja, nao
possuem um valor econdomico diretamente associado a eles (BRIONES, 2014; EVANS et al.,
2011; SANABRIA; LAVELLE; FONTE, 2014). Apesar de ser pouco utilizado este
aproveitamento ¢ altamente desejavel em cultivos agroecoldgicos onde o uso de insumos deve
ser feito com parcimdnia evitando repetir os erros da agricultura intensiva e altamente

dependente de insumos externos (ALTIERI, 1999).

As formigas sdo um grupo de insetos eussociais hiper diverso, com ampla distribui¢do
e uma biomassa que corresponde a cerca da metade da biomassa total de artropodes e sdo
encontradas em registros fosseis com datas em torno de 135 milhdes de anos (SMITH et al.,
2011; TSCHINKEL, 2003; WARD, 2007; WILSON; TAYLOR, 1964). Sao reconhecidas
como engenheiros do ecossistema e agentes importantes de bioturbagdo e como componentes
dos agroecossistemas contribuem para seu funcionamento e sustentabilidade (BENCKISER,

2010; MARICHAL et al., 2014; MARIN; JACKSON; PERFECTO, 2015).

Podendo apresentar entre as espécies habitos de nidificagdo e forrageamento que podem
variar de endogéicos a arboreos (HOLLDOBLER; WILSON, 1990; KING, 2016) a distribui¢io
das formigas depende da disponibilidade de recursos alimentares, locais disponiveis para

nidificacao e ocorréncia de perturbagdes e variagdes no microclima. No caso das formigas



edaficas depende em especial variagdes na umidade do solo, sendo que o uso de agrotoxicos e
praticas de manejo do solo como a aragdo tendem a influenciar significativamente na
composi¢ao e atividade da mirmecofauna geralmente resultando em uma diversidade menor de
espécies em areas cultivadas (KASPARI; WEISER, 2000; LEVINGS; FRANKS, 1982;
LOBRY DE BRUYN, 1999). Sabe-se que apenas o uso da pratica da aracdo ¢ capaz de reduzir
a densidade de ninhos e o efeito entre 0 emprego combinado de aragdo e irrigagdo também afeta
negativamente o namero de aberturas dos ninhos que por sua vez sao funcdo da atividade da
colonia (WANG et al., 1995). Exemplos de como estes evidenciam que as formigas apresentam
rapida resposta ao stress ambiental e por possuirem curto tempo de geracdo, serem facilmente
coletaveis e relativamente faceis de serem identificadas as torna passiveis de serem utilizadas
como indicadores bioldgicos em agroecossistemas. Entretanto para se utilizar as formigas como
indicadores de solos saudaveis ha a necessidade de antes se entender e identificar quais espécies
ou grupos de espécies tem papéis chave na manuten¢do de fluxos de matéria e energia no
ecossistema. Comumente as formigas sdo estudadas em contexto de desservigos e ndo de
servicos ambientais, nos quais sdo amplamente relevantes, destaca-se também que apenas
poucas espécies de formigas tém algo mais do que sua taxonomia definida, isto €, pouco se sabe
sobre sua ecologia ou fisiologia limitando assim a compreensdo a respeito de seus potenciais
na prestacdo de servicos ambientais (DEL TORO; RIBBONS; PELINI, 2012). O
estabelecimento de quais formigas sdo importantes em termos de qualidade do solo requer
conhecimento e a quantificacdo dos impactos da mimercofauna no perfil do solo e dentre
diferentes tipos de solo (LOBRY DE BRUYN, 1999).

Esta tese traz como hipoteses principais que (i) as alteragdes biomecéanicas promovidas
no solo pelas comunidades de formigas de solo influenciam a disponibilidade de nutrientes; (ii)
que o microbioma de formigas edaficas, um importante componente da fauna do solo aqui
representado pela formiga de fogo (Solenopsis invicta Buren) pode ser uma via de entrada de
nitrogénio via fixagao bioldgica; (iii) e que a presenga de determinados cultivos ou combinagao
de cultivos ¢ capaz de promover a atracdo de formigas para areas agricolas com o potencial de

promover o controle natural de insetos fitéfagos.

A tese foi dividida em capitulos a saber: Capitulo I — Bioturbagao e alteragcdo nos solos
— aborda as alteragdes no solo promovidas por Solenopsis apresentando dados sobre a
movimentagdo de solo ¢ mudangas nos teores de nutrientes com énfase no silicio através da
analise de fitolitos; Capitulo I — Microbioma e fixag¢ao bioldgica de nitrogénio em Solenopsis

— sdo apresentados os referenciais teoricos que levaram a hipotese de que poderia se esperar a



ocorréncia de bactérias fixadoras de nitrogénio no interior das formigas, o teste desta hipdtese
e os dados sobre as quantidades observadas nos resultados dos testes de reducao de acetileno e
a identificagdo das bactérias provavelmente envolvidas no processo; Capitulo III — Plantas
atrativas e a comunidade de formigas edaficas — ¢ descrito um experimento de manejo
conservativo de pragas através do uso de plantas de cobertura do solo sendo apresentados os
dados da comunidade de formigas edaficas. Espera-se assim ao longo destes trés capitulos
destacar o aspecto positivo das formigas nos agroecossistemas e advogar a favor da manutengao

dos servigos ambientais que estas podem fornecer.



CAPITULO 1

BIOTURBACAO E AS ALTERACOES NO SOLO COM ENFASE NA
FERTILIDADE E NA DINAMICA DO SILICIO
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1 INTRODUCAO

O solo ndo pode ser facil e prontamente definido. Nao ao menos por quem reflete sobre
seus mistérios. Um dos componentes do solo ¢ a matéria organica. Ja seria suficientemente
complicado explicar a fracdo “ndo viva” desta matéria organica, mas temos a fracao viva da
matéria organica para adicionar multiplas camadas de complexidade e levantar questdes que
nao sao possuem respostas triviais. Esta parte viva abriga virus, bactérias, fungos, nematoides,
colémbolas, minhocas, formigas e até mamiferos. Parte destes organismos dentre eles as
formigas, sdo capazes de mover solo entre diferentes camadas e promover uma ag¢ao onipresente
na maioria dos solos promovendo assim a bioturbacdo descrita de maneira pormenorizada por

Charles Darwin no final do século XVIII com outros bioturbadores famosos: as minhocas.

Este capitulo langa luz sobre um grupo de formigas comuns em 4reas agricolas, com
ninho conspicuos e conhecida por sua picada e por sua habilidade em invadir 4reas em diversos
paises fora de sua area original de distribuicdo reduzindo a diversidade local de formigas e
outros artropodes. A aspiracao ¢ que além desses dois fatores negativos se conheca e valorize
aspectos positivos da presenga de formigas de fogo sendo que este ¢ um passo inicial para a
percepc¢do, manutencdo e oxald promoc¢do de servigos ambientais disponibilizados por estes

organismos.

Como este componente vivo representado pelas formigas de fogo (Solenopsis invicta
Buren) influencia o solo onde estas estabelecem seu ninho, quais nutrientes sao alterados e qual
seria a magnitude desta alteragdo e suas possiveis causas ¢ o objetivo do estudo apresentado

neste capitulo.

2 REVISAO DE LITERATURA

Darwin nos primérdios da Ciéncia do Solo atribuiu um papel importante aos organismos
do solo em especial em relagdo a formacao dos horizontes superficiais através da bioturbagdo
(DARWIN, 1881). Estas ideias foram discutidas nas obras de Shaler e de Branner, seguidores
de primeira hora das ideias de Darwin sobre formagdo dos solos (BRANNER, 1909; SHALER,
1891). Na Argentina os estudos de Carlos Bruch também contribuiram para se entender a

bioturbagcdo promovida por formigas através da escavacdo de ninhos de diversas espécies



(BRUCH, 1917, 1928). Outro artigo contemporaneo destes ultimos citados ¢ o de Barbour
(BARBOUR, 1897) sobre as Daemonelix e suas variagcdes que se tratam de icnofosseis muito
bem preservados e abundantes do final do periodo Tercidrio presentes em uma formagao
geoldgica no estado norteamericano de Nebraska que possibilitou a formacao de icnofésseis de
carbonato de célcio através do preenchimento de tocas e ninhos de diversos animais fossoriais,
sendo que um de seus tipos recentemente associado a ninhos de formigas (SMITH et al., 2011).
Apos estes estudos do final do século XVIII esta corrente permaneceu latente por muitos anos
sendo revisitadas a partir da décadas de 1960 por diversos autores (BAXTER; HOLE, 1967,
HOLE, 1981; JOHNSON, 1990; PATON; HUMPHREYS; MITCHELL, 1995) e desde entdo
passaram a ter um maior alcance de divulgacdo e um aciimulo de informag¢des. O motivo para
esta laténcia pode ser explicado pela forte influéncia do zonalismo na ciéncia do solo e esta
laténcia nao foi absoluta pois houve a publicacao do artigo de Baxter ¢ Hole e uma referéncia
a formacdo do biomanto em uma versdo do Soil Taxonomy (BAXTER; HOLE, 1967;
BOCKHEIM et al., 2005; JOHNSON, 1990; JOHNSON; SCHAETZL, 2014; PATON;
HUMPHREYS; MITCHELL, 1995).

A bioturbacao decorre da necessidade dos organismos em buscar alimento, abrigo na
matriz do solo e outros fatores essenciais para completar seus ciclos de vida, contribui para a
formagao do solo e para o funcionamento dos ecossistemas, com reflexos também na alteracao
da paisagem (JONES, 2012; PHILLIPS, 2009; WILSKE et al., 2015). Entende-se por
bioturbagcdo no sentido amplo o retrabalho dos solos e sedimentos por todos os tipos de
organismos, incluindo micro-organismos, raizes e animais com habitos de escavagdo
(JOHNSON, 1990). Stricto sensu, bioturbacdo se refere ao incremento na dispersdo de
particulas resultantes do retrabalho feito por animais escavadores (MEYSMAN;

MIDDELBURG; HEIP, 2006).

No Brasil Branner influenciado pelas ideias de Darwin realizou estudos sobre “a
geologia do trabalho das formigas nos tropicos” marcando o inicio dos estudos sobre
bioturbagdo na regido neotropical descrevendo pormenorizadamente inimeros monticulos de
sauvas e cupins localizados na Bahia e em Minas Gerais (BRANNER, 1910). Considerando
apenas o volume do domo ele registrou no sul da Bahia em uma area total de 9 ha um volume
de 2225 m? de terra depositada na superficie. Atualmente ainda é possivel observar as estruturas
descritas por Branner em imagens de satélite que permitem afirmar que estas estruturas se
espalham por dezenas de quilometros na regido de Utinga, estado da Bahia (SOUZA;

DELABIE, 2016) e apresenta uma extensao comparavel a outras estruturas resultantes da



bioturbagdo como os monticulos Mima nos Estados Unidos e as redes de tineis de vombates
na Australia (JOHNSON et al., 2006; LOFFLER; MARGULES, 1980). No Brasil apesar deste
estudo com maior detalhamento ser do inicio da década de 1900 os registros sobre arquitetura
de ninhos e movimentacao do solo ainda sao raros. Recentemente foram descritos de ninhos de
Ectatomma vizzotoi atingindo 3,6 metros de profundidade no municipio de Dourados, ndo hé
no artigo uma descri¢cdo do solo onde este ninho foi construido nem mesmo uma mengao a
classe de solo (VIEIRA; ANTONIALLI-JUNIOR; FERNANDES, 2007). De maneira
semelhante foi descrita a arquitetura dos ninhos e a distribuicdo dos ninhos de Dinoponera
quadriceps sem meng¢ao ao tipo de solo ou alguma de suas caracteristicas (VASCONCELLOS;
SANTANA; SOUZA, 2004). Estes dois estudos apresentam informacgdes relevantes e uteis para
a biologia e ecologia destes organismos, mas adicionam mais evidéncias a tese de que ha uma
falta de interagdo entre os ecélogos de solo e os peddlogos que tem prejudicado o avanco de

estudos no campo da bioturbacao (BOTTINELLI et al., 2015).

Como dito anteriormente os dados de bioturbagdo ainda sdo raros no Brasil e um pouco
menos raros nos Estados Unidos e Australia. Nos Estados Unidos, Lyford avaliou a importancia
das formigas que constroem ninhos pequenos na génese dos solos (LYFORD, 1963). Em seu
estudo conduzido na floresta da Universidade de Harvard observando estes ninhos menores, foi
registrada uma atividade de bioturbagdo na ordem de cerca de 15.000 kg de solo movimentado
por hectare. Este solo era oriundo especialmente horizonte B, representando o que ele afirmou
ser um processo de anti-eluviagdo. Este fenomeno de anti-eluviagao ¢ também descrito por
outros autores (BUTLER, 1995). Ainda nos Estados Unidos existem varios estudos de estrutura
de ninhos, icnologia e sobre a potencial influéncia da bioturbacdo em interferir em métodos de
datacdo de particulas de quartzo (CRONIN et al., 2003; HALFEN; HASIOTIS, 2010a; RINK
etal., 2013; TSCHINKEL, 2015). Na Australia estudos de bioturbacao provocada por formigas
do género Aphaenogaster foi tema de uma revisao (RICHARDS, 2009) e um histérico dos
dados disponiveis sobre bioturbagdo no mundo foram objetos de compilagcdes em 1995 e em
2009 (PATON; HUMPHREYS; MITCHELL, 1995; WILKINSON; RICHARDS;
HUMPHREYS, 2009). Trata-se entdo de um processo que foi ndo foi enfatizado por parte dos
cientistas de solo mas ¢ onipresente e afeta quase que continuamente a génese € 0O
desenvolvimento dos solos, afetando a criagdo e destruicdo de horizontes, criando e mantendo
macroporos podendo se assumir que provavelmente nao haja nenhuma rota pedogenética que

nao seja afetada pela bioturbacao (HOLE, 1981; SCHAETZL; ANDERSON, 2005)



Assim sendo a conexdo entre a fauna do solo e o mundo mineral ¢ intima e seu produto
pode ser observado virtualmente por toda a superficie da crosta terrestre (AMUNDSON et al.,
2007). Essa interrelacao resulta em uma aceleragao do intemperismo pela agdo de organismos
(BEW — biologicaly enhanced weathering) que pode ocorrer a partir da agao de plantas, algas,
musgos, bactérias e formigas do solo dentre outros organismos (DORN, 2014; HASIOTIS;
HALFEN, 2010; HUANG et al., 2014; JACKSON, 2015; TZIPERMAN et al., 2011). Ja foi
demonstrado em um estudo de longa duragao que a aceleragao do intemperismo de cristais de
olivina e plagiocléasio mediado pela agdo de formigas ¢ notavel e pode superar em muito a agdo
de micorrizas e cupins (DORN, 2014). Assim sendo as formigas devem ser consideradas como
integrantes dos sistemas bioldgicos de regulagdo junto com outros organismos do solo

participando na mediagdo da decomposicdo dentre outros processos (LAVELLE et al., 1992).

Durante as atividades de constru¢cdo ¢ manutencao de ninhos as formigas criam domos
na superficie. Estes domos sdo compostos de solo oriundo de diversas profundidades e tendem
a conter restos de presas e excretas, logo, ¢ de se esperar um acumulo de nutrientes, alteracao
na granulometria e possivelmente uma alteragdo na atividade microbiologica dentre outras
alteragcdoes (NKEM et al., 2000). Em ninhos de Pheidole se observou uma série de modificagdes
em relagdo ao solo préximo aos ninhos: aumento na concentracao de C, N, P totais; um aumento
de NOj3", aumento na capacidade de retencao de dgua do solo e alteracdo do pH para condigdes
mais alcalinas (SHUKLA et al., 2013). Estas e outras alteracdes significativas no solo ja foram
descritas para algumas espécies de formiga como moderacao de pH, enriquecimento do solo
com nitrogénio, incremento de porosidade, regulacao da distribui¢do de organismos do solo,
aumento nas concentracdes de nutrientes (P, Na, K, Ca e Mg) e facilitacdo da sucessdo vegetal
(DEL TORO; RIBBONS; PELINI, 2012). Solos modificados por formigas quase
invariavelmente contém um incremento nos niveis de nutrientes como C organico, Pe N, porém
este aumento por vezes € pequeno, mas quando ocorrem, as concentragcdes maiores destes
nutrientes podem perdurar por anos (CLAY et al., 2013; DEFAUW; VOGT; BOYKIN, 2008;
LOBRY DE BRUYN, 1999; PINKALSKI et al., 2015; VIDKJAR et al., 2015).

Via de regra os estudos como os descritos acima abordam a dindmica de
macronutrientes que participam da constituicdo de aminoacidos, da clorofila e de outros
compostos sem 0s quais as plantas ndo podem completar seu ciclo, sendo assim considerados
essenciais (MARSCHNER, 2011). Nota-se, porém, que aparentemente ndo ha registro na
literatura sobre a interagdo entre ninhos de formiga e dinamica de um importante

macronutriente: o silicio. O silicio a principio esta fora do rol dos macronutrientes essenciais e



que estando atras apenas do oxigénio ¢ o segundo elemento mais abundante da crosta terrestre
e pode ser considerado um elemento benéfico para as plantas (EPSTEIN, 1999). Seus estoques
estao divididos em trés compartimentos ou fases: minerais primarios, minerais secundarios e
secundarios microcristalinos que incluiria também o silicio precipitado como silica amorfa

(SOMMER et al., 2006).

