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SINOPSE 

Este trabalho relacionou a incidência luminosa com o local de morte de formigas 

Camponotus atriceps infectadas pelo fungo parasita Ophiocordyceps camponoti-atricipis. 

As regiões onde são encontrados muitos cadáveres de formigas parasitadas, chamados de 

cemitérios, foram utilizadas para o delineamento das 10 parcelas. A intensidade luminosa foi 

reduzida em metade da área das parcelas através de uma tela de sombreamento. As novas 

formigas parasitadas foram monitoradas semanalmente em relação a área, altura e orientação 

dos locais de morte durante 6 meses de coleta. 
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Now I'm back in the ring to take another swing 

Cause the walls were shaking the earth was quaking 

My mind was aching 

And we were making it 

And 

 You shook me all night long… 

 

Angus Young, Malcolm Young and Brian Johnson  
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Resumo 

Parasitas especializados podem modificar o comportamento de seus hospedeiros para 

aumentar as chances de se reproduzir. Esse comportamento é considerado um exemplo 

do fenótipo estendido do parasita. Neste trabalho, nós estudamos a relação entre o fungo 

Ophiocordyceps camponoti-atricips, um parasita especializado, e as formigas carpinteiras 

Camponotus atriceps. Uma vez infectadas por O. camponoti-atricipis, as formigas 

morrem em locais onde a temperatura e umidade são mais estáveis. Esses locais 

aumentam o sucesso reprodutivo do parasita. Entretanto, a luz é responsável por controlar 

a reprodução de diversas espécies de fungos de vida livre, e pode ter um papel importante 

na fase terminal da infecção de fungos parasitas. Neste trabalho, nós avaliamos o efeito 

da luminosidade na seleção dos locais de morte de C. atriceps infectadas. Em 10 

cemitérios (locais próximos as trilhas de forrageio de C. atriceps onde são encontradas 

muitas formigas mortas infectadas), a luminosidade foi reduzida através de telas de 

sombreamento de 80% em metade da área das parcelas. Nós identificamos os cadáveres 

de C. atriceps com fitas de marcação coloridas durante 6 meses de trabalho de campo. As 

formigas infectadas que morreram após o estabelecimento das parcelas foram 

monitoradas nesse período. O número de cadáveres que produziram corpos de 

frutificação, a altura em relação ao nível do solo e a orientação das formigas parasitadas 

foram mensurados. As áreas sombreadas receberam 53 formigas, representando 32,7 % 

do total, em comparação à área controle adjacente, onde foram encontradas 109 formigas 

mortas. Além disso, nas áreas sombreadas apenas 15 cadáveres produziram ascomas ou 

corpos de frutificação. Já nas áreas controle 41 cadáveres desenvolveram os ascomas. As 

C. atriceps infectadas também morreram em locais mais altos nas áreas sombreadas (140 

cm) em relação às áreas controle (110 cm). Nossos resultados sugerem que a luz pode 

atuar no local da morte das formigas C. atriceps parasitadas e por consequência 

desempenhar um papel importante no ciclo reprodutivo do fungo O. camponoti-atricipis.  
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Abstract 

Specialized parasites can modify the behavior hosts to increase chances of reproduction. 

This behavior is considered an example of extension phenotype of the parasite. We 

study the relationship of the fungus Ophiocordyceps camponoti-atricips, a specialized 

parasite, with the carpenter ants Camponotus atriceps. Once infected by O. camponoti-

atricips, the ants dies in places with stable temperature and relative humidity. The 

reproduction of the parasite is locally increased on these areas. However, light is 

responsible for controlling the reproduction of several species of free-living fungi, and 

may play an important role in the terminal phase of parasitic fungal infection. On this 

work, we evaluate the effect of luminosity in selected sites of dead infected C. atriceps 

ants. In 10 graveyards (sites near of foraging trails with many infected dead ants), the 

luminosity was reduced 80% through shading screens in half of the plots area. We 

identified dead infected C. atriceps using colored marking ribbons over 6 months of 

fieldwork. The infected ants that died after establishment of the plots were monitored. 