Apesar de existir em grande quantidade na crosta apenas uma pequena fragao do silicio
participa dos ciclos biogeoquimicos e ¢ prontamente disponivel para as plantas na forma de
polimero dissolvido na solu¢ao do solo ou adsorvido nas argilas (CONLEY, 2002; YT et al.,
2018). Este polimero ¢ um 4acido fraco sem carga elétrica, o acido silicico (H4SiO4) sendo

soluvel em dgua na maioria das faixas de pH dos solos (WEIL; BRADY, 2016).

A excecao dos fitolitos nao silicosos como o oxalato de calcio, os fitélitos sao biossilica
em forma so6lida formadas nas plantas com a deposicao do silicio apos a evaporagao da agua,
ao se formarem mantém o formato da célula dissecada (SOMMER et al., 2006). Sendo assim
se tornam uma fonte de silicio que pode ter sua origem ligada ao grupo de plantas nos quais se
originou sendo possivel por exemplo distinguir com técnicas de microscopia se os fitolitos tem
origens em plantas de Poaceae, de Eudicotyledonae, Cyperaceae ou de Arecaceac (CALEGARI
et al., 2013). Os fitolitos tendem a se acumular nas camadas superficiais do solo podendo ter

sua distribui¢do alterada pela bioturbacao e pela a aragcdo do solo (GOLYEVA, 2001).

Notadamente o silicio pode ser usado por diversas plantas como uma alternativa de bom
custo-beneficio frente a lignina e que além de fornecer estrutura para as plantas fornece ainda
defesa contra herbivoria (STROMBERG; DI STILIO; SONG, 2016). Os efeitos do silicio sobre
insetos folivoros incluiria desgaste das pecas bucais e altera¢do na taxa de consumo relativo
devido a dificuldades de digestdo e reducdo na absorcdo de nitrogénio o que retarda o
crescimento dos imaturos e aumenta o periodo de exposicdo aos predadores (MASSEY;
ENNOS; HARTLEY, 2006; MASSEY; HARTLEY, 2009; NABITY et al., 2012). O
enriquecimento experimental de silicio em plantas cultivadas como o milho e o arroz pode
acarretar uma série de outras alteracdes em potenciais insetos praga como aumento da
mortalidade de larvas e pupas, redugdo do periodo de oviposicao, reducao do peso das larvas

(LIANG et al., 2015a)

O silicio ¢ capaz de produzir efeitos como aumento na quantidade de clorofila e
antocianina, assim como no aumento do volume de raizes e na melhora da resisténcia de plantas
a doengas ¢ a stress hidrico, pode suprimir diversas pragas, gera protecao contra diversos stress

abioticos e contra a toxidez por Mn e sua adi¢cao como fertilizante pode ter os mesmos niveis



de controle de doengas fiingicas obtidos ao se aplicar um fungicida (BROADLEY et al., 2011;
HU et al., 2018a; YI et al., 2018). Alguns autores porém sdo categdricos e elevam o silicio a
uma condi¢ao de um elemento agronomicamente essencial para o arroz no sentido de que a
planta com caréncia de Si pode completar seu ciclo porém apresentando uma série de alteragdes
e uma redugdo sensivel no volume e na qualidade dos graos produzidos (MA; TAKAHASHI,
2002). As correntes mais modernas assumem o Si como um elemento quasi-essencial ou como
um elemento benéfico (WEIL; BRADY, 2016) existindo ainda autores que sdo enfaticos em
dizer que os critérios de essencialidade sao débeis (STREET-PERROTT; BARKER, 2008), e
que esta ndo seria uma base saudavel para se discutir da nutri¢cdo de plantas (KIRKBY, 2011).

Atualmente ainda ndo se conseguiu induzir metodologicamente uma caréncia absoluta
de silicio e em face a inimeras evidéncias praticas ¢ as quantidades absorvidas por diversas
plantas EPSTEIN (1999) argumenta que o mesmo deva ser considerado um elemento essencial.
O mesmo autor chega ainda a pedir licenca ao estadista Winston Churchill ao parafrasea-lo
dizendo que: “a bioquimica do Si é uma charada envelopada em um mistério dentro de um
enigma”. Tal dificuldade seria fruto em parte do desinteresse em geral em se esmiugar os
diferentes mecanismos envolvidos na biogeoquimica do silicio que por sua vez seria uma
consequéncia do foco dos estudos agrondmicos que via de regra visam gerar dados para
subsidiar a formulagdo e aplicacdo de adubos (EPSTEIN, 1999).

A lista de plantas reconhecidamente beneficiadas pelo Si inclui o algodao (Gossypum
sp.), a cana-de-acucar (Sacharum sp.), auva (Vittis sp.), o arroz (Oryza sp.), abobora (Cucurbita
sp.), Pinus (Pinus taeda) (EPSTEIN, 1999; LIANG et al., 2015a; YAN et al., 2018). Os
beneficios incluem resisténcia sistémica adquirida, melhor alongamento das fibras em especial
nas variedades de algodao de fibra longa, plantas de cana e de arroz mais eretas, reducdo do
acamamento de plantas de arroz, maior resisténcia a fungos de parte aérea em abdbora ¢ um
aumento de 50% na atividade da RuBisCO (ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase oxigenasse) em
plantas de abdbora submetidas experimentalmente a maiores quantidades de silicio, podendo
ainda ocorrer redugdo dos efeitos da toxidez por Fe, Cd, As, Mn e Al e aumentar a eficiéncia
da absorc¢do de K, P e Ca e alivio do stress provocado por salinidade (EPSTEIN, 1999; WEIL;
BRADY, 2016).



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Area de Estudo

O Sistema Integrado de Produgao Agroecologica— SIPA (Fazendinha Agroecoldgica
km 47) encontra-se localizado em Seropédica, RJ (latitude 22° 45” S, longitude 43° 41’N e
altitude que varia entre 30 e 70 m), numa regido da Baixada Fluminense de relevo suave
ondulado e ondulado e com solos classificados como ARGISSOLOS e PLANOSSOLOS
(NEVES et al., 2005, SANTOS et al., 1999). A area do SIPA hospeda uma grande
diversidade de plantas cultivadas incluindo variedades horticolas, frutiferas, faixas de
arvores leguminosas ou de palmeiras (coco, pupunha) e pastagem. O manejo organico ¢
preconizado desde o inicio da iniciativa ndo sendo utilizados adubos sintéticos ou

agrotoxicos desde a implantacao da area em 1993.

3.2 Atributos Fisico e Quimicos do Solo

No presente estudo foram avaliadas as alteracdes no solo provocadas pela
bioturbagdo decorrente da escavacdao de ninhos de Solenopsis invicta (Buren) conhecidas
como formigas de fogo ou lava pé no agroecossistema da Fazendinha Agroecolégica do Km
47. Os parametros escolhidos foram os mesmos usualmente avaliados em analise quimica
de solo de rotina sendo também avaliada a massa de solo movimentado e a alteracao na
quantidade de silicio biodisponivel. Foram atributos quimicos: Carbono (%), Aluminio
(cmolc/dm?), Calcio (cmolc/dm?), Magnésio (cmolc/dm?®), Fésforo (mg/L), Nitrogénio (%),

Hidrogénio + Aluminio (cmolc/dm?), Potassio (mg/l), acidez (pH em 4gua), Valor S, V%.

Dada a complexidade das analises o silicio ¢ tratado em separado dos demais

parametros quimicos uma vez que inclui a andlise de fitolitos.

A coleta do solo do ninho e do solo testemunha para a andlise das caracteristicas
fisico-quimicas foram baseados na metodologia utilizada por SHUKLA e colaboradores
(2013). Todos os valores foram obtidos para um conjunto de 30 pares de amostra sendo uma
do solo do domo dos ninhos e outra por uma amostra composta do solo adjacente aos ninhos,
sendo as amostras dos parametros quimicos analisadas no Laboratorio de Quimica Agricola
da Embrapa Agrobiologia (LQA/CNPAB) segundo o protocolo em uso no laboratorio
(NOGUEIRA et al., 2005).
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A granulometria do solo dos ninhos foi analisada no laboratorio de Fisica do Solo da
UFRRJ utilizando o método de analise granulométrica (TEIXEIRA et al., 2017). Também
foi registrado o peso da terra do domo o que seria um indicador da atividade acumulada do

ninho e de seu nimero de operarias.

3.3 Extracao e Identificacao Fitolitos

De posse da TFSA dos solos de 30 ninhos de Solenopsis invicta (Buren, 1972) e de
solo proximo aos ninhos foram conduzidas as operacdes de extracao de fitolitos. A extracao
dos fitdlitos nas amostras foi feita conforme o Método 2, descrito CALEGARI et al. (2013).
Os morfotipos foram identificados em laminas confeccionadas com a fracdo resultante da
extragdo e observados em magnificagdo de 40X, em microscopio Optico Zeiss Axioskop 40
no Laboratorio de Génese e Classificagdo do Solo LGCS — UFRRIJ pelo Engenheiro
Agronomo Eduardo Neto. Em cada lamina foram contados, no minimo, 200 fitolitos com
significado taxondmico e/ou ambiental, identificados conforme o International Code for
Phytolith Nomenclature — ICPN (NEUMANN et al., 2019). O numero de fitolitos foi
calculado de acordo com ALBERT ¢ WEINER (2001).

A extragdo de fitolitos de amostras de solo ¢ sedimento ¢ baseada em uma série de
pré-tratamentos seguindo procedimentos cldssicos de remoc¢do dos 6xidos, carbonatos e
matéria organica, conforme MEHRA e JACKSON (1960). Os procedimentos especificos
de separacao dos silicofitolitos apresentados nesse relatorio sdo apresentados por
CALEGARI et al. (2013).

O protocolo de extracdo de fitolitos de solos/sedimentos pode ser resumido em trés
etapas: 1) Remocao dos recobrimentos (matéria organica, 6xidos de Fe, carbonatos, etc.); 2)
Eliminacdo da fracdo argila (usando dispersante em solos muito argilosos, através de
centrifugacao, sifonagem, etc.) e 3) Separacdo densimétrica (via politungstato doravante
PTS). Foi feito teste com HCI 7% para verificar a presenca de carbonatos. Caso se verifique
efervescéncia (presenga de carbonatos) deve-se adicionar 40 mL de HCI a amostra, deixando
agir por algum tempo (até completar a reagdo — parar a efervescéncia) e, em seguida,
centrifugar e lavar a amostra com agua destilada a 1000 — 1500 RPM por 5 minutos,
descartando o residuo acido. Depois de seca a amostra estard pronta para o processo de

extragao.
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Foi pesado 5,00 gramas de solo/sedimento em béquer de vidro usando balanga de
precisdo, e adicionado 40 mL de H»O» 30% (4agua oxigenada), deixando reagir por 20
minutos ou até completar a reacdo (cessar a efervescéncia). Caso necessario, pode ser
adicionado mais H>O, para completa reagao a frio. Em seguida as amostras foram levadas
para a placa aquecedora a 75°C para reacao a quente, agitando com bastiao de vidro durante
um minuto. Caso a efervescéncia seja muito violenta, pode ser usado alcool etilico para
conter. Deixou-se digerir a amostra até que seu volume atingisse a proporc¢ao 1:1. Caso
necessario, pode se adicionar mais 10 mL de H>O» para evitar que a amostra seque e grude
no fundo do béquer.

Completada a reagdo, apos esfriarem, as amostras foram transferidas para tubos de
centrifuga de 100 mL utilizando um pisseta com solugdo de acetato de s6dio (NaOAc) com
pH 5,0 sem encher completamente os tubos, de maneira a permitir a calibragem do peso
antes de irem para centrifuga. Os tubos e as tampas foram marcados com o codigo de cada
amostra, para que as tampas nao fossem trocadas e para que nao houvesse contaminagao. As
amostras foram lavadas 3 vezes com NaOAc, usando centrifuga (700 RPM por 3 minutos)
descartando o sobrenadante com cuidado para nao perder amostra. Apos os trés ciclos de
centrifugacao com agua, foi centrifugado novamente com etanol, a 700 RPM por 3 minutos.
Ao final, foi retirado o maximo de liquido possivel para passar para o procedimento seguinte.

A préxima etapa consistiu na remocao dos 0xidos de ferro. No material sedimentado
no tubo de centrifuga foi adicionado 40 mL da soluc¢dao de Citrato de S6édio com 5 mL da
solucao de Bicarbonato de Sodio. A fungdo dessa solucao € preparar o ambiente para a reagao
do Ditionito de Sédio que foi usado posteriormente para a eliminagdo do ferro. Em seguida
as amostras foram colocadas em banho-maria a 75°C e ap6s cinco minutos, adicionado 1 g
de Ditionito de Sodio, agitando vigorosamente por um minuto com bastao de vidro. Apos
adicionar e mexer por 1 minuto, a solucao foi colocada para reagir no banho-maria por 15
minutos.

Em seguida, foi retirado o material do banho-maria e adicionado 10 mL de Acetona
para floculacdo da argila, e centrifugada as amostras a 2000 RPM por 5 minutos. A
metodologia recomenda a adicdo de 10 mL de solu¢ao NaCl saturada junto com a Acetona.
No entanto, ndo se utilizou a solu¢ao de NaCl saturada pois poderia elevar muito o pH e
danificar os fitélitos.

Ap6s a centrifugacdo, foi observada a cor do material para ver se era necessario
repetir a etapa do banho-maria. Permanecendo o sobrenadante com a cor bruna ou

avermelhada, foi repetido o procedimento desde a adi¢do dos 45 mL de Citrato de Sodio +
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Bicarbonato de Sodio. Nos casos onde a solugdo apresentou coloragdo cinza ou
esbranquicada, apo6s a retirada do sobrenadante restante da ultima centrifugacdo, foi
adicionada 4gua destilada para proceder a remog¢ado da argila e adicionado 40 mL de agua
destilada e centrifugado a 700 RPM por 3 minutos, descartando o sobrenadante em um
béquer para verificar se estd havendo perda de fitolitos junto com as argilas. Esse processo
foi repetido até que o sobrenadante estivesse limpo, isto €, até que o méaximo de argila fosse
removido. O material restante corresponde a fracdo insoluvel ao acido (FIA) do solo e foi
seco em estufa 100 - 105°C / 12 horas, e posteriormente pesado, para a determinagdo da
concentracao de fitolitos por grama de solo.

A proxima etapa consistiu na concentra¢do de fitolitos por densidade. Como os
fitolitos apresentam densidade de 1,9 — 2,4 g.cm™ utiliza-se nessa etapa uma solugio de PTS
com densidade 2,35 g.cm™. Foi adicionada uma quantidade dessa solugio equivalente ao
dobro do volume da amostra (relagdao 2:1, PTS:AMOSTRA) e agitado até uniformizar a
solucdo. Em seguida as amostras foram centrifugadas a 1000 RPM por 3 minutos. As
particulas minerais que geralmente apresentam densidade maior que 2,35 g.cm™ precipitam
no fundo do tubo, quanto que os fitdlitos, ficam suspensos na solucao, formando um “halo”
na superficie. Esse material em superficie foi recuperado com uma pipeta Pasteur e
transferido para um novo tubo. Essa etapa foi repetida trés vezes, adicionando PTS,
centrifugando e recuperando o material em superficie.

Depois dos trés ciclos de centrifugagdo/recuperacdo, foi adicionado adgua destilada
aos tubos que contém o material recuperado, para abaixar a densidade da solugdo.
Posteriormente as amostras foram centrifugadas a 1500 RPM por 5 minutos, descartando o
sobrenadante (solugdo de PTS) em um béquer, para filtragem e reaproveitamento. O material
obtido foi levado a estufa 100 — 105°C para secar e posteriormente ser utilizado para

montagem das laminas.

3.4 Identificacio de Formigas

Os individuos foram coletados ¢ armazenados em alcool a 70%. Foram utilizadas
chaves taxondmicas, lupa (microscopio estereoscopico 40x) para identificagdao das formigas
coletadas (BACCARO et al., 2015; PACHECO; MACKAY, 2013). O material testemunha

estd guardado em via imida no Laboratdrio de Fauna do Solo da Embrapa Agrobiologia.
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3.5 Analises Estatisticas

Com o uso do software livre R 3.5.1 (R CORE TEAM, 2018) foram feitos testes de
normalidade dos dados e os demais testes estatisticos. Foi utilizado o teste de Shapiro Wilk
para testar a normalidade dos dados, alguns dos parametros ndo apresentaram
comportamento normal assim sendo foi utilizado andlise ndo paramétrica para a analise de
todos os dados. Para tal foi utilizado o teste de Wilcoxon pareado pois se trata de amostras
dependentes constituidas de amostras de solo dos ninhos (monticulos/domos) e de solos

adjacentes aos ninhos.

Diante da distribui¢do ndo normal de alguns dados foi feita a opc¢do de se utilizar
teste nao paramétrico a saber o teste de Wilcoxon pareado para parte do conjunto de dados.
Os dados relativos aos teores de silicio e fitolitos apresentaram distribuicdo normal e foram
submetidos ao Teste t pareado. Se testou as diferentes varidveis tendo como comparagao o
solo dos domos dos ninhos e o solo superficial adjacente coletado em amostras compostas.
Os parametros testados foram %C, Al, Ca, H+Al, K, Mg, N, P, pH, Valor S, Valor T, Valor
V%, COT, MOS, PASi, ASi, AIF, Fit6litos de Poaceae, Fitolitos de Eudicotyledonae,

Fitolitos de Arecaceae, Fitolitos de Cyperaceae.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados das analises estdo divididos em trés conjuntos, o primeiro obtido a
partir de parametros gerais de fertilidade feitas no laboratério de Quimica Agricola do
CNPAB e de analises das fracdes granulométricas obtidas no laboratorio de Fisica do Solo
da UFRRJ (tabela 1). O segundo composto pelas andlises feitas com os dados obtidos em
analises feitas no laboratorio de Génese ¢ Classificacao de Solo da UFRRIJ onde se obteve
os dados de COT, SOM, fra¢des de silicio e fitolitos (tabela 2), e o terceiro que consiste na
apresentacdo dos dados de massa de solo movimentado para a formacdo do domo do ninho

(Figura 1).

Tabela 1. Resultado do teste de Wilcoxon pareado para os parametros de fertilidade do solo e para as fragdes
granulométricas (g.1.=29)

A% valor p
Carbono 198 0,4843
Aluminio 77 0,3482
Calcio 175 0,241
Acidez total (H+Al) 41 0,0001414*
Potassio 420 <0,0001*
Magnésio 241,5 0,8612
Nitrogénio 232 1
Fosforo 398 0,0006891*
pH 208 0,8457
valor S 218 0,7734
valor T 118 0,01903*
valor V% 366 0,005013*
Argila total 49,5 0,0002%*
Areia total 285 0,1474
Areia fina 174 0,3524
Areia grossa 347 0,0175*
Silte 227 0,9181
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Tabela 2. Resultados do Teste t pareado para COT, MOS, fragdes de Si e fitolitos (IC = 95%, g.1.=29).

Limite Limite
T Valor p Média das diferencas inferior superior
COoT 4,8071 <0,0001* 3,5720 2,0523 5,0917
MOS 0,3509 0,7282 0,5547 -2,6784 3,7878
PASi 44,6520 <0,0001* 118,7170 113,2793 124,1547
ASi 20,9560 <0,0001* 243,2327 219,4944 266,9709
AIF 16,9270 <0,0001* 0,0877 0,0771 0,0983
Fit. de Poaceae -23,4730  <0,0001* -20,5697 -22,3619 -18,7774
Fit. de Eudicotyledoneae 29,0560 <0,0001* 21,4073 19,9005 22,9142
Fit. de Arecaceae -0,7540 0,4569 -0,2423 -0,8997 0,4150
Fit. de Cyperaceae -3,9854 0,0004* -0,3694 -0,5590 -0,1798
10
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Figura 1. Valores do peso do domo dos 30 ninhos utilizados para as andlises de fertilidade e fit6litos (peso

médio = 2,67 kg).

O peso dos ninhos coletados que tiveram seus domos coletados variou de 0,365 kg a

8,68kg com uma média de 2,67kg de solo movimentado (figura 1). Se for considerada uma

média de 74,29 ninhos por hectare (ALMEIDA et al., 2007) temos em uma estimativa

conservadora a quantidade de 198,74 kg de solo movimentado por hectare.
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Figura 2. Distribui¢do dos dados da fracdo granulométrica correspondente a Argila Total nos ninhos ¢ no solo

testemunha (p<0,0002).
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Figura 3. Distribuicdo dos dados da fragdo granulométrica correspondente a Areia grossa nos ninhos e no solo

testemunha (p<0,00175).

Os ninhos apresentam uma reducdo da participacdo da fragdo argila (figura 2) e um
incremento de areia grossa (figura 3). As formigas tendem a selecionar o material para
construgdo de seus ninhos e transloca-los no perfil de acordo com suas necessidades
inclusive abrindo e fechando galerias (HALFEN; HASIOTIS, 2010b).No caso de Solenopsis
invicta a parte aparente do ninho acima do nivel do “médio” do solo ¢ funcional, ndo se trata

apenas de solo movimentado, sendo assim um ninho tipo II (PATON; HUMPHREYS;

17



MITCHELL, 1995). A necessidade de utilizar o solo como extensao de seu fenotipo
(PHILLIPS, 2009) que neste caso se traduz no acimulo de areia grossa na superficie € na
redugdo na participagdo da fragdo argila ¢ o que se pode chamar de peneiramento lento
(JOHNSON, 1990; JOHNSON; DOMIER; JOHNSON, 2005; JOHNSON; WATSON-
STEGNER, 1987a). Esta acdo ao longo do tempo geologico tem consequéncias nas
caracteristicas do solo que coevolui com os organismos que nele habitam (JOHNSON;
WATSON-STEGNER, 1987b) neste caso a consequéncia mais evidente seria um acimulo
de areia grossa na superficie € uma tendéncia a formagao de um gradiente textural abaixo do
limite de exploragdo do corpo do solo pelas formigas. Foram feitas tentativas ao longo do
desenvolvimento desta pesquisa no sentido de obter moldes dos ninhos e verificar assim seu
volume e sua extensao abaixo do nivel médio do solo, porém ndo obtive sucesso com uso de
gesso com e sem aditivos de secagem rapida, nem com cimento CP-V de alta resisténcia
inicial e secagem rapida com ou sem microfibras e aditivo para evitar a formagao de bolhas.
A outra alternativa seria o uso de aluminio derretido (TSCHINKEL, 2010) que oferece riscos
e foi descartada devido a minha falta de experiéncia com o material. Estes dados em conjunto
com os dados do perfil do solo poderiam ser uteis para entender a movimentagdo deste

material, mas nao estdo disponiveis pelos motivos aqui expostos.

Foi observada uma menor acidez total nos ninhos (figura 4), uma maior concentracao
de potassio (figura 5), maior concentracdao de fosforo (figura 6) e uma maior saturacao de
bases (V%) (figura 7) o que coaduna com observagdes semelhantes feitas em ninhos de
outras espécies como citado anteriormente (DEFAUW; VOGT; BOYKIN, 2008; FARJI-
BRENER; WERENKRAUT, 2017; SHUKLA et al., 2013).
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Figura 4. Distribui¢do dos dados de Acidez Total (H+Al) nos ninhos e no solo testemunha (p = 0,00014).
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Hé4 uma redugdo significativa da acidez total nos ninhos (p < 0,0001) com uma

diferenca média de -0,688, porém nao ha mudanga significativa no pH (p = 0,8457). A

possivel razdo para estes valores ¢ discutida em conjunto com os demais dados mais adiante.
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Figura 5. Distribui¢do dos dados de Potéssio (K) nos ninhos e no solo testemunha (p<0,001).
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O potassio ¢ absorvido em grande quantidade pelas plantas e participa da ativagdo de

enzimas, fotossintese e sintese proteica sendo passivel de ser absorvido apenas quando esta

19



na solucdo do solo o que corresponde geralmente a menos de 10% do potéssio existente nos
solos (MANNING, 2010). O incremento de potassio detectado (figura 5), que quando esta
na sua forma trocavel esté retido nos argilominerais ocorreu mesmo com a reducdo do teor
da frag¢do argila nos ninhos (figura 2) e isto talvez possa ser explicado pela presenca de
bactérias com capacidade de solubilizar potassio (BAHADUR et al., 2019). Outra evidéncia
que sustenta esta afirmac¢do ¢ além do potassio houve incremento de fosforo (figura 6) sem
alteracdo no pH e um dos mecanismos de solubilizag¢do de fosforo e potassio por bactérias €
a producao de polissacarideos com radicais carboxila livres que causam quelagdao e
consequente desintegragao de minerais que possuem fosforo e potassio em sua constituicao
(BAHADUR et al., 2019). Esta possibilidade ainda encontra sustentacdo nos dados
apresentados no capitulo II desta tese que detectou a presenga de diversas bactérias
promotoras de crescimento (PGPR) associadas a Solenopsis invicta dentre elas bactérias de
dois géneros com espécies com capacidade reconhecida de solubilizagdo: Pseudomonas e

Bacillus.
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Figura 6. Distribui¢cdo dos dados de concentracdo de Fésforo (P) nos ninhos e no solo testemunha (p = 0,018).

Tanto o potassio como o fosforo podem ter sua disponibilidade aumentada pela do
intemperismo biologicamente acelerado (BEW) pelas formigas (DORN, 2014) além da
possivel acdo de bactérias solubilizadoras ja citado anteriormente. Outros insetos tem esta
capacidade, inclusive imaturos de lepidoptera que incrementam a liberacdo de fosforo e

potassio acelerando a mineralizacdo da serrapilheira (SMITH, 2007). O aporte de presas e
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outros materiais coletados como seiva exsudada de insetos sugadores (honeydew) e sementes

podem ser uma fonte de nutrientes que passariam a ser disponibilizados por agdo do BEW.
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Figura 7. Distribui¢do dos dados de Valor V% nos ninhos e no solo testemunha (p< 0,0001).

Um aumento do valor V% dos solos dos ninhos (figura 7) ¢ em decorréncia do

incremento do potassio e do decréscimo da acidez total (figura 4) em relagdo ao solo
circundante.
Foi detectado um incremento de carbono organico total (p< 0,0001) (figura 8) que

pode ter origem na da deposicao de carcagas de presas e de dejetos da propria colonia de

formigas (CLAY et al., 2013; FARJI-BRENER; WERENKRAUT, 2017; SHUKLA et al.,
2013).
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Figura 8. Distribui¢do dos dados de Carbono Organico Total (COT) nos ninhos e no solo testemunha (p<

0,0001).
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Figura 9. Composicao percentual dos tipos de fitolitos no solo e nos ninhos tendo sido registrada diferenga para
Fitolitos de Poaceae ¢ Eudicotyledoneae (p < 0,0001) e para Fitolitos de Cyperaceae (p = 0,0004) ndao havendo
diferenga para fitotilos de Arecaceae (p = 0,4569).
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A assembleia de fitdlitos ¢ profundamente alterada pelos ninhos (figura 9). Os
fitolitos de dicotiledoneas apresentam um incremento nos ninhos, sendo que os fitolitos de
Poaceae percentualmente dominam o solo superficial adjacente aos ninhos perfazendo em
média 83,21% dos fitdlitos no solo e sofrendo uma redug@o nos ninhos para um valor médio
de 62,64% do total. Os fitdlitos de dicotiledoneas que no solo tem uma média de 11,67%
passam a representar em média 33,08% do total de fitolitos nos ninhos. Deve ser ressaltado
que as gramineas tendem a ser eficientes acumuladoras de silicio (YAN et al., 2018), logo
para ocorrer um aumento na proporcao de fitolitos de dicotiledoneas, que na area de estudo
incluem além das arvores os cultivos horticolas, ao menos teoricamente a entrada de material
oriundo de dicotiledoneas no ninho deve ser adicionado em uma razao maior e a principio
desconhecida que a de gramineas para que ocorra uma mudanga percentual perceptivel como

a observada.

A habilidade de predagdo das formigas de fogo que inclui a captura de imaturos de
insetos folivoros ¢ notdvel e ha uma tendéncia de que sejam coletados mais insetos com
potencial de se tornarem praga do que insetos benéficos (EUBANKS, 2001; STILES;
JONES, 2001; VOGT et al., 2001). Estes imaturos consomem material vegetal e neste
material possui dentre os constituintes silicio na forma de fitolitos os quais se advoga atuam
como uma defesa contra herbivoria (LIANG et al., 2015b). Como os cultivos horticolas
presentes na drea sdo majoritariamente eudicotiledoneas a predacdo de insetos folivoros ou
sugadores nas areas de cultivo podem ser uma explicagdo para o incremento percentual de
fitolitos deste grupo botanico nos ninhos. Talvez esta também seja a explicagdo para o
incremento da quantidade total de fitolitos na forma de silicio disponivel para as plantas e
silica amorfa (PASi e ASi) e pode ao menos em parte ser a explicagdo para o incremento de
potassio, fosforo e carbono organico total. Desta forma as Solenopsis agiriam como um vetor

biologico de nutrientes (sensu BILDSTEIN; BLOOD; FREDERICK, 1992).
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Figura 10. Distribui¢do dos dados de Silicio prontamente disponivel para as plantas (PASi) nos ninhos e no

solo testemunha (p<0,0001, diferengca média = 118,71 mg.kg™).

O PASIi (Plant Available Silicon ou silicio prontamente disponivel para as plantas)
observado em todos os ninhos estd acima dos 130 ppm tidos como criticos para o arroz na
Coréia e no Japao (MA; TAKAHASHI, 2002). Ha uma dificuldade em se obter niveis
criticos de silicio para diferentes culturas por haver um pequeno volume de artigos na area e
os existentes serem feitos em solos com caracteristicas muito distintas e os valores de silicio
serem obtidos com diferentes formas de extragdo como o uso do acido acético (TUBANA;
HECKMAN, 2015). Os valores aqui apresentados (figura 10) sdo sistematicamente
superiores nos ninhos assim logo ap6s o ninho ser abandonado ha um actimulo de silicio
prontamente disponivel que pode proporcionar uma série de beneficios para as plantas

(GUNTZER; KELLER; MEUNIER, 2012a; REYNOLDS et al., 2016).
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Figura 11. Distribuicdo dos dados de Silicio amorfo (ASi) nos ninhos ¢ no solo testemunha (p< 0,0001,

diferenga média = 243,23 mg.kg-1).
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Figura 12. Distribuicdo dos dados da Fracdo insoluvel em é4cido (AIF) nos ninhos e no solo testemunha

(p<0,0001, diferenca média = 0,0877 g.g”! de solo).

O incremento de silicio biodisponivel na forma de acido silicico (H4S104) pode estar
ocorrendo devido a acdo da atividade de das formigas de ao menos trés formas distintas. A
primeira forma através da agdo se Solenopsis como um vetor biolodgico de nutrientes sendo
estes oriundos de matéria organica acumulada com o depdsito do resto de presas e material

de descarte do ninho que pode incluir o além do residuo de presas, raizes e outros materiais
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vegetais removidos durante a escavagao do ninho e coespecificos mortos que ao longo do
processo de decomposi¢do poderiam doar ions (H+) que ao atacar a silica amorfa (ASi)
liberaria o silicio biodisponivel (figura 11). O residuo de presas talvez seja um dos itens mais
importantes quando ao se considerar que: (i) foi observada a predacao de traga das cruciferas
(Plutella xilostella L., Lepidoptera:Plutellidac) na forma de larva e de pupa na area
experimental do CNPAB por Solenopsis invicta (Adamastor Barros, comunicacio pessoal)
(i1) larvas de Lepidoptera ao consumir material vegetal aumentam a disponibilidade de
diversos elementos como fosforo e potassio (SMITH, 2007) e (iii) a capacidade de acelerar
o intemperismo ja conhecida para as formigas (DORN, 2014). A possibilidade de uma
interacdo sinergética entre a capacidade de folivoros e seus predadores em acelerar o
intemperismo ¢ teoricamente possivel e € algo que deve ser testado experimentalmente. Uma
outra forma de acao poderia se basear na agdo de microorganismos do microbioma associado
a Solenopsis que possam possuir a capacidade de solubilizar minerais silicatados trazidos
pelas formigas para o ninho ou mesmo os presentes no solo movimentado (BAHADUR et

al., 2019; EHRLICH, 1996).

A segunda forma seria através da obtencao de seiva exsudada por insetos sugadores
como afideos e cochonilhas (WU et al., 2013) e posterior deposi¢ao via descarte de fezes no

ninho.

Uma terceira potencial fonte pode ser oriundas de altera¢gdes no pH com origem nos
excretas das formigas que além de aminoacidos possuem acidos graxos como o acido
linoleico, oleico e palmitico (CZACZKES; HEINZE; RUTHER, 2015; VIDKJAR et al.,
2015). O comportamento desses aminoacidos pode seguir uma miriade de reagdes conforme
as caracteristicas definidas pela estrutura das cadeias laterais de cada um, podendo ou ndo
agir como doadores ou receptores de hidrogénio dependendo da relacao entre sua constante
de dissociacdo e o pH do meio (BISCHOFF; SCHLUTER, 2012). Ao se observar os dados
de acidez total estes aminoacidos podem em sua maioria estar agindo mais como um tampao
ja que ha reducdo na soma H+Al sem se notar diferenca de pH entre o solo circundante e o
solo dos ninhos. Ou seja, hipoteticamente as trés formas de aportar silicio nos ninhos que
devem ocorrer concomitantemente poderiam prover acido silicico o suficiente para ajudar a
explicar a reducdo observada na acidez total sem uma alteragcdo significativa no pH. O
mecanismo com potencial para explicar estas observagdes seria a reacdo entre a forma

dominante de aluminio em solos 4cidos (Al*®) e polimeros de silicio que pode levar a
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formacdo de aluminossilicatos (JONES; HANDRECK, 1967; WONISCH et al., 2008)

consumindo assim o aluminio e reduzindo a acidez total.

Para se ter um melhor panorama da extensao do impacto destas alteragdes nos teores
de nutrientes deve se levar em conta a dispersao dos ninhos na area de estudo apresentando
uma média de 74,29 ninhos por hectare com uma variagao de 13 a 304 ninhos por hectare
dependendo do tipo de cultivo e com uma area por hectare variando de 0,45 m>ha! até
35m%ha' (ALMEIDA et al., 2007). Estes ninhos, ou melhor os domos, tendem a ser
abandonados e enquanto a coldnia persistir e se deslocar outros domos sao criados, podendo
ainda ser simplesmente abandonados caso a colonia perega (TSCHINKEL, 1993). Um domo
pode permanecer ativo por até 36 meses mas em média duram menos de um ano e geralmente
a colonia se desloca para locais proximos de um a 30 metros, sendo que estas mudancas
podem ser provocadas por competicdo com ninhos proximos, presenca de patogenos nos
domos e por alguma condi¢do quimica do domo (SHOWLER; KNAUS; REAGAN, 1990).
Os territorios que incluem a 4rea usada para forrageamento podem atingir até 121 m? e o
incremento ou reducdo da area do territorio € dependente do nimero de operarias da colonia

(ADAMS, 2003).