We measured the number of fruiting bodies, height above ground and the orientation of 

infected ants in the field. The selected sites of infected C. atriceps shows strong 

influence by experimental light reduction. The shaded areas received 53 ants (32, 7%) 

in comparison to the adjacent control area, with 109 (67, 3%) ants. In addition, in the 

shaded areas only 15 dead ants produced fruiting bodies. In the control areas, 41 dead 

ants developed fruiting bodies. The infected C.atriceps also died at higher sites in the 

shaded areas (140 cm) in relation to the control areas (110 cm). Our findings suggest 

that light may have act in the place death of parasitized C.atriceps ants and therefore 

play an important role on reproductive cycle of the fungus O. camponoti-atricips. 
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Objetivos 

O objetivo geral deste trabalho foi relacionar o efeito da redução da luminosidade 

incidente nos cemitérios com o local de morte das formigas Camponotus atriceps 

infectadas com o fungo Ophiocordyceps camponoti-atricipis. Mais especificamente, 

como a redução da luminosidade das áreas sombreadas, nas 10 parcelas monitoradas, 

em comparação às áreas controle, modificou os seguintes caracteres mensurados: 

(1) Número de cadáveres de formigas infectadas; 

(2) Número de ascomas ou corpos de frutificação; 

(3) A altura dos cadáveres das formigas infectadas em relação ao nível do solo; 

(4) A orientação dos cadáveres das formigas infectadas em relação ao local de 

morte. 
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Capítulo I. 

Andriolli, F.S.; Kazue, N.I, Baccaro, F.B.; Zumbis buscam a luz? Camponotus atriceps 

infectadas por Ophiocordyceps camponoti-atricipis morrem em locais mais iluminados na 

Amazônia Central Brasileira. Manuscrito em preparação para submissão para Behavioral 

Ecology and Sociobiology. 
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Abstract 

Specialized parasites can modify the behavior hosts to increase chances of reproduction. 

This behavior is considered an example of extension phenotype of the parasite. We 

study the relationship of the fungus Ophiocordyceps camponoti-atricips, a specialized 

parasite, with the carpenter ants Camponotus atriceps. Once infected by O. camponoti-

atricips, the ants dies in places with stable temperature and relative humidity. The 

reproduction of the parasite is locally increased on these areas. However, light is 

responsible for controlling the reproduction of several species of free-living fungi, and 

may play an important role in the terminal phase of parasitic fungal infection. On this 

work, we evaluate the effect of luminosity in selected sites of dead infected C. atriceps 

ants. In 10 graveyards (sites near of foraging trails with many infected dead ants), the 

luminosity was reduced 80% through shading screens in half of the plots area. We 

identified dead infected C. atriceps using colored marking ribbons over 6 months of 

fieldwork. The infected ants that died after establishment of the plots were monitored. 

We measured the number of fruiting bodies, height above ground and the orientation of 

infected ants in the field. The selected sites of infected C. atriceps shows strong 

influence by experimental light reduction. The shaded areas received 53 ants (32, 7%) 

in comparison to the adjacent control area, with 109 (67, 3%) ants. In addition, in the 

shaded areas only 15 dead ants produced fruiting bodies. In the control areas, 41 dead 

ants developed fruiting bodies. The infected C.atriceps also died at higher sites in the 

shaded areas (140 cm) in relation to the control areas (110 cm). Our findings suggest 

that light may have act in the place death of parasitized C.atriceps ants and therefore 

play an important role on reproductive cycle of the fungus O. camponoti-atricips. 
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Introdução 

Parasitas especializados podem causar modificações morfológicas, fisiológicas e 

comportamentais em seus hospedeiros aumentando as suas chances de reprodução 

(COMBES, 2001; THOMAS, 2010). Essas alterações beneficiam os parasitas através da 

liberação de propágulos em ambientes mais adequados e por consequência aumentam as 

chances de infecção de novos hospedeiros (BIRON et al., 2005). As modificações 

comportamentais de uma espécie infectada que favorecem à propagação dos genes do 

parasita, é um exemplo da manifestação do fenótipo estendido (DAWKINS, 1982). Os 

benefícios dessas relações são evidências de que o parasitas podem ter sido selecionados 

ao induzir essas modificações no comportamento dos hospedeiros (LEFEVRE et al., 

2009). Entretanto, se a manipulação de comportamento é induzida especificamente pelo 

parasita, ou se é um simples efeito colateral da infecção é um paradoxo de difícil 

resposta, fascinante e controverso ao mesmo tempo (TALARICO et al., 2017). 