A partir dos dados desses estudos e das alteracdes na fertilidade do solo dos domos
descritas neste capitulo pode ser ter uma ideia de como o agroecossistema pode ser alterado
pela a ag¢@o desta espécie de formiga que faz parte de uma comunidade que engloba dezenas
de espécies de formiga e diversos outros artropodes com capacidade de promover
bioturbagdo e de alterar a distribuicdo e solubilidade do silicio como ja descrito para
minhocas e cupins dois outros importantes bioturbadores (BITYUTSKII; KAIDUN;
YAKKONEN, 2016; JOUQUET et al., 2020).

5 CONCLUSOES

Diante dos dados apresentados neste estudo aparentemente temos ao menos dois
fatores atuando: (i) acumulagdo de nutrientes devido ao acimulo de material nos ninhos o
que serve de explicagdo para o incremento do COT, P, K, Si e V% e (ii) a ocorréncia de
intemperismo acelerado por atividade bioldgica inclusive talvez em série, ou em
sequencialmente, uma vez que se sabe que larvas de lepidopteros podem promover BEW e

que estas sdo presas habituais de Solenopsis invicta Buren o que poderia explicar um
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aumento de cerca de trés vezes no teor de silicio nos ninhos em relacao ao solo superficial.
E ndo se pode descartar que estes dois fatores talvez ocorram com influéncia das bactérias
presentes no microbioma de Solenopsis que podem vir ter acdo solubilizadora comprovada

no futuro como ja foi feito em minhocas da espécie Pheretima guillelmi (HU et al., 2018a).

Mais que uma curiosidade ou a apresentacdo de um resultado de uma anélise quimica,
trato aqui de elementos que podem melhorar a capacidade de adaptacdo de plantas
cultivadas, ou seja seu fitness (sensu PIANKA, 2000) em um agroecossistema inserido em
uma paisagem e sujeito a toda sorte de interagdes ecoldgicas inclusive as com forte
modulagdo pela componente climatica. Dentre os nutrientes aqui apresentados como sendo
influenciados pela acdo das formigas o Unico que ainda nao havia sido relatado na literatura
¢ o silicio. O efeito silicio no aumento da resisténcia ao stress hidrico é um fator
preponderante em um cenario de mudangas climaticas (TILMAN et al., 2002; WALL; SIX,
2015). Como destacado ao longo deste capitulo os efeitos do silicio na fitossanidade também
¢ notavel (GUNTZER; KELLER; MEUNIER, 2012b; RODRIGUES; DATNOFF, 2015).
Nao obstante mais uma vez como ja havia sido registrado em outros estudos de diferentes
autores foram registradas melhorias na fertilidade do solo no tocante a reducao da acidez
total, aumento na concentracao de fosforo, aumento na concentragdo de potdssio € na
porcentagem de saturag@o por bases.

A lista de servigos ambientais desempenhados pelas formigas (DEL TORO;
RIBBONS; PELINI, 2012; LOBRY DE BRUYN; CONACHER, 1990) passa com este
capitulo de tese a ter mais um fator, o aumento notavel da biodisponibilidade de silicio.
Como dito anteriormente a habilidade das formigas em acelerar o intemperismo ¢ superior a
de diversos organismos do solo (DORN, 2014) e os dados que aqui apresentados oriundos
da andlise da silica amorfa presente no solo dos ninhos e no solo préximo aos ninhos
reforgam esta tendéncia ja observada.

Espera-se entdo que com a divulga¢do dos dados aqui descritos ao se observar um
ninho de formigas de fogo os agricultores e estudiosos da fertilidade dos solos com
inclinacdo conservacionista e agroecologica passem a ver os monticulos nao sé como algo
perigoso, mas também como algo util, como uma pequena mina liliputiana de potassio,

fosforo e principalmente de silicio e como um possivel local para a bioprospec¢dao de PGPR.
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CAPITULO 11

MICROBIOMA E FIXACAO BIOLOGICA DE NITROGENIO EM
SOLENOPSIS
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1 INTRODUCAO

Os insetos evolutivamente sao um grupo de sucesso em ecossistemas terrestres
sendo isto atestado pela sua biodiversidade, pela sua biomassa assim como pela miriade
de processos que intermediam nos diversos biomas onde estdo presentes. Dentre os
insetos 0 maior grupo em biomassa sao as formigas. Como estes organismos, em especial
as formigas edaficas influenciam os ciclos biogeoquimicos? Como as formigas
conseguem a quantidade necessaria de nutrientes para estabelecer e manter suas colonias
e terem ainda uma grande biomassa. As formigas com maior potencial de ocupar areas
perturbadas e com menos recursos alimentares teriam algum mecanismo extra para obter

os nutrientes de que necessitam?

Com estas perguntas em mente e de posse das informacdes de que o nitrogénio
tende a ser um nutriente limitante em muitos ecossistemas € com algumas evidéncias de
que a fixacdo bioldgica em insetos ¢ um fato e de que ¢ possivel que ocorra em formigas
foram escolhidas as formigas da espécie Solenopsis invicta Buren para testar a hipotese
de que a fixagdo bioldgica de nitrogénio em formigas além de ser teoricamente possivel
ocorre de fato nestes organismos e que isto pode ser a chave para entender seu sucesso
em colonizar areas abertas e ter se tornado uma espécie invasora tdo importante na

América do Norte.

2 REVISAO DE LITERATURA

Estima-se que a fixagdo bioldgica de nitrogénio tem cerca de 3,2 Ga (STUEKEN
et al., 2015) e até o inicio do século XIX era a maior fonte de nitrogénio para os
ecossistemas tendo sido superada pelos compostos nitrogenados produzidos
industrialmente através do processo Haber-Bosch (STEIN; KLOTZ, 2016). Apesar de
perfazer 78% do ar atmosférico o nitrogénio, presente na constitui¢do de aminoacidos e
proteinas, ¢ limitante em diversos ecossistemas naturais e cultivados nao sé para os seres
autotroficos limitando a produgdo primdria, mas também para os seres heterotroficos
(VITOUSEK et al., 2002).

Dentre os organismos heterotréficos os insetos constituem a maior parte da

biomassa animal na maioria dos ecossistemas terrestres com valores exatos ainda nao

32



conhecidos com precisdo, e antes que se conhega estes valores hé indicios de que estes
vem se reduzindo de maneira preocupante em conjunto com a diversidade de insetos que
estima-se, representa cerca de trés quartos da diversidade animal (FOSTER; ELLWOQOD;
FOSTER, 2004; HALLMANN et al., 2017). Por se tratarem de organismos diminutos
podemos nos enganar quanto a relevancia dos mesmos, o que desaparece diante das
evidéncias como a de um estudo conduzido na Inglaterra que estimou um aporte de 3200
toneladas por ano de insetos migratdrios oriundos da Europa continental apenas na regido
sul do pais (HU et al., 2016). Outra estimativa util para se entender a magnitude da
influéncia dos insetos e das formigas vem de uma revisao recente que estima que as
formigas armazenam 70 megatoneladas de carbono enquanto os demais artrépodes
excluindo os cupins armazenam 80 megatoneladas de carbono (TUMA; EGGLETON;
FAYLE, 2020). As formigas sdo portanto o grupo com maior biomassa dentre os insetos
e desempenham diversas fung¢des chave nos ecossistemas (DEL TORO; RIBBONS;
PELINI, 2012; FITTKAU; KLINGE, 1973). Mais especificamente sabe-se ainda que as
Solenopsis em especifico podem estabelecer mais de uma centena de ninhos em apenas
um hectare (ALMEIDA et al., 2007) e afetar a distribuigdo e abundancia de outros
animais ¢ plantas (PERFECTO, 1994; SEAMAN; MARINO, 2003; STUART;
JACKSON; MCCOY, 2003).

Cronologicamente estima-se que a endosimbiose entre microorganismos € insetos
se estabeleceu ha aproximadamente 300 Ma (MORAN; TELANG, 1998). As formigas
tem cerca de 135 Ma sendo que se tornaram-se abundantes ha cerca de 90 Ma
(PERRICHOT et al., 2008; WARD, 2014) enquanto a predisposi¢ao para a nodulagdo
tem cerca de 100 Ma (REMIGI et al., 2016). Logo o tempo que as leguminosas
amplamente conhecidas pela capacidade de se associarem a bactérias fixadoras de
nitrogénio, tiveram para estabelecer uma simbiose € tedrica e vitualmente o0 mesmo que
tiveram as formigas. Além disto a possibilidade de que estas Ultimas estejam se
beneficiando de maneira similar ao que ocorre em outro reino ndo possui nenhum
impedimento tedrico. Ao contrario, pois temos o paradoxo de Tobin que prevé que a
grande biomassa de formigas do dossel das florestas tropicais, constituida em sua maioria
por formigas que se alimentam de exsudatos florais e de ordenha de insetos sugadores
que fornecem basicamente carboidratos, consumindo portanto alimentos com baixa
concentra¢do de aminodcidos e sem os aminoacidos essenciais para a vida dos insetos, as
formigas necessitam de uma fonte destes elementos (DAVIDSON; PATRELL-KIM,
1996; TAMAYO; HEIL, 2015). Estas fontes podem ser supridas em parte por saprofagia,
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predacao e consumo de fezes de passaros por exemplo, mas outra fonte menos conhecida
pode ter sua origem nos microorganismos que habitam o interior das formigas ou seja, o
seu microbioma (BAR-SHMUEL; BEHAR; SEGOLI, 2020; MURALL et al., 2017;
SUDAKARAN et al., 2017) .

O microbioma pode modular uma série de mudangas no hospedeiro a partir da
incorporacdo de um, ou diversos, organismos inteiros e completamente funcionais com
todo seu conjunto de rotas metabolicas (FELDHAAR, 2011). Diferentes fungdes do
microbioma podem incluir desintoxicacdo, fornecimento de aminoacidos nao presentes
na dieta, e aparentemente até na participagdo da produgdo precursores de feromonios de

trilha (FELDHAAR, 2011; SILVA-JUNIOR et al., 2018).

As formigas de fogo sdo comuns em agroecossistemas e possuem importancia
como controle natural de insetos praga e possuem um potencial de se tornar espécies
invasoras (EUBANKS, 2001; STUART; JACKSON; MCCOY, 2003). No Sistema
Integrado de Produ¢ao Agroecoldgica (SIPA) ja foi registrada uma densidade de cerca de
74 ninhos de Solenopsis invicta por hectare (ALMEIDA et al., 2007). Apesar de ser
abundante em agroecossistemas tropicais o fato de ter se tornado uma espécie invasora
criou o interesse em se conhecer o microbioma destes organismos € os artigos ja
publicados refletem o parte do microbioma de alguns ninhos e individuos coletados nos
Estados Unidos, mais especificamente no Texas (ISHAK et al.,, 2011b; POWELL;
HANSON; BEXTINE, 2014) e no Missisipi (WOOLFOLK et al., 2016).

As formigas podem influenciar na modulagdo da comunidade microbiana da
mirmecosfera e na dispersdo de micro-organismos tanto em decorréncia de seu
deslocamento quanto nas mudangas provocadas em decorréncia da escavagdo,
manutengdo e atividades usuais transcorridas no ninho (BAR-SHMUEL; BEHAR;
SEGOLI, 2020). Os microorganismos que vivem intimamente relacionados com as
formigas influenciam no seu sucesso em sobreviver a agentes entomopatogénicos e
podem até mesmo serem indispensaveis para a vida da colonia (HAEDER et al., 2009;
ISHAK et al., 2011a; PINTO-TOMAS et al., 2009b; SEN et al., 2009). As formigas sao
reconhecidamente capazes de dispersar agentes patogénicos em hospitais ou
fitopatdgenos em culturas agricolas, mas até recentemente nao se encontrava na literatura
relatos ou se cogitava a possibilidade de dispersdo de micro-organismos promotores de
crescimento, ou seja, bactérias fixadoras de nitrogénio e fungos micorrizicos (BAR-

SHMUEL; BEHAR; SEGOLI, 2020; EL-HAMALAWI; MENGE, 1996; FOWLER et
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al., 1993) excetuando-se talvez apenas a excecdo do elegante e centenario estudo

conduzido por Giglioli (GIGLIOLI, 1897).

As infecgdes por bactérias e fungos podem ocorrer externamente estando ou nao
limitada ao tegumento ou serem internas estando dispersa na hemolinfa ou em estruturas
especializadas (BORM et al., 2008; SUDAKARAN et al., 2017). A relacdo entre
formigas e a microbiota do solo ja ¢ conhecida desde o final do século XVIII onde ficou
demonstrada, em ambiente estéril, a capacidade das formigas em inocular leveduras
obtidas no solo de vinhedos e assim permitir o inicio da fermentacao de cachos de uva

(GIGLIOLL, 1897).

A primeira endossimbiose descrita em insetos foi feita para uma formiga do
género Camponotus e muito se tem se avangado neste campo principalmente com o uso
de técnicas de biologia molecular (SCHRODER et al., 1996). H4 na literatura registros
obtidos através da amplificagdao de regides do DNA ribossomico de bactérias presentes
tanto nos ninhos de formigas (BOOTS; CLIPSON, 2013; HAEDER et al., 2009;
JOHANSSON et al., 2013; KELLNER et al., 2015; REYES; CAFARO, 2015) como na
qualidade de endossimbiontes (ANDERSON et al., 2012; BORM et al., 2008; HU et al.,
2018b; ISHAK et al., 2011b; RUSSELL et al., 2009). Alguns destes endossimbiontes
foram descritos habitando o6rgdos internos de formigas dos géneros Tetraponera,
Cephalotes e Acromyrmex tendo sido caracterizados como bactérias filogeneticamente
relacionadas a bactérias fixadoras de nitrogénio dos géneros Rhizobium,
Methylobacterium, Burkholderia e Pseudomonas (ANDERSON et al., 2012; BAR-
SHMUEL; BEHAR; SEGOLI, 2020; BORM et al., 2008). Em alguns casos foram
descritas estruturas para que essas bactérias se alojem ndo sendo descartada a
possibilidade de que o nitrogénio do ar esteja sendo fixado no interior de seus corpos e
liberado via excrecao (ANDERSON et al., 2012; BORM et al., 2008; HU et al., 2014;
SAPOUNTZIS et al., 2015). Diante desse acimulo de informagdes sobre a microbiota
bacteriana de diversas espécies de formiga ¢ factivel se esperar que algumas das formigas
que nidificam no solo possam estar se beneficiando de uma endossimbiose com bactérias
fixadoras de nitrogénio e assim estarem contribuindo para entrada de nitrogénio via
fixacdo biologica, algo ja conhecido para diversos grupos de insetos (TAMAYO; HEIL,
2015).

A fixagdo bioldgica de nitrogénio em artrépodes pode ser um fendmeno comum e

mais relevante do que se poderia esperar, ja tendo sido demonstrada em cupins, besouros
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e mosca das frutas (BAR-SHMUEL; BEHAR; SEGOLI, 2020; BEHAR; YUVAL;
JURKEVITCH, 2005; MORALES-JIMENEZ et al., 2009; TAYASU et al., 1994).
Estima-se que a fixac¢ao de nitrogénio nos organismos dos artropodes represente algo em
torno de 10 a 40 kg/ha/ano e portanto representaria uma contribui¢do significativa para o
balanco de nitrogénio em alguns ecossistemas (NARDI; MACKIE; DAWSON, 2002;
TAMAYO; HEIL, 2015).

Apesar de existirem estudos recentes demonstrando a ocorréncia de bactérias
filogeneticamente relacionadas a bactérias fixadoras de nitrogénio no trato digestivo de
diversas formigas via de regra os autores que descrevem estes microbiomas nao sugerem
a possibilidade da ocorréncia de FBN nestes organismos (BORM et al., 2008; HU et al.,
2014). Diante desta possibilidade e do conhecimento acumulado até o presente momento
se conhece apenas a ocorréncia de fixacdo bioldgica de nitrogénio de forma nao
endossimbidtica nos jardins de fungo de sativa (PINTO-TOMAS et al., 2009b). Apesar
da importancia da fixagao bioldgica de nitrogénio a associacdo entre formigas e bactérias
vai além, no caso da associag¢do entre formigas e Burkholderia sp. que além de uma
provavel fixacao de nitrogénio — ainda nao especulada nem comprovada - pode conferir
uma a¢ao antibiotica contra fungos entomopatogénicos comuns nos locais de nidificacao

(ANDERSON et al., 2012).

Como dito anteriormente ja foi confirmada a ocorréncia da FBN com o uso de
técnicas de reducao de acetileno e abundancia natural de 6N15 tanto com cupins como em
formigas (PINTO-TOMAS et al., 2009b; TAYASU et al., 1994). Nio obstante a maioria
dos trabalhos se baseia na identificagdo dos microorganismos através de técnicas de
biologia molecular e ndo se aprofundam a ponto de supor a ocorréncia de FBN ou
confirmar se os genes nif estdo sendo expressados (ISHAK et al., 2011b; KAUTZ et al.,
2013; SAPOUNTZIS et al., 2015). Quanto a este ultimo fator citado ha de se destacar que
se cogita a possiblidade de ocorréncia de FBN sem expressao de genes nif (HIGDON et

al., 2020).