Formigas infectadas com fungos parasitas do complexo Ophiocordyceps 

unilateralis s.l. apresentam alterações de comportamento que não ocorrem em 

indivíduos saudáveis (HUGHES et al., 2011). A contaminação acontece através do 

contato direto dos esporos com a superfície externa do corpo da formiga. Após o 

estabelecimento da infecção, o crescimento do fungo é proporcionado pelo consumo das 

estruturas musculares da formiga enquanto ela mantém suas atividades normais de saída 

e retorno para o ninho (EVANS,1989; HUGUES et al., 2011). O crescimento interno do 

micélio atinge o sistema nervoso central da formiga entre uma a duas semanas após o 

início da infecção. Nesse período elas apresentam movimento trêmulo e errático, 

escalando e caindo dos arbustos devido a convulsões (ANDERSEN et al., 2009; 

HUGHES et al., 2011). A morte da formiga ocorre depois de fixar as mandíbulas na 

lateral de uma folha (death grip), ou em outra região da planta (espinhos, galhos etc.) 

(ANDERSEN et al., 2009). Em uma a duas semanas após a morte da formiga, o fungo 
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produz o ascoma ou corpo de frutificação fora do corpo da formiga, onde os esporos são 

produzidos e liberados para o ambiente (DE BEKKER; MERROW; HUGHES, 2014; 

EVANS; ELLIOT; HUGHES, 2011; EVANS; SAMSON, 1984). Ao atingir o solo, os 

esporos podem entrar em contato com novas formigas não infectadas reiniciando o ciclo 

de vida do parasita (ANDERSEN et al., 2009; EVANS; SAMSON, 1984). O 

comportamento atípico das formigas infectadas na fase terminal da infeção foi utilizado 

para compara-las ao comportamento de zumbis (HUGHES et al., 2011). 

Os registros de parasitismo do complexo Ophiocordyceps unilateralis s.l. 

pertencem as formigas da tribo Camponotini. Atualmente acredita-se que os fungos 

parasitas do gênero Ophiocordyceps possuem uma relação específica com seus 

hospedeiros, em que cada espécie de fungo infecta apenas uma espécie de formiga 

(EVANS; ELLIOT; HUGHES, 2011). Os cadáveres das formigas infectadas podem ser 

encontrados em grande quantidade (mais de 26 indivíduos/m² para Camponotus 

leonardi na Tailândia) em locais chamados de cemitérios (PONTOPPIDAN et al., 

2009). Nestes cemitérios, a maior parte das formigas infectadas são encontradas mortas 

a 25 cm de altura em relação ao nível do solo (ANDERSEN et al., 2009). A realocação 

de cadáveres de formigas sugere que nessa altura, a temperatura e a umidade variam 

menos em comparação às áreas mais altas da floresta, favorecendo o desenvolvimento, 

liberação e dispersão dos esporos do fungo (ANDERSEN et al., 2009). 

Estudos recentes com outras interações entre parasitas e hospedeiros, como 

lagartas infectadas por baculovírus (HOOVER et al., 2011) e grilos infectados por 

nematomorphos (THOMAS et al., 2002), sugerem forte influência de um 

comportamento fototáctico positivo do hospedeiro mediado pelo parasita (PONTON et 

al., 2011; VAN HOUTE et al., 2015; VAN HOUTE; ROS; VAN OERS, 2013). É bem 

conhecido que as formigas podem utilizar referências espaciais como a luz e a posição 
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solar como orientação para forrageio e retorno para o ninho (WEHNER, 1984; 

WYSTRACH; GRAHAM, 2012) entretanto, a utilização da luminosidade como 

orientação para formigas infectadas por fungos parasitas é um assunto recente. Alguns 

estudos, com diferentes abordagens, sugerem que a luz solar também pode influenciar o 

comportamento de formigas zumbis (CHUNG et al., 2017; DE BEKKER; MERROW; 

HUGHES, 2014; HUGHES et al., 2011). Em formigas Camponotus americanus 

infectadas com O. unilateralis s.l., em laboratório, o biting behavior (ato de morder a 

folha) aconteceu no período da manhã e a morte dos hospedeiros (death grip) aconteceu 

no início da tarde (DE BEKKER; MERROW; HUGUES 2014). Para Camponotus 

leonardi, infectadas com O.unilateralis s.l., também foi registrado sincronismo entre o 

horário de fixação das mandíbulas (biting behavior) ao meio dia, e morte no final da 

tarde, em observações focais em floresta da Tailândia (HUGHES et al., 2011). 

Entretanto, o conhecimento sobre os possíveis efeitos da luz no comportamento 

modificado das formigas parasitadas é ainda incipiente. Neste trabalho, o local de morte 

(death grip) de C. atriceps infectadas por O. camponoti-atricipis foi investigado através 

de um experimento de campo em que a luminosidade foi majoritariamente reduzida.  

Métodos 

Área de estudo 

O trabalho de campo foi realizado na Reserva Florestal Adolpho Ducke 

localizada ao norte da cidade de Manaus-AM (02°55’ S, 59°59’ W). A Reserva possui 

100 km² de área e é representada por Floresta Tropical Úmida de Terra Firme 

(ALENCAR, 1986). O clima na região de acordo com a classificação de Köppen é do 

tipo Afi, tropical com pouca amplitude térmica sem inverno e verão bem definidos 

(RIBEIRO, 1976). A temperatura média anual é de 26 °C e a precipitação varia entre 

1750 mm a 2500 mm de chuva por ano com o período de maior intensidade de 
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novembro a maio e o período menos chuvoso de junho a outubro. O solo é 

predominantemente argiloso nas regiões mais altas (platôs de 80 m a 140 m de altitude) 

e a porcentagem de argila vai gradativamente diminuindo nas vertentes sendo 

substituída por frações maiores de areia nas regiões de baixios (OLIVEIRA et al., 

2008). 

Desenho amostral e Coleta de dados 

Nós delimitamos 10 parcelas à partir dos cemitérios de C. atriceps encontrados 

(média de 29 formigas mortas por parcela). Cada parcela possuiu 10 m² de área total. 

Metade (5 m²) de cada parcela foi coberta com tela de sombreamento de polietileno de 

fator 80% (marca Ecosombra). As telas de sombreamento foram instaladas à altura de 2 

metros em relação ao nível do solo (Anexo 1). A posição das telas seguiu a orientação 

norte-sul para que a incidência solar fosse uniforme em ambas as áreas das parcelas ao 

longo do dia. 

Para a escolha do local da tela de sombreamento o número de formigas 

infectadas para as áreas sombreado e controle foi considerado mantendo um número 

semelhante de cadáveres para cada área. As formigas mortas infectadas foram 

identificadas e numeradas individualmente com fitas de marcação coloridas 

permanentes. Apenas os indivíduos que surgiram depois da instalação das telas de 

sombreamento foram considerados para as análises estatísticas. A entrada da 

luminosidade lateral no experimento (nascer e pôr do sol) foi considerada, delimitando 

um buffer de 50 cm de altura e 50 cm de largura no entorno da área sombreada. A 

mesma razão foi estendida para a área controle adjacente. Essa região foi chamada de 

área de borda. 
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Entre outubro de 2016 e abril de 2017, o monitoramento de novos cadáveres de 

C. atriceps infectados foi realizado semanalmente nas 10 parcelas. A cada novo cadáver 

encontrado foi mensurado a altura em relação ao nível do solo, a área da parcela em que 

a formiga estava presente (sombreado, controle e borda) e o crescimento externo do 

fungo até a possível formação do ascoma (corpo de frutificação). A orientação dos 

cadáveres em relação ao local em que as mandíbulas estavam presas (folhas ou outras 

partes das plantas) também foi registrado. A coleta dos dados foi feita seguindo 

protocolo de busca ativa e minuciosa abrangendo árvores, palmeiras, arbustos e 

herbáceas. 