Uma forma pratica de verificar a fixagao bioldgica de nitrogénio ¢ a analise da
reducgdo de acetileno (ARA) que consiste em oferecer o acetileno como substrato para a
enzima nitrogenase, sendo uma técnica de uso amplo desde a década de 1960
(DILWORTH, 1966; HARDY et al., 1968; STAAL et al., 2001). E uma metodologia
relativamente simples e de custo reduzido mas possui limitagdes e alguns protocolos que

devem ser ajustados como toda metodologia (DE BONT; MULDER, 1976; MINCHIN et
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al., 1983; MINCHIN; SHEEHY; WITTY, 1986). Apesar do aumento no uso de técnicas
de metagenomica a ARA ainda ¢ de grande utilidade e continua a ser empregada como
técnica complementar (HOFFMAN et al., 2014; PINTO-TOMAS et al., 2009a, 2009b;
SPATZAL et al., 2014). Dentre as pesquisas visando determinar a ocorréncia de fixacao
bioldgica de nitrogénio em insetos poucas utilizam este método (PINTO-TOMAS et al.,
2009b; TAYASU et al., 1994). Apesar de existirem estudos sobre o microbioma de
formigas de fogo (Solenopsis sp) (ISHAK et al., 2011b) ndo foram encontrados registros
na literatura utilizando ARA em individuos de Solenopsis, de fato foi encontrado apenas
dois artigos sobre ARA em formigas, tendo sido analisados individuos do género Atta
(PINTO-TOMAS et al., 2009b) ¢ do género Cephalotes (HU et al., 2018b) nido havendo

sinal de redu¢do nos individuos analisados em ambos os casos.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Area de Coleta

Sistema Integrado de Producdo Agroecologica — SIPA (Fazendinha
Agroecologica km 47). O SIPA encontra-se localizado em Seropédica, RJ (latitude 22°
45’ S, longitude 43° 41°N e altitude que varia entre 30 ¢ 70 m), numa regido da Baixada
Fluminense de relevo levemente ondulado e com solos classificados como

ARGISSOLOS e PLANOSSOLOS (NEVES et al., 2005, SANTOS et al., 1999).

3.2 Coleta e Acondicionamento dos Individuos e Exposi¢io ao Acetileno

As primeiras coletas para as andlises piloto foram feitas com pinga, individuo por
individuo apo6s a perturbagdo do ninho. O volume coletado apds cerca de uma hora de
esfor¢o ndo atingia um tergo das quantidades utilizadas ap6s o aperfeicoamento da coleta.
O método final consiste no uso de equipamentos rudimentares e de baixo custo. Foram
utilizados um de cano de PVC de 1 polegada com 75cm de comprimento com uma das
pontas tampadas. Este cano ao ser colocado em contato com o formigueiro perturbado
mecanicamente recebe as operarias e as soldados que reagem a perturbagdo. Uma vez que
estas enxameiam a haste a mesma ¢ batida sobre a borda de uma bandeja plastica

previamente tratada nas bordas com talco industrial para prevenir a fuga dos organismos.

37



ApOs esta operacdo as formigas sdo transferidas para um recipiente plastico de 2 litros e
mantidas em ambiente fresco e protegido do sol. Todas as coletas foram realizadas
durante o periodo da manha. O periodo da tarde foi reservado para a transferéncia dos
individuos para os frascos de vidro (vial), para tal foi utilizada uma bandeja também
isolada com talco industrial onde se colocava no centro o vial. Rapidamente com o uso
de pingas entomoldgicas ¢ feita a transferéncia da massa de formigas para dentro do vial
que com movimentos delicados de pinca tendem a formar um cacho facilitando o
acondicionamento no vial. E seguida o frasco ¢ fechado com tampa metalica provida de
septo, o lacre da tampa foi feito para todas as amostras para evitar o acimulo de CO2 nos
recipientes. A transferéncia de cada grupo de cerca de 2 a 3 gramas de operarias levou
em média 5 minutos por amostra. Apos a transferéncia da ultima amostra os vials com os
vial ja lacrados, foi retirado um volume (headspace) de 1 ml, injetado 1 ml de acetileno
e cronometrado o tempo até ser atingido 30 minutos. Apos decorrido este tempo com uma
seringa com valvulas era removido a atmosfera dos e prontamente transferindo o
contetdo da mesma para vials com vacuo devidamente identificados para posterior

injecao no FID.

3.3 Analise de Reducao de Acetileno

Foram conduzidos ensaios de reducdo de acetileno em operarias coletadas em
ninhos de Solenopsis invicta sendo confirmado posteriormente a identificagdo das
espécies construtoras. O teste de reducdo de acetileno teve como ponto de partida os
protocolos utilizados para cupins (BENEMANN, 1973)e para operdrias de
formiga (PINTO-TOMAS et al., 2009b, 2009a). A adaptacio da metodologia empregou
frascos de headspace 10 mL onde foram depositados cerca de duas gramas de operarias
vivas em cada frasco. Estes frascos de cromatografia foram lacrados, empregado o septo
de clorobutila para vedacao com uso de graxa de alto vacuo (Dow Cornering). O sistema
empregado ¢ similar ao de coleta de gases ambientais para cromatografia. Foram retirados
cerca de 10% da atmosfera e injetados o0 mesmo volume de gas acetileno obtidos através
da reagao de liberacao por reagdo de carbureto de célcio e agua. Apos 30 minutos foram
coletados 0,5 mL da atmosfera acetilénica através de uma seringa gas-thight (Hamilton) e
injetados em cromatografo gasoso Shimadzu GC2010 Plus munido de detector de
ionizacao de chama (FID). As condi¢des cromatograficas foram o emprego de coluna

cromatografica Porapack® 80-100 A° com 0,80 m de extensdo, fluxo do gas de arraste de
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30 mL por min, temperatura isotérmica de 60°C com tempo de corrida de 3 minutos.
Acurva de calibragdo continha 5 niveis de concentracdo realizadas em triplicata

abrangendo concentracdes obtidas na andlise das amostras apresentadas.

O tempo de 30 minutos foi definido empiricamente por ocasido dos testes
preliminares pois em 15 minutos o sinal de reducao era fraco ou inexistente e em 1 hora
ndo havia incremento na producdo de etileno em relacdo ao tempo de 30 minutos. Ha,
portanto, a necessidade do acetileno se difundir no interior das formigas para que entdo
ocorra a reacdo com as bactérias que possam estar produzindo nitrogenase no interior das
formigas. Ao mesmo tempo deve se ter em mente o fato de que a anaerobiose também
reduz a eficiéncia da nitrogenase e as formigas devem permanecer vivas durante a

exposicdo (BENEMANN, 1973).

Foram usados frascos: 1) apenas com ar atmosférico, 2) com acetileno sem
operarias de formiga e 3) com operarias sem acetileno nos ensaios como branco ¢ 4)

frascos com operarias e com acetileno.

Todas as formigas foram pesadas em balanga de precisdo no laboratério de Fauna
do Solo da Embrapa CNPAB para a obten¢ao de dados de fixagcdo de nitrogénio por

grama, sendo feita a opgao por se utilizar o peso timido.

Para os calculos se admitiu uma rela¢ao 3:1 decorrente da afinidade da enzima
nitrogenase em relacdo ao acetileno e ao nitrogénio elementar como utilizado por outros
autores (CURTIS; WALLER, 1996; PRESTWICH; BENTLEY; CARPENTER, 1980).
Deve ser levado em conta porém que esta relagdo € tedrica e pode sofrer variagdes (SAIZ
et al., 2019) porém, uma vez que se trata de um estudo pioneiro para formigas se usou o
referencial de estudos para outros insetos visando se obter dados comparaveis com os ja

obtidos para outros insetos.

3.4 Microbioma de Solenopsis invicta

Inicialmente foi planejado que nos ninhos onde as operdrias apresentassem
resultado positivo na redugdo de acetileno seria conduzido a extragdo de DNA para a

identificacao das OTUs através de metagendmica baseada na regido do 16S rRNA.

A primeira coleta foi realizada nos dias 13/11, 14/11 e 23/11/2017 totalizando

30 amostras e as formigas coletadas para esse fim foram expostas ao acetileno e depois
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conservadas em freezer sem liquido conservante, por motivo desconhecido em sua
maioria ndo foi possivel extrair DNA nem com quantidade nem qualidade suficiente.
Diante da impossibilidade de obter uma porg¢ao util de DNA das primeiras amostras foram
coletadas novas amostras em 6/05/2019 e para garantir a obtengdo de material para
estudos de metagendmica sendo separada uma fracdo das formigas coletadas para este
fim. Nestas amostras os individuos ndo foram expostos ao acetileno sendo a conservagao
feita em alcool 70% com as amostras mantidas em freezer. Destas amostras foram obtidas
quantidades de DNA satisfatorias e sendo assim possivel realizar a amplificacao da regido
16S das 15 amostras coletadas. As tentativas de amplificar o gene nifH ndo tiveram
resultados satisfatorios e ndo foi possivel viabilizar ainda a busca de possiveis solugdes
para contornar este problema em face da pandemia de COVID-19. Uma vez contornado
o problema da amplificagdo sera buscado um meio de se enviar o material para

sequenciamento e aumentar a precisao global deste estudo.

Os protocolos utilizados como ponto de partida para obtengao do DNA foram os
utilizados por (GADAU, 2009) e por (RUBIN et al., 2014) utilizando kit de extracdo de
DNA DNeasy PowerSoil da Quiagen. As quantidades necessarias de DNA foram obtidas
apos algumas adaptacdes. No primeiro passo as amostras foram resfriadas em nitrogénio
liquido e piladas com pistilo virgem, sendo em seqguida adicionados os reagentes do
primeiro passo, agitados com powerbeads e acrescentando proteinase K. Depois deste
ultimo passo se manteve as amostras em banho maria overnight a 80°C. Os passos

seguintes foram de acordo com o protocolo do kit de extracao.

O gene RNAr 168 foi sequenciado na plataforma MiSeq, com a metodologia pair-
end. Os primers utilizados foram OS X e Y desenhados para amplificar a regido V4 do
RNAr 16S de procariotos. O sequenciamento foi realizado na empresa Macrogen, Inc. A
separacao das sequéncias entre suas respectivas amostras foi realizada com o software
(PRECISO PERGUNTAR A IRENE). As sequéncias foram analisadas utilizando-se a
metodologia de identificacdo de variantes de sequéncias amplificadas (Amplified
Variation Sequence, ASV) implementada no pacote DADA2 1.16 para a plataforma R
(CALLAHAN et al., 2016). A qualidade das sequéncias foi inspecionada, procurando
manter um escore de qualidade minimo de 30. As regides de baixa qualidade foram
excluidas. Posteriormente, as taxas de erro foram determinadas e utilizadas para
eliminagdo de sequéncias de baixa qualidade, inferéncia das ASVs e juncao das fitas lider

e complementar da regido amplificada. As potenciais quimeras foram removidas e a
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taxonomia dos organismos foi realizada com o método classificador ingénuo de Bayes
(naive Bayesian Classifier) desenvolvido pelo Ribosomal Database Project (COLE et al.,
2014) e utilizando-se da base de dados de sequéncias Silva versdo 132 (QUAST et al.,
2013).

A tabela de ASVs foi utilizada para analises estatisticas com o pacote phyloseq,
também implementado na plataforma R (MCMURDIE; HOLMES, 2013). As analises
dos dados de abundéancia das ASVs obtidas foram analisadas no ambiente R com os
pacotes VEGAN (DIXON, 2003) e com os pacotes basicos do ambiente R. A abordagem
de ASVs ¢ uma abordagem mais moderna permitindo maior economia computacional em
relacdo a abordagem de unidades taxondmicas operacionais (OTUs) além de incrementar
a precisdo nas identificagdes com um maior controle de erros e maior resolucao

(CALLAHAN; MCMURDIE; HOLMES, 2017).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A comunidade microbiana associada a populagdes de Solenopsis invicta existentes
no SIPA ¢ dominada pelo Filo Proteobacteria excetuando-se os individuos do ninho 13
que ¢ dominado por Bacteroidetes (Figura 13). Foram registrados 7 Filos com abundancia
relativa superior a 3% sendo Proteobacteria o mais abundante estando presente em todas
as amostras com uma abundancia média de 57,34% variando entre 92,64% e 18,25%. O
segundo filo mais abundante foi Actinobacteria estando presente em 14 dos 15 ninhos
com uma abundancia média de 14,26% ¢ uma abundancia maxima de 56,52%. O terceiro
mais abundante foi Bacteroidetes presente em 8 das 14 amostras com abundancia média
de 11,61% e maxima de 63,64% na tnica amostra ndo dominada por Proteobacteria. Em
seguida estdo Firmicutes, Cyanobacteria/Cloroplasto e Verrumicrobia com 7, 5 e 2

ocorréncias em 14 amostras respectivamente.
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Figura 13. Composic¢do dos filos por ninho (n=15).

Foram detectadas 47 familias com abundancia superior a 3% em ao menos uma
amostra (Figura 14). As familias mais abundantes foram Enterobacteriaceae e
Moraxellaceae estando presente em 8 das 15 amostras, com abundancia média de 8,78%
e 8,01% e uma abundincia maxima de 38,06% e 33,07% respectivamente.
Nocardioidaceae esteve presente em 7 das 15 amostras, seguida por Bacillaceae 1
presente em 6 amostras, por Bradhyrhizobiaceae com cinco ocorréncias e por

Streptophyta, Sphingomonadaceae ¢ Pseudomonadaceae presentes em 4 de 15 amostras.
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No nivel taxonomico de gé€nero temos bactérias ja reconhecidas em outras

situacdes seja em vida livre ou em simbiose como fixadoras de nitrogénio e/ou

promotoras de crescimento. Além disso temos géneros que abrigam bactérias patogénicas

para humanos, bactérias fitopatogénicas e dois géneros ao menos com bactérias com
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registros na literatura de informagdes relacionadas a biologia de formigas. Destes sendo

um género associado a nematoides entomopatogénicos de solo e outro com capacidade

de conferir protecdo contra fungos como descrito na lista abaixo. Varias das bactérias

detectadas que possuem informagdo escassa sobre sua biologia ou com biologia nao

associada as outras classes aqui apresentadas sdo apresentadas na listagem a seguir como

outras:

Fixadoras de nitrogénio: Burkholderia (MANNAA; PARK; SEO, 2018),
Bacillus  (RADHAKRISHNAN; HASHEM; ABD ALLAH, 2017),
Bradyrhizobium (DELAMUTA et al., 2016), Chitinophaga (SIROVA et
al., 2014), Sphingomonas (ASAF et al., 2020), Acinetobacter
(CHAUDHARY et al., 2012; KUAN et al., 2016), Methylobacterium
(SANCHEZ-LOPEZ et al., 2018), Pseudomonas (FOX et al., 2016b),
Streptomyces (DAHAL et al.,, 2017), Azospirillum (FUKAMI;
CEREZINI; HUNGRIA, 2018).

Promotoras de crescimento (PGPR): Acidovorax (LI et al., 2012),
Chitinophaga (ZHANG et al., 2019), Enhydrobacter (SANCHEZ-LOPEZ
et al., 2018), Ramlibacter (SKOURI-PANET et al., 2018), Gordonia
(KAYASTH; KUMAR; GERA, 2014), Stenotrophomonas (RAMOS et
al., 2011; SINGH; JHA, 2017), Luteolibacter (ZADEL et al., 2020),
Chryseobacterium (DARDANELLI et al., 2010), Comamonas (SHARMA
et al., 2017), Corynebacterium (MAHESHWARI; DHEEMAN;
AGARWAL, 2015), Staphylococcus (AKRAM et al, 2016),
Curtobacterium (VIMAL; PATEL; SINGH, 2019)

Com potencial de patogenicidade em humanos: Elizabethkingia (LAU et
al., 2016), Neisseria (CAUGANT; BRYNILDSRUD, 2020; JANE
QUILLIN; STEVEN SEIFERT, 2018), Salmonella (GAST; PORTER,
2020), Staphylococcus (POLLITT et al., 2018).

Potencial de patogenicidade em plantas: Acidovorax (BURDMAN;
WALCOTT, 2018), Curtobacterium (SOARES et al., 2018).

Simbionte de nematoides entomopatoénicos de solo e tida como repelente

para formigas: Xenorhadbus (GULCU; RAJA; HAZIR, 2017).
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e Acdo antifingica em ninho de formigas cultivadoras de fungo (Attini)

protegendo o jardim de fungos: Amycolatopsis (SEN et al., 2009).

e Outras: Akkermansia — comum no microbioma do intestino humano
(CANI; DE VOS, 2017), Barnesiella — microrganismos benéficos
abundantes no trato gastrointestinal de humanos (FIELDING et al., 2019;
UBEDA et al., 2013), Cystobacter — fonte de antibidticos (AKBAR;
DOWD; STEVENS, 2017) , Geobacilus — producdo de celulase e xilanase
(BIBRA; KUNREDDY; SANI, 2018; POTPROMMANEE et al., 2017),
Marmoricola — comum em solos com presenca de sddio e manguezais
(JIANG et al., 2018), Salinibacterium -  actinobactéria halofilica
(ANANDAN; DHARUMADURALI; MANOGARAN, 2016),
Smaragdicoccus — carece de informagdes além de sua taxonomia, a

espécie tipo foi descrita em 2007 (KASAI, 2015).

Todas as amostras possuem ao menos um género com registros de fixacao
biologica descritas conhecida para alguma espécie com ocorrendo com abundancia
relativa superior a 3% sendo usado o valor de 7% apenas para fins de visualizacdo dos
dados (Figura 15). Os géneros que abrangem espécies com capacidade conhecida de
fixagdo de nitrogénio compdem em média 26,24% dos géneros presentes nas amostras,
variando de uma abundancia de 9,62% no ninho 5 a 51,08% no ninho 12. Para os géneros
com ao menos uma espécie com capacidade de promogdo de crescimento de plantas
(PGPR) seja por solubilizacdo de minerais, imobilizacio de metais, producdo de
hormonios dentre outros (CHAPARRO et al., 2012) se observa uma média de 20,14%

com uma varia¢ao entre a ndo ocorréncia (ninhos 4, 9, 13, 14 e 15) e 67,46% (ninho 2).

Apesar de ter seus dados incluidos na discussao da abundancia de Filo, Familia e
Géneros de bactérias o ninho 8 (amostra 8) foi eliminado das andlises e ndo faz parte da
discussdo a seguir pois a injecdo da amostra no FID foi perdida, desta forma as analises
de regressao apresentadas mais adiante ndo usam os dados de abundancia dos géneros

presentes no ninho 8.

Quanto aos dados da anélise de redugdo de acetileno se observou que os frascos
sem acetileno, assim como os frascos com formiga sem adi¢ao de acetileno e os frascos

que continham apenas ar atmosférico nao apresentaram sinal de etileno. Os frascos com
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formigas vivas expostas ao acetileno invariavelmente apresentaram sinal de reducdo de
acetileno. Ou seja, os frascos com formigas expostas ao acetileno apresentaram picos de
produgdo de etileno claramente distintos dos frascos testemunha com acetileno e sem
operarias. Excluindo os estudos preliminares foram analisadas 45 amostras no total
oriundas de duas coletas tendo sido perdida a amostra do ninho 8 da segunda coleta sendo
portando consideradas apenas 44 amostras. Destas a producao de etileno variou de de 1
nmol de C2Ha.h™! a 45 nmol de C;Ha.h! com uma média de 23 nmol de CoHa.h™!. A fixacgdo
de nitrogénio variou de 0,08 a 32,33 nmol de N fixado. g (peso umido).h™! com uma média
de 4,3 nmol de N fixado. g (peso imido).h!. O peso imido dos grupos de formigas
expostas ao acetileno obtido ap6s a exposi¢do ao acetileno variou de 0,25g a 3,88g com

uma média de 1,62g.
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Figura 16. Graficos dos resultados da ARA do primeiro conjunto de amostras (n=30).
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Figura 17. Gréficos dos resultados da ARA do segundo conjunto de amostras ARA (n=14). Estas amostras
sdo as que se pode obter os dados para o sequenciamento de DNA e identifica¢do das bactérias associadas

a Solenopsis invicta.

Sendo as variaveis dependente fortemente correlacionadas pois sdo a exce¢ao do
peso umido todas derivadas da quantidade de etileno produzido foram implementadas
duas correlagdes lineares entre a abundancia de cada género com abundancia superior a
3% e as variaveis quantidade de etileno produzido (C2Hs ppm) e nitrogénio fixado por
grama de peso Umido por hora (nmol Nfixado. g peso umido.h™!). De todos os géneros
testados apenas dois géneros Bradyrhizobium e Sphingomonas apresentaram correlacao

com a quantidade de nitrogénio fixado e com a quantidade de etileno produzido, sendo
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que ambos abrigam bactérias com capacidade de fixagdo de nitrogénio ao menos em

condigdes distintas das encontradas aqui.

A teste de regressao linear entre a abundancia de Bradyrhizobium em relagdo a
variavel etileno produzido foi significativa (p = 0,0012, R* = 0,5929) o mesmo
acontecendo com Sphingomonas (p = 0,0021, R>= 0,6943). Ao se testar as mesmas
abundancias contra a varidvel nitrogénio fixado os resultados se mantiveram
significativos tanto para Bradyrhizobium (p = 0,0025 R? = 0,5464) quanto para
Sphingomonas (p = 0,00434 R?=0,500).

5 CONCLUSOES

O ensaio de reducdo de acetileno ¢ habil para detectar a fixacdo bioldgica de
nitrogénio porém para se confirmar com maior exatiddo a ocorréncia de FBN em
Solenopsis invicta ao menos um de dois outros métodos considerados mais precisos
deveriam ter sido empregados o método do Nise a deteccao da expressdao dos genes nif.
Nao obstante a hipdtese de que ha fixacdo encontra sustentacdo em 44 amostras com sinal
de redugdo de acetileno sendo que destas 14 amostras, que corresponde ao conjunto das
que foi possivel identificar as bactérias presentes teve em todas elas a presenga de
bactérias de géneros com espécies conhecidas por fixar dinitrogénio em situagdes
distintas seja em vida livre, seja na rizosfera, em colmos ou ainda em nddulos. Outra
evidéncia ¢ a correlagdo da abundancia dos géneros Sphingomonas e Bradyrhizobium -
dois géneros que também abrigam bactérias fixadoras e que sdo abundantes nas amostras
- seja com o etileno produzido ou a quantidade de nitrogénio fixado. Com cautela creio
que seja possivel afirmar que esta ocorrendo a FBN na populagao de Solenopsis invicta
existente na SIPA e que espera-se que em breve de posse dos resultados das andlises da
expressdo dos genes nif se possa dirimir as davidas a respeito desta possibilidade que
seria o primeiro registro de FBN no grupo com maior biomassa entre os insetos e

onipresente em todos os agroecossistemas.
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CAPITULO 111

PLANTAS ATRATIVAS E A COMUNIDADE DE FORMIGAS
EDAFICAS

50



PLANTAS ATRATIVAS RESUMO

Palavras chave: nonoononono

RESUMO

51



ABSTRACT

52



1 INTRODUCAO

Com o crescente interesse por alimentos mais saudaveis, livres de agrotoxicos,
rastredveis e que causem menos impacto ao agroecossistema e a premente e real
necessidade de se implantar uma agricultura menos dependente de insumos externos,
mais eficiente no uso de energia ndo renovavel e que seja de forma ampla mais econdmica
¢ desejavel que o uso de servigos ambientais seja intensificado.

Para que um servigo ambiental seja intensificado ele deve ser em algum momento
iniciado e para que seja iniciado precisa ser reconhecido como tal e deve ter seus
pormenores conhecidos. Sera este servigo replicavel, em qual escala 0 mesmo passa a
atuar, em qual escala o mesmo cessa de ser perceptivel, quais os organismos envolvidos,
quais fatores ambientais podem ampliar ou suprimir os organismos responsaveis pelo
servigo esperado?

Um dos servicos ambientais utilizados voluntaria ou involuntariamente pela
agricultura ¢ o promovido por inimigos naturais capazes de consumir quantidades
consideraveis de organismos com potencial de se tornarem pragas para espécies
cultivadas. Estes inimigos naturais podem ser criados em laboratério e introduzidos nas
areas de interesse sendo esta a abordagem mais comum. Neste estudo, que ¢ um recorte
de um estudo que abordou organismos ja amplamente aceitos como controle biologico
como os coccinelideos e percevejos predadores, foi testada a ocupagao de areas cultivadas
com plantas atrativas por formigas que em grande parte sdo predadores generalistas o que
as torna por sua vez organismos com potencial de controle bioldgico de ocorréncia

natural.

2 REVISAO DE LITERATURA

Em sistemas agricolas com orienta¢do conservativa, o enriquecimento floristico
através da diversificacdo de cultivos ou do plantio de espécies atrativas ou que sirvam de
refligio para inimigos naturais pode emular uma condicdo anterior de diversidade
mantendo os servicos ambientais de alguns insetos benéficos e prejudicando a reproducao
ou dispersao de insetos praga em sistemas "push-pull" — (MIDEGA et al., 2008, 2009) ou
“trap cropping” (SHELTON; BADENES-PEREZ, 2006). At¢ mesmo o uso de plantas

com a fung¢do de cobertura do solo podem ter efeitos benéficos que vao além da protegao
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contra a erosao alterando a dieta de predadores generalistas como as formigas (MOLLOT
et al., 2014).

A funcdo dos plantios de cobertura em agroecossistemas os visam reduzir os
impactos ambientais negativos da agricultura e prover servicos ambientais, sendo
cultivados visando reduzir a lixiviagdo do nitrogénio, servir de adubacdo verde,
incrementar a producdo de biomassa para incorporagdo de carbono ao solo, promover
controle de vegetacdo espontanea e fixacao de nitrogénio (TRIBOUILLOIS et al., 2015).
O controle de populagdes de organismos potencialmente danosos as culturas agricolas de
maneira planejada ou incidental também ¢ uma das func¢des dos plantios de cobertura
(ALTIERI; SCHMIDT, 1985; LESLIE et al., 2017) e a interface entre os plantios de
cobertura e as formigas (Hymenoptera: Formicidae) € o assunto desta breve revisao.

As formigas sdo um grupo de insetos eussociais hiperdiverso, com ampla
distribuicao e tidos como a maior biomassa dentre os artropodes e estdo comumente
dentre os maiores predadores de outros artrépodes inclusive em agroecossistemas
(FLOREN; BIUN; LINSENMAIR, 2002; LAPOLLA et al., 2002; NOVOTNY et al.,
1999; OZAKI; TAKASHIMA; SUKO, 2000; WARD, 2007; WAY; KHOO, 1992). Sao
reconhecidas como engenheiros do ecossistema e agentes importantes de bioturbagado e
como componentes dos agroecossistemas contribuem para seu funcionamento e
sustentabilidade (BENCKISER, 2010; BOULTON; AMBERMAN, 2006; MARICHAL
et al., 2014; MARIN; JACKSON; PERFECTO, 2015).

Comumente as formigas sdo estudadas em contexto de desservigos e ndo de
servigos ambientais, nos quais sdo amplamente relevantes (WIELGOSS et al., 2014).
Destaca-se também que em um universo de mais de 12000 espécies de formigas apenas
poucas espécies tém algo mais do que sua taxonomia definida, isto €, pouco se sabe sobre
sua ecologia ou fisiologia limitando assim a compreensao a respeito de seus potenciais na
prestacdo de servigos ambientais (DEL TORO; RIBBONS; PELINI, 2012).

Dentre os efeitos benéficos ja registrados para Formicidae em agroecossistemas
sabe-se que em lavouras de café foi observada a relacao benéfica entre aranhas do género
Pocobletus sp. e formigas arboreas Azteca sericeasur. Neste caso as aranhas —
importantes predadores — tem sua abundancia positivamente correlacionadas com a
presenga desta formiga (MARIN; JACKSON; PERFECTO, 2015). Sio conhecidos
efeitos diretos e indiretos no controle biologico de diversas espécies incluindo o bicudo
do algodoeiro, lagarta da soja e mosca branca em diferentes tipos de cultivo agricola e

areas de pastagem (EUBANKS, 2001). Se conhece também agdes de controle da broca
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do caf¢ (ARMBRECHT; GALLEGO, 2007). Foram descritos efeito repelente em
Raphidopalpa foveicollis (Coleoptera: Chrysomelidae) (AGARWAL; RASTOGTI, 2008),
predacdo de larvas de curculionideos em citros (STUART; JACKSON; MCCQOY, 2003)
e moleque da bananeira em bananais com plantio de braquiaria para cobertura do solo
(MOLLOT et al., 2014).

A distribuicdo das formigas depende da disponibilidade de recursos alimentares,
locais disponiveis para nidificagdo e ocorréncia de perturbagdes e variacdes no
microclima, em especial variagdes na umidade do solo, sendo que o uso de agrotoxicos e
praticas de manejo do solo como a aragao tendem a influenciar significativamente na
composicao e atividade da mimercofauna geralmente resultando em uma diversidade
menor de espécies em dareas cultivadas (KASPARI; WEISER, 2000; LEVINGS;
FRANKS, 1982; LOBRY DE BRUYN, 1999).

Ja em ambientes naturais as plantas mirmecofitas sdo um modelo passivel de gerar
informagdes para se entender as relacdes entre plantas ndo estritamente mirmecofitas,
chamadas mirmecoéfilas (HEIL; MCKEY, 2003). As mirmecofilas possuem estruturas
como nectarios extraflorais (EFNs) e corpos alimentares (food bodies, pearl bodies) que
possuem basicamente trés tipos e duas origens celulares, tricomas e células do
parénquima (BENTLEY, 1977; O’'DOWD, 1982). Estas estruturas nao sdo exclusivas de
plantas ndo domesticadas estando presente em géneros como Andropogon, Piper,
Gossypium, Manihot, Ipomoea, Hevea, Ricinus, Passiflora, Pyrus, Vitis e Vicia
(BENTLEY, 1977, O’'DOWD, 1982). A simbiose observada entre as formigas e as
mirmecofitas sdo produto de uma coevolugdo e incluem além da protecdo contra
herbivoria, alimentagdo e transporte, podendo variar em intensidade de uma relagdo
oportunista a uma facultativa chegando até uma relacdo obrigatoria no caso de plantas
com domaceas (HEIL; MCKEY, 2003).

Na situacdo mais comumente encontrada em agroecossistemas as relacdes tendem
a ser ndo simbidticas, com plantas mirmecofilas que oferecem recompensas alimentares
como dito anteriormente através de EFNs e tricomas secretores estabelecendo assim
relagdes facultativas e oportunistas e sem oferecer locais para a nidificagao na propria
planta como nas mirmecofitas (HEIL; MCKEY, 2003). Dentre as plantas utilizadas como
adubo verde e plantas de cobertura temos a presenca de EFNs nas leguminosas Mucuna,
Pueraria, Calopogonium, Canavalia, Chamaecrista, Crotalaria, Dolichos, Indigofera,
Lotus, Phaseolus, Pueraria, Senna, Vicia, Vigna, e na graminea Penissetum (HARVEY,

2009; LERSTEN; BRUBAKER, 1987; WEBER; PORTURAS; KEELER, 2015).
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Os agroecossistemas mesmo os conduzidos com manejo conservacionista
(orgdnico, biodindmico, natural) sdo ecossistemas perturbados (PERFECTO;
VANDERMEER, 2010). A varia¢do no regime de perturbagdes afeta o funcionamento e
a estrutura das comunidades, reduzindo a diversidade de formigas que usualmente
forrageiam na serapilheira, assim como as das que nidificam no solo e na serapilheira,
aumentando assim a abundancia dos grupos que forrageiam na vegetacdo e em dareas
abertas (KWON; LEE; SUNG, 2014). No caso dos agroecossistemas tais perturbacdes
tentem a resultar em danos relevantes em cultivos comerciais ou de subsisténcia ao
beneficiar guildas de formigas que sdao habeis em explorar areas abertas. Nas condigdes
brasileiras temos as cortadeiras representadas pelas sativas (Atta sp.) e as quenquém
(Acromyrmex sp.) e as formigas de fogo (Solenopsis sp.) que perfazem praticamente a
quase totalidade das formigas notadas pelos agricultores seja pelo dano aos cultivos das
duas primeiras ou seja pela picada dolorosa da ultima. Mas os efeitos perceptiveis apenas
com a elaboracdo de questdes cientificas mostram que os efeitos vao além das picadas e
destrui¢do de cultivos, como as pilhas de despejo de residuos da formigas Acromyrmex
lobicornis que sao responsaveis por um incremento na atividade da microbiota, medida
através da emissao de CO», em até 160 vezes quando comparada a superficies sem
influéncia recente das formigas (FERNANDEZ; FARJI-BRENER; SATTI, 2014), ou
ainda em um incremento no intemperismo de rochas silicatadas na ordem de mais de 300
vezes (DORN, 2014).

Como muitos outros organismos, as formigas sdo afetadas pela acdo antrdopica e
suas comunidades por vezes sdo severamente simplificadas (HOLWAY; SUAREZ, 2006)
e em geral apenas estas comunidades simplificadas sdo notadas pelos agricultores e
pesquisadores da area agricola. Conservar a agrobiodiversidade fora das "areas de
conservagao" e manter ou incrementar a producdo agricola através desta conservagao ¢
um desafio que vem sendo colocado aos profissionais que manejam agroecossistemas em
busca de um melhor manejo do solo favorecendo a manutencao de seu componente vivo
(ISBELL et al., 2015; LAL, 2016; LAVELLE, 2014).

Uma das solugdes deste desafio passa pelo cultivo de cobertura (SCHIPANSKI et
al.,, 2014) que tende a fazer o uso de servigos ambientais de ocorréncia natural que
geralmente passam desapercebidos ou sdo subestimados mas que possuem efeitos
positivos sobre os cultivos (EVANS et al., 2011).

Os cultivos de cobertura tendem incrementar a biodiversidade do solo e se bem

planejados e manejados podem controlar pragas especificas tanto pelo aumento e
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manuten¢ao de populagdes de predadores como de parasitoides (ALTIERI; SCHMIDT,
1985). O uso de plantas de cobertura aumenta a oferta de biomassa que pode ser traduzida
em uma nova fonte de energia para o agroecossistema e alterar as chances de pragas se
tornarem presas de predadores generalistas como observado em bananais onde o uso de
plantas de cobertura aumentou o sucesso de Solenopsis geminata em capturar
Cosmopolites sordidus (Coleoptera, Curculionidae) (MOLLOT et al., 2012). O aumento
de permeabilidade da matriz e alteragdo do microclima na superficie do solo tem efeitos
ndo s6 na dieta das formigas mas na dieta dos predadores em geral (MOLLOT et al.,
2014). E notavel que nos dois tltimos exemplos a planta utilizada como cobertura, a
braquiaria (Urochloa), ndo possui nectarios ou corpos alimentares o que ndo inviabiliza
a percepgao de efeitos positivos no controle de pragas.

Em contraste foi observado um efeito neutro dos plantios de cobertura, a saber
Pisum sativum e Secale cereale sobre predadores em areas de cultivo milho transgénico
com aplicagdo de herbicidas no estado de Michigan (E.U.A.) para geracdo de bioenergia
onde ha a remoc¢do da planta inteira (FOX et al., 2016a). Trata-se de um sistema
localizado em um dos extremos da gama de utilizagdo de plantios de cobertura. Fica
evidenciado que o mero plantio de cobertura por si s6 nao carregam a solugao final para
a degradacao dos agroecossistemas e a perda da biodiversidade em especial no tocante as
espécies de artropodes predadores e parasitoides onde devem ser observadas as condi¢des
fisicas, ou seja, ndo se pode solicitar ajuda ou fornecer abrigo a organismos que estao fora
de alcance do sinal emitido ou que ndo possuam meios de entender e responder ao sinal
recebido (MITHOFER; BOLAND, 2016; SHANNON, 1948). Este “efeito” neutro,
apesar de ndo ter sido tratado assim pelos autores, acaba por reforcar a necessidade do
manejo adequado do entorno, ou seja da matriz agroecologica na qual os cultivos
econOmicos e de cobertura estdo ou serdo implantados (PERFECTO; VANDERMEER,
2010; TSCHUMI et al., 2016).

Mas nem sempre os exemplos sdo desanimadores. Um destes ¢ a predacao de
sementes de plantas espontaneas por besouros carabideos foi incrementada em 73%
quando comparada a areas com solo exposto (BLUBAUGH et al., 2016). Estes besouros
sdo onivoros e a capacidade de se alimentar de sementes os mantém na area ao permitir
que sobrevivam em momentos onde a disponibilidade de artropodes presa esteja reduzida
(BLUBAUGH et al., 2016). De maneira similar raras sdo as formigas estritamente
predadoras e seria razodvel esperar que os cultivos de cobertura aumentem a chance de

permanéncia em sua area de influéncia de formigas onivoras, incluidos aqui de maneira
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semelhante as formigas que assim como os carabideos possuem hébitos como predagao
de sementes em momentos de escassez de presas (CARROLL; JANZEN, 1973).

Em outra circunstdncia em um pomar de pera (Pyrus) com cultivos de
leguminosas como plantas de cobertura, foi aspergida nas plantas de cobertura uma
solucdo com albumina de ovo para permitir a posterior deteccao de antigeno estranho aos
artropodes e ao ambiente através do teste ELISA (HORTON; JONES; UNRUH, 2009).
Mais de 90% dos predadores generalistas dos grupos Heteroptera, Coccinelidae,
Chrysopidae e Araneae coletados nas plantas de cobertura adquiriram o marcador de
albumina de ovo e entre 17 a 29% dos coletados na copa apresentavam sinais de terem
forrageado ou se originado no cultivo de cobertura com leguminosas (HORTON; JONES;
UNRUH, 2009). Os autores ndo fazem referéncia a formigas, o que ¢ compreensivel que
do ja se sabe que uma das possiveis causas da maior abundancia de presas pouco moveis
como as larvas de Lepidoptera no hemisfério norte se deve a uma menor abundancia e
atividade de artropodes predadores em especial de formigas arbdreas nesta parte do globo
(NOVOTNY et al., 1999; ROSLIN et al., 2017).

Mas de nenhuma forma os resultados sobre os efeitos dos plantios de cobertura
sdo triviais. O efeito dos experimentos dos plantios de cobertura podem nao refletir na
produtividade da cultura ou nos artrépodes predadores que exploram as folhas do cultivo
mas podem ter efeitos positivos na biota do solo ou em parte da biota do solo como
nematoéides de vida livre (LESLIE et al., 2017). Talvez haja uma necessidade de
adequacdo da experimentacdo agricola nestes casos. No experimento de LESLIE e
colaboradores (2017) todos os 4 tratamentos estavam conscritos a uma area de menos de
meio hectare (0,45 ha) e os efeitos sobre a fauna de predadores e a produtividade pode
ser dependente de fatores como continuidade e conectividade dos recursos e a presenca
de fontes proximas de inimigos naturais como frisado anteriormente (CHUST et al., 2003;
KASPARI; WEISER, 2007). A intera¢do predador presa também pode ser afetada pela
capacidade de uso do habitat e escala, devendo-se ter parcimdnia ao tirar conclusdes para
escalas distintas (MORRIS, 1987). A presenga ou a auséncia de coespecificos também
podem ser determinantes na atragao de outros individuos oriundo de areas proximas
podendo representar o sucesso ou nao da colonizacdo de um habitat (AHLERING;
FAABORG, 2009). Posso concluir que esta visdo pontual ndo tem se mostrado adequada
para o entendimento de como plantas podem atrair insetos Uteis para sua prote¢do em
agroecossistemas e¢ hd a necessidade de integracdo com areas como a Ecologia de

paisagens e a Ecologia quimica.
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A comunicagdo quimica entre organismos se baseia em semioquimicos e
feromonios, dois grandes grupos de substincias organicas volateis e instaveis. A
comunicagdo quimica entre as plantas e os insetos, sejam predadores ou fitofagos, ocorre
através dos semioquimicos que sao moléculas com composicao quimica diversa emitidas
através de mecanismos que envolvem a deteccdo e resposta de padroes moleculares
associados a danos (DAMPs - damage associated molecular patterns) (DURAN-
FLORES; HEIL, 2014; REDDY; GUERRERO, 2004). Em feijao a capacidade de induzir
resisténcia a doencas e a reconhecer danos na propria planta ou em plantas da mesma
espécie proximas ocorre com os DAMPs estimulando a produ¢ao de acido jasmonico que
por sua vez estimula os EFNs , sendo que este estimulo pode ser previsto antecipadamente
através da analise do perfil de radicais livres de oxigénio ou espécies reativas de oxigénio
(DURAN-FLORES; HEIL, 2014). Como isto ocorre nas outras leguminosas que também
possuem EFNs ¢ algo a ser descrito, mas o estudo de DURAN-FLORES e HEIL (2014)
demonstrou que a resposta ¢ taxonomicamente dependente, sendo sensivel até mesmo aos
cultivares usados na elaboragdo do extrato. Se os danos as folhas induzem essa cascata de
eventos culminando com o estimulo dos EFNs e estes estdo presentes em diversas
espécies de leguminosas usadas como adubacgdo verde e cultivo de cobertura como o
kudzu, a mucuna, a fava dentre outros, ¢ de se esperar que este mecanismo seja util para
recrutar predadores capazes de deter o avango de herbivoros (BENTLEY, 1977,
HARVEY, 2009; KATAYAMA; SUZUKI, 2004; LERSTEN; BRUBAKER, 1987).

Os feromodnios por sua vez sao substancias secretadas por um individuo que visa
induzir uma reagdo especifica em outro individuo coespecifico e a composicdo ¢ a
quantidade do feroménio podem variar conforme o sinal que se deseja emitir, da
gravidade da situacdo enfrentada pelo emissor e a urgéncia da resposta requerida
(CZACZKES; GRUTER; RATNIEKS, 2015; WILSON, 1976). Sdo crescentes as
evidéncias de que as plantas se comunicam entre si através de sinais quimicos (DURAN-
FLORES; HEIL, 2014; HEIL; SILVA BUENO, 2007). A comunicacdo entre plantas,
entre partes especificas da planta como as flores e insetos polinizadores (BAGGEN;
GURR; MEATS, 1999), a emissao de compostos que atraiam nematodides predadores ou
fitopatogénicos, a comunicagdo mesmo que involuntdria entre insetos pragas € seus
parasitoides e predadores sdo noés em uma rede de comunicagio antiga (MITHOFER;
BOLAND, 2016). Estas redes inseridas nos agroecossistemas necessitam ser estudadas,

compreendidas e conduzidas visando o aumento da sustentabilidade e saude dos
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agroecossistemas incluindo o ecossistema solo (DIXON et al., 2002; HEIL, 2014;
HOOPER et al., 2005; PONGE, 2015, 2013; VAN DAM; BOUWMEESTER, 2016).

As teias de relagdes se tornaram tao intrincadas ao longo da evolugdo que insetos
podem, ou melhor, necessitam, usar compostos de plantas como precursores de
feromonios sexuais, ou seja, sem as plantas com seus compostos o sucesso reprodutivo
de diversas espécies estaria praticamente inviabilizado (REDDY; GUERRERO, 2004).
Com esses multiplos sinais sendo emitidos simultaneamente o cendrio hipotético mais
prontamente imaginavel pode ser um que inclua modelos de moléculas de semioquimicos
e feromodnios ao vento sendo dispersados e dissipados, porém esta sinalizacdo ¢
importante também no corpo do solo e possui implicagdes relevantes ao sucesso das
culturas (VAN DAM; BOUWMEESTER, 2016). A conexdo entre 0s processos acima e
abaixo do solo sempre que possivel deve ser levada em consideragdo pois dentre outros
fatores muitas das pragas agricolas passam parte de seu ciclo de desenvolvimento no solo
(BARDGETT et al., 2005; BARDGETT; MOMMER; DE VRIES, 2014; VAN DER
PUTTEN et al., 2009). Outra situacdo que ilustra a complexidade a ser desvendada ¢ a
interacdo entre formigas e a alteracdo da composicao quimica de nectarios em decorréncia
da visita das formigas aos nectarios. Tal muanga ¢ mediada por mudangas no microbioma,
mais especificamente pela inoculacdo de leveduras no momento da visita das formigas,
leveduras estas que passam a consumir os agucares presentes no néctar aumentando a
concentracdo de frutose e glicose e reduzindo a de sacarose (DE VEGA; HERRERA,
2013). O quanto estas duas situagdes se replicam nas relagdes inseto-planta e em especial
na relagio formiga-planta é uma grande incégnita. E importante frisar que varios
processos baseados em semioquimicos que sozinhos seriam ineficientes quando juntos,
como em um cultivo diversificado e com uma diversidade de plantas de cobertura por
exemplo tendem a formar uma protecao eficiente e robusta (PICKETT et al., 2014).

Devemos sempre nos atentar que a atragdo de insetos ndo ¢ exclusiva para insetos
benéficos e algumas relagdes podem ndo ser desejaveis para areas cultivadas e o emprego
de algumas plantas de cobertura deve ser pensado com zelo. Em um estudo de relagdes
tri-troficas envolvendo o feijao fava (Vicia faba) e a traca da batatinha (Pthorimaea
opercullela) uma praga importante, se observou que a visita aos nectarios de Vicia
resultaram em um incremento na longevidade de machos e fémeas, aumento na duragdo
do periodo de oviposicdo, na fecundidade e ainda na taxa média de oviposi¢do e do
numero de ovos no ovario de fémeas mortas (BAGGEN; GURR; MEATS, 1999). O

emprego de uma planta com este potencial de favorecer uma praga relevante pode levar
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arejeicao de uma pratica util e valida e € um risco em uma realidade onde poucos estudos
existem a respeito para adubos verdes e plantas de cobertura nos tropicos.

Atualmente ja existem produtos que podem ser aplicados para conferir resisténcia
a plantas, chamados de elicitores ou fortalecedores de sinal como o BHT (SOBHY; ERB;
TURLINGS, 2015). Apesar disto o uso de plantas atrativas ¢ uma solugdo factivel
baseados em conhecimentos de ecologia quimica, ecologia de paisagens, interacao inseto-
planta e dinamica de populagdes ou seja ¢ uma opg¢do vidvel que requer alto uso de
conhecimento com capacidade de prover solu¢des e manter servigos ambientais que nao
podem ser obtidos com a aplicagdo de produtos (GABA et al.,, 2015; SHELTON;
BADENES-PEREZ, 2006).

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Area de estudo

As coletas foram realizadas em experimento de campo implantado em darea
adjacente ao SIPA, o campo experimental da Embrapa Agrobiologia localizado em
Seropédica, RJ (latitude 22° 44’ S, longitude 43° 40’ O e altitude em torno de 25 m), numa
regido da Baixada Fluminense de relevo levemente ondulado e com solo classificados

como PLANOSSOLO.

3.2 Plantas utilizadas e desenho experimental

Foi instalado o experimento em blocos inteiramente casualizado com parcelas de
3,0 x 4,0 m, constituidas de 6 linhas espacadas de 0,50 m e com 4,0 m de comprimento
contendo as planta Cosmus sulphureus (Asteraceae), a Canavalia ensiformis (Fabaceae),
a Crotalaria spectabilis (Fabaceae), Foeniculum vulgare (Apiaceae) (Quadro 1) e tendo
como controle a vegetagdo espontanea. Dentre as quatro plantas cultivadas foram

estabelecidos trés niveis de consorcio conforme descrito na tabela 4.

Tabela 3. Numero de plantas por linha (4m) adotado no plantio do experimento.
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Tipo de Espacamento

Espécies Densidade (por linha)
cultivo entre plantas (cm)
Crotalaria spectabilis 15 7
Canavalia ensiformis 3 33
Solteiro
Cosmos sulphureus 4 25
Foeniculum vulgare 2 50
Crotalaria spectabilis 15 27
Canavalia ensiformis 3 133
Consorcio 1
Cosmos sulphureus 4 100
Foeniculum vulgare 2 200
Crotalaria spectabilis 20 20
Canavalia ensiformis 4 100
Consorcio 2
Cosmos sulphureus 5 75
Foeniculum vulgare 3 150
Crotalaria spectabilis 30 13
Canavalia ensiformis 6 67
Consorcio 3
Cosmos sulphureus 8 50
Foeniculum vulgare 4 100

As parcelas foram separadas entre si por uma distdncia de 5 metros lineares
mantida livre de vegetagdao por capina mecanica periddica nas semanas distintas as das
coletas. Foi utilizada irrigacdo por aspersdo. De margo a abril de 2017 a area foi mantida
livre de vegetacdo com o uso de arado. Em 15 de maio foi feito o transplantio das plantas
de erva doce, crotaldria e cosmos e no dia 23 do mesmo mées foi feito o plantio do feijao
de porco. Nestas duas datas foi aplicado nos olheiros de sativa formicida para o controle

de satvas (Attamix 400P, Insetimax).

Foram realizadas cinco coletas da mirmecofauna ativa na superficie do solo
mensalmente entre junho e outubro de 2017. As coletas foram realizadas com 38, 67, 99,
130 e 160 dias apds o plantio respectivamente nos dias 22/06, 21/07, 22/08, 22/09 e
22/10/2017. Para tal foram instaladas armadilhas de queda tipo pitfall compostas de potes
com 100mm de abertura enterrados ao nivel do solo, contendo uma solug¢ao de formol a
1% mantidos em campo por sete dias. O material coletado foi levado ao Laboratorio de
Fauna da Embrapa Agrobiologia e os artropodes foram separados por ordem e as formigas

identificadas por género.
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3.3 Analise estatistica

Foi utilizada uma andlise multivariada de varidncia permutacional
(PERMANOVA) pois este teste ndo ¢ sensivel a presenca de zeros na matriz, o que ¢
ocorre com frequéncia no conjunto de dados. Este teste ndo paramétrico ¢ usado para
comparar grupos de objetos e testar a hipdtese nula de que os centrdides e a dispersao dos
grupos, conforme definido pelo espago de medida, sdo equivalentes para todos os grupos
(ANDERSON, 2017). Foi utilizada a distancia euclidiana para os calculos utilizando o
pacote Vegan no programa R (R CORE TEAM, 2018). Apesar de ndo ser um teste que
ndo necessita de uma distribui¢ao normal dos dados foi feita uma transformagao log(n+1)
nos dados de abundancia devido a uma presenga massiva de individuos de formiga de
correi¢ao que superou mais de mil individuos em algumas amostras enquanto a maioria
das demais formigas estavam na casa das dezenas (MCNATTY; ABBOTT; LESTER,
2009).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Viérios grupos de artropodes foram coletados dentre eles o mais abundante foi
Formicidae, sendo identificados 25.301 individuos de formigas incluindo operdrias,
machos e rainhas. Dentre as formigas se destacaram em ordem de ocorréncia no total
coletado os géneros: Labidus (86%), Wasmannia (6,64%), Pheidole (2,85%), Solenopsis
(1,39%), Atta (1,32%), Dorymyrmex (0,59%). Se optou por manter a identificacdo no
nivel taxondmico de género para as andlises estatisticas com base no conceito de
suficiéncia taxondmica que permite a0 mesmo tempo que se retenha a informacao e se
reduza o tempo de laboratorio e se evite erros com inconsisténcias na determinagao de
espécies ou morfotipos que sdo mais sujeitos a subjetividade do parataxomista (SOUZA;
MOURA; FRANKLIN, 2009). Este ultimo fator pode se agravar em géneros como
Dorymyrmex que possui cerca de 90 espécies muitas ndo descritas, apresenta variagdes
de cor e ornamentagao dentro da propria espécie e carece de uma chave taxondmica ampla

para espécies (CUEZZO; GUERRERO, 2012).

O género mais abundante nas amostras pertence ao grupo das formigas legionarias
ou de correicao (KRONAUER, 2009), que sao essencialmente predadoras de topo e se

alimentam através de agdes organizadas com um grande nimero de operdrias em frentes
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denominados raids (SCHNEIRLA, 1934) capazes de remover grande quantidade de
biomassa de artrépodes modulando assim a fauna do solo e da serapilheira (KASPARI et
al., 2011; SCHONING; MOFFETT, 2007; SOUZA; MOURA, 2008). Uma vez que o
objetivo deste estudo ¢ o de se entender a colonizagao de areas com cultivos de plantas
atrativas as formigas do género Labidus coletadas sdo tratadas neste estudo em separado
das demais quanto a interpretacdo dos resultados pois sdo consideradas como ndo
residentes. E necessério ressaltar ainda que sua presenga ¢ altamente desejavel dado ao
seu potencial de eliminar imaturos de artropodes (KASPARI et al., 2011; KASPARI;
O’DONNELL, 2003; ROBERTS; COOPER; PETIT, 2000). A maioria dos registros
sobre Labidus e outras formigas de correi¢do neotropicais remetem a areas de floresta
(KUMAR; O’ DONNELL, 2009; ROBERTS; COOPER; PETIT, 2000; SCHNEIRLA,
1932). O acesso das Labidus ao local do experimento foi possivel pois as mesmas se
deslocam ao longo da vegetacao espontanea remanescente a margem dos acessos € no
entorno do experimento como observado pelo autor em 21/07/17 durante a implantagdo
das armadilhas para a segunda coleta. Esta vegetacdo fornece aparentemente protegao

suficiente contra a exposicdo solar e dissecacdo uma vez que estas forrageiam na

superficie.
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Figura 18. Numero de individuos de Labidus coletados em cada bloco por tratamento (C1 — Consorcio 1,
C2 — Consorcio 2, C3 — Consorcio 3, CO — Cosmos, CS — Crotalaria, ED — Erva doce, FP — Feijao de Porco,

VE — vegetagao espontanea) nas cinco coletas representadas por dias apds o plantio (38, 67, 99, 130 e 160).

O segundo género mais abundante Wasmannia é reconhecido por sua capacidade
de dominar areas antropizadas (FOUCAUD et al., 2009) e as evidéncias para explicar a

dominancia ecologica destas formigas se baseiam em um estudo experimental conduzido
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com Solenopis invicta Buren (KING; TSCHINKEL, 2008). Tal estudo utilizou um
desenho fatorial com dois tipos de perturbacdo antropica (aragdo e capina) € com ou sem
a introducdo de ninhos de Solenopsis e demonstrou que a perturbagao, especialmente por
aracao reduz a abundancia e diversidade de outras espécies de formigas que ocorrem no
local de estudo e que o pior cenario ¢ o onde foi feita a aragdo e a introdu¢do de ninhos
(KING; TSCHINKEL, 2008). Assim sendo ficou evidenciada a maxima de que “o
inimigo de meu inimigo ¢ meu amigo” e este principio aparenta ter influenciado os
resultados do presente estudo. Wasmannia foi detectada em todas as coletas ¢ a na
primeira, segunda e quinta coletas foram coletadas rainhas. Uma das formas deste género
se dispersar inclui rainhas fundadoras de origem clonal ou ndo acompanhadas de
operarias do ninho materno (FOUCAUD et al., 2009, 2010) e em meu estudo todas as
vezes que foram coletadas rainhas de Wasmannia as mesmas foram coletadas com
operarias. Outra possibilidade a ser verificada futuramente também baseada em uma
informagdo existente para Solenopsis € que esta descrita no capitulo II desta tese que se
trata da capacidade de fixagdo bioldgica de nitrogénio. Advoga-se que esta capacidade
apresentada por formigas com a presenga de bactérias fixadoras de nitrogénio em seu
microbioma pode vir a se confirmar como um holofenoétipo importante para outros

holobiontes com capacidade de colonizar areas perturbadas.
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Figura 19. Numero de individuos de Wasmannia coletados em cada bloco por tratamento (C1 — Consoércio
1, C2 — Consoércio 2, C3 — Consoércio 3, CO — Cosmos, CS — Crotalaria, ED — Erva doce, FP — Feijdo de
Porco, VE — vegetagdo espontinea) nas cinco coletas representadas por dias apds o plantio (38, 67, 99, 130

e 160).
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O terceiro género e quarto géneros mais abundantes, Pheidole e Solenopis,
tiveram rainhas detectadas nas amostras da quinta e Gltima coleta o que indica a formagao
de coldnias nas parcelas do experimento. Como a metodologia de armadilha de queda
tipo pitfall coleta apenas as formigas ativas poderia suscitar o argumento de que estas
rainhas fossem rainhas fundadoras, mais especificamente, rainhas que estariam chegando
no local da parcela e foram coletadas enquanto buscavam um local de nidificacao.
Pessoalmente opto pela primeira interpretacdo pois colonias incipientes podem modificar
o local do ninho o que nao limita a coleta apenas a formigas oriundas de fora da parcela,
ou seja de outras colonias. Outra evidéncia que reforga a interpretacdo escolhida de que
se trata de rainhas de colonias ja estabelecidas e logo testemunhas destas colonias ¢ que

em sua maioria estas foram coletadas com operarias do mesmo género.
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Figura 20. Numero de individuos de Pheidole coletados em cada bloco por tratamento (C1 — Consorcio 1,
C2 — Consorceio 2, C3 — Consorcio 3, CO — Cosmos, CS — Crotalaria, ED — Erva doce, FP — Feijao de Porco,

VE — vegetacao espontanea) nas cinco coletas representadas por dias ap6s o plantio (38, 67, 99, 130 e 160).

Pheidole ¢ um género megadiverso com mais de mil espécies e com uma ampla
plasticidade de comportamento e de formas de obtencdo de recursos alimentares que
variam do parasitismo social a predacdo (LACH; PARR; ABBOTT, 2010; MARIN;
JACKSON; PERFECTO, 2015; VAN DEN BERG, 1993) apresentando habitos de
nidificacdo em diferentes estratos inclusive no solo (BACCARO et al., 2015). O quarto
género mais abundante foi Solenopsis que abrange as formigas conhecidas como lava-pés
ou formigas de fogo, tidas como formigas generalistas mas com potencial de predagao
consideravel dada sua capacidade de recrutamento (EUBANKS, 2001; MOLLOT et al.,
2014; STILES; JONES, 2001). Pheidole e Solenopsis tendem a competir por recursos e
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em alguns casos se conhece reagdes agressivas ¢ de defesa elicitadas em ninhos de

Pheidole apenas quando estes sdo atacados por Solenopsis (WILSON, 1976).
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Figura 21. Numero de individuos de Solenopsis coletados em cada bloco por tratamento (C1 — Consorcio

1, C2 — Consoércio 2, C3 — Consoércio 3, CO — Cosmos, CS — Crotalaria, ED — Erva doce, FP — Feijdo de

Porco, VE — vegetagdo espontinea) nas cinco coletas representadas por dias apds o plantio (38, 67, 99, 130

e 160).

O quinto género mais coletado foi A#ta que corresponde a formigas cortadeiras

conhecidas como sauvas. Estas como informado na metodologia foram alvo de controle

quimico no inicio do experimento, porém sua abundancia flutuou pouco ao longo do

experimento o que pode ser explicado pelo fato que a parte central de seu ninho estava

localizado fora da area do experimento.
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Figura 22. Numero de individuos de Atfa coletados em cada bloco por tratamento (C1 — Consoércio 1, C2 —

Consorcio 2, C3 — Consoércio 3, CO — Cosmos, CS — Crotalaria, ED — Erva doce, FP — Feijao de Porco, VE

— vegetagdo espontanea) nas cinco coletas representadas por dias ap6s o plantio (38, 67, 99, 130 e 160).
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O sexto género em abundancia foi Dorymyrmex comum em areas abertas € com
operarias que se movimentam rapidamente em busca de presas que podem incluir
formigas aladas de outras espécies, apresentado ainda uma capacidade de forragear nas
horas mais quentes do dia escapando da competicdo com outras espécies, pode apresentar
ainda o habito de ordenhar insetos sugadores (BACCARO et al., 2015; STUART;
JACKSON; MCCQY, 2003). Apesar de ser considerado um grupo de formigas comum e
com potencial para se tornarem dominantes em areas perturbadas (GRAHAM et al., 2004)
abriga também espécies raras e potencialmente ameacadas (CUEZZO; GUERRERO,
2012).

Dorymyrmex
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Dias apos o plantio

Figura 23. Ntimero de individuos de Dorymyrmex coletados em cada bloco por tratamento (C1 — Consoércio
1, C2 — Consorcio 2, C3 — Consoércio 3, CO — Cosmos, CS — Crotalaria, ED — Erva doce, FP — Feijao de
Porco, VE — vegetagao espontinea) nas cinco coletas representadas por dias apods o plantio (38, 67, 99, 130

e 160).

Tabela 4. Resultado da PERMANOVA com dados das comunidades de formigas das cinco coletas.

Pseudo-
gl SQ SQM F R2 Pr(>F)
BLOCO 1 0.2990 0.29904 37.859 0.02374 0.0237 *

1,00E-
1 24737 247371 313.175 0.19638 01 ook

TRATAMENTO 7 0.5029 0.07184  0.9095 0.03992  0.5526
Residuos 118 93.206 0.07899 0.73995
Total 127  125.963 100.000

COLETA

Ao coletar formigas edéaficas no experimento com plantas atrativas desenhado a
principio para verificar a atratividade de outros inimigos naturais como os percevejos do

género Orius (Heteroptera:Anthocoridae) e joaninhas (Coleoptera:Coccinellidae) um
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diferencial seria a possibilidade ndo apenas das formigas serem recrutadas para as
parcelas com os diferentes tratamentos mas também que ocorresse o estabelecimento de
novas colonias. Na primeira coleta foi registrada apenas uma amostra com uma rainha de
Wasmannia acompanhada de seis operarias, na segunda coleta foram duas amostras com
rainhas também de Wasmannia sendo uma com uma rainha e trés operarias € uma na
amostra do tratamento com 1 rainha e duas operarias. Nao foi registrada nenhuma casta
reprodutiva na terceira coleta. Na quarta coleta foram registradas duas rainhas de
Ectatomma sendo uma coletada sem operarias e uma rainha com cinco operarias. Na
quinta coleta os registros de castas reprodutivas teve um salto acompanhado pela
ocorréncia maior de formigas como um todo, incremento este prontamente perceptivel na
triagem e confirmado pela analise da PERMANOVA (Tabela 4) totalizando 16 amostras
com castas reprodutivas sendo: oito ocorréncias para Brachymyrmex, cinco ocorréncias
para Solenopsis e Wasmannia e trés ocorréncias para Pheidole. Ainda na quinta coleta
foram coletados individuos de castas reprodutivas que foram excluidos das andlises
estatisticas uma vez que ndo foi possivel determinar com precisdo o género das mesmas

totalizando quatro rainhas e dois machos.

5 CONCLUSOES

A presenca de formigas de correicdo, um grupo de formigas edaficas
essencialmente predadoras nas areas de experimentacdo agricola do CNPAB necessitam
de se tornar objeto de um estudo especifico para o qual sugiro uma abordagem de ecologia
de paisagem. A capacidade de remogao de presas, sejam outras formigas como sugere os
dados de um experimento com plantio de batata doce do Laboratorio de Controle
Bioldgico ainda ndo publicado ou de imaturos de pragas agricolas merece ser
dimensionado e os meios de manter essa parte da biodiversidade preservada e prestando

servigos ambientais deve ser conhecido.

Especificamente em relacdo a Wasmannia que ¢ considerada uma formiga
vagabunda (tramp ant) e com alto potencial de se tornar uma espécie dominante os dados
de presenga de rainhas deste grupo na primeira e segunda coletas podem vir a embasar a

hipétese de que talvez a aragdo seja capaz de destruir ninhos de diversas espécies de
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formigas mas que existe a possibilidade de que alguns ninhos de Wasmannia resistam ao
revolvimento do solo facilitando a ampliagdo de suas colonias apds cessada a perturbacdo
uma vez que as demais formigas residentes tiveram seus ninhos sendo aniquilados
severamente destruidos. Desta maneira Wasmannia seria praticamente o que resta da
mimercofauna e ndo necessariamente o que hd de melhor em termos de competigao por

récursos.

Entendo que estes resultados de abundancia total e o da presenca de individuos de
castas reprodutivas sdo suficientes para sustentar ao menos quatro afirmacgdes, (i) houve
a colonizacao das parcelas ao final do experimento com o efeito significativo da coleta
(p<0,001) devendo este efeito ser imputado ao tempo decorrente desde a ultima aragao,
(i1) houve um aumento da abundancia das espécies residentes como se pode inferir nas
analises graficas, (ii1) ndo houve efeito dos tratamentos e (iv) assim como ja havia sido
proposto por KING e TSCHINKEL (2008) a perturbagdo antropica aqui representada pela
aracdo na ocasido da implantagdo do experimento tende a reduzir a abundancia e a
diversidade de espécies coocorrentes e favorecer formigas com capacidade de colonizar
areas perturbadas como Wasmannia, Pheidole, Solenopsis e Dorymyrmex, todas
representadas nos resultados aqui expostos. Excetuando Atta reconhecida por seu habito
de cortar folhas e cultivar fungos e Labidus que ¢ um grupo de formigas predadoras, todas
as demais formigas registradas sdo predadoras generalistas e podem vir a reduzir a
incidéncia de pragas em culturas agricolas. Logo se ndo houve efeito dos tratamentos ha
de se recomendar que se mantenha uma cobertura vegetal ainda que espontanea e que
estes refligios ndo sejam submetidos ao revolvimento do solo se mantendo assim a
mimercofauna edafica nos corddes de vegetagdo proximo aos cultivos e

concomitantemente seu potencial de prover servigcos ambientais.
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CONCLUSOES GERAIS

Este trabalho teve como objetivo central avaliar as alteracdes no solo promovidas por
formigas em especial Solenopsis invicta seja quanto a alteragao nos teores de nutrientes seja no
tocante a microbiota. A inten¢do era se preencher lacunas e testar hipoteses que a principio
poderiam parecer insustentaveis como a ocorrénica de FBN em formigas. O alvo real era gerar
dados sobre os impactos na fertilidade, na movimentagdo de solo € na manutencao destes
potenciais servigos ambientais.

Como pensar em servigoes ambientais oferecidos por animais que se desconhece as suas
funcdes em relacdo a fertilidade do solo? Como quantificar estes servigos diante da escassez de
informacdes basicas? Como contribuir para sedimentar a visdo de que as formigas sdo parte
importante dos ecossistemas e consequentemente dos agroecossistemas, formigas e nao
somente as de interesse agronomico no sentido estrito como as sativas?

Agora sabemos que as formigas de fogo em um agroecossistema conduzido com
orientagdo conservativa seguindo os preceitos da agricultura organica desde 1993 tendem a
aumentar os teores de carbono, fosforo, potassio, silicio e reduzir a acidez total dos solos. Uma
grata surpresa foi a detecdo de teores de silicio muito mais altos nos ninhos que nas amostras
de solo superficial. O silicio ¢ importante para o ciclo do carbono e o ciclo do carbono dispensa
apresentacdes no cendrio de mudancas climaticas em que estamos inseridos. A fitossanidade
tende a ser forte e globalmente beneficiada pelo aumento dos niveis de silicio biodisponivel,
vide o aumento na producdo de raizes e consequentemente o incremento na resisténcia ao stress
hidrico.

Sabemos ainda que em média mais de 40% das bactérias associadas a Solenopsis invicta
na SIPA sdo bactérias com potencial de fixagdo biologica de nitrogénio ou bactérias promotoras
de crescimento. Estas associagdes indicam que a bioprospec¢ao nos ninhos deste holobionte
bem suscedido pode ser promissora para se encontrar por exemplo espécies de bactérias
solubilizadoreas de fosforo, potéassio e silicio. Outro género de bactérias presente nas amostras,
Xenorhabdus associadas a nematoides entomopatogénicos pode ter potencial para o controle de
formigas de fogo nos ambientes onde ela se encontra como espécie invasora. E mesmo que
ainda ndo se possa afirmar com certeza absoluta, caso isto exista na ciéncia, ha fortes indicios
de que estamos diante de um caso de fixagdo bioldgica de nitrogénio decorrente de simbiose
entre bactérias e um inseto, neste caso temos as primeiras evidéncias experimentais de

ocorréncia de FBN em Formicidae, para ser mais exato, nas operarias ja que ja se conhece FBN
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em jardins de fundo de Atta. Talvez este resultado apds ser confirmado experimentalmente em
outros locais sirva de base para se entender o sucesso de Solenopsis invicta como holobionte
invasor.

O dados do experimento de plantas atrativas poderiam desanimar os mais desavisados,
nao houve resultado significativo para os tratamentos. Mas com um pouco de atengao surge a
informacgao de que cessada a perturbagdo antrdpica, no caso a aragdo, que leva a uma intensa
simplificagdo e o decorrer de poucos meses a complexidade tende a se reestabelecer
independente da cobertura vegetal utilizada inclusive com o estabelecimento de colonias. Outra
informacao que foi fruto de serendipidade ¢ a massiva presenga de formigas de correi¢ao que
conseguem explorar as areas cultivadas aparentemente devido a presenca de vegetagdo
remanescente nas areas proximas ao experimento. Me refiro inclusive a vegetacdo expontanea
crescendo ao lado de acessos e formacgdes arboreas esparsas dominadas por apenas uma espécie.

Em linhas gerais estamos diante de diversos seres diminutos € outros mais diminutos
ainda que possuem a capacidade de prestar servigcos ainda ndo valorados, para isto basta que
estes ndo sejam sistematicamente perturbados e que se permita seu estabelecimento e

movimentagao na paisagem.
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