 

Figura 1. Locais de morte e estágios de desenvolvimento do fungo no exterior do corpo da 

formiga. (A) C. atriceps morta há poucos dias (menos de 72h) com as mandíbulas presas em 

espinho de palmeira. O fungo não apresenta crescimento externo. (B) C. atriceps morta com as 

mandíbulas presas na lateral da folha. Estroma (St) emergente entre a cabeça e o pronoto 

(aproximadamente uma semana após a morte da formiga). (C) C. atriceps morta com as 

mandíbulas presas na nervura foliar principal. Apresenta ascoma (As) desenvolvido (de uma a 

duas semanas após a morte da formiga). 

 

Identificação das espécies e análises genéticas  

As formigas foram identificadas através de comparação com espécimes 

depositados na Coleção Entomológica do INPA e pela confirmação de especialistas. 

Para a identificação do fungo parasita, foram coletadas 3 formigas infectadas das 3 

parcelas mais abundantes (total de 9 indivíduos). As formigas utilizadas para 

confirmação da espécie também foram incluídas nos resultados do experimento de 
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campo. As 9 formigas infectadas foram coletadas em tubos de Eppendorf esterilizados 

assim que o corpo de frutificação foi produzido. 

A extração do DNA foi realizada com o material coletado no mesmo dia, 

seguindo o protocolo do kit de extração DNeasy Plant Mini Kit (disponível em: 

https://www.qiagen.com/it/resources/download.aspx?id=6b9bcd96-d7d4-48a1-9838-

58dbfb0e57d0&lang=en) com algumas alterações descritas aqui. Pequenas partes do 

ascoma foram inseridos em microtubos de 2 ml com duas beads de zircônia para ruptura 

das células, em um macerador de tecidos Precellys®. Após a quebra do material, foi 

adicionado 400 μl de tampão AP1 e 4 μl de RNase A e a mistura incubada em banho 

maria por 12 h a 60 °C. Em seguida foi adicionado 130 μl do tampão P3, centrifugado 

por 5 min em 20000 g e posteriormente incubado em gelo por 5 min. A amostra foi 

então pipetada em um tubo QIAshredder spin column de 2 ml, centrifugada por 2 min a 

20000 g e transferida para um novo tubo QIAshredder adicionando 1,5 volumes (1,5 

vezes maior que o volume total da amostra) de tamponador AW1.  O conteúdo do tubo 

foi então transferido para uma coluna DNeasy Mini spin column inserida em um novo 

tubo coletor de 2 ml, centrifugado a 6000 g sendo o volume líquido descartado após 

passar pelo filtro do tubo. Essa etapa foi repetida mais uma vez com o remanescente da 

amostra.  A coluna DNeasy spin column foi então inserida em um novo tubo de coleção 

de 2 ml, adicionando 500 μl do tamponador AW2 e em seguida centrifugado por 1 min 

a 6000 g. Essa etapa de lavagem do DNA foi repetida mais uma vez com 500 μl de 

tampão AW2 e centrifugado por 2 min a 20000 g para otimização da extração de DNA. 

A coluna foi então inserida em um novo microtubo de 2 ml, onde foi adicionado 50 μl 

de solução tampão AE para eluição da amostra. Em seguida, o conteúdo do tubo foi 

incubado por 5 min a temperatura ambiente (15 a 25 °C) e centrifugado por 1 min a 

6000 g.  
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PCR e sequenciamento 

As regiões ITS (espaçador interno trans\crito), nuc-LSU (subunidade maior 

ribosomal nuclear – 28S) e RPB2 (segunda subunidade maior da RNA polimerase) 

foram amplificadas por PCR (Polymerase chain reaction) realizada em termociclador 

(Veriti 96 Well Thermal Cycler da Applied Biosystems), utilizando primers universais 

já definidos (WHITE et al., 1990; LIU et al., 1999). A reação de PCR foi conduzida 

utilizando-se volume final de 20µL contendo tampão 1x (200 mM Tris-HCl, pH 8.4, 

500 mM KCl), 2.5 mM de MgCl2, 3 mM de dNTP, 2mM de cada primer, 1U Taq DNA 

Polymerase (Invitrogen) e 5 ng/µL de DNA. O perfil de ciclagem para amplificação de 

ITS e nuc-LSU consistiu de desnaturação inicial a 95 ºC por 2 minutos, seguido de 35 

ciclos de 94 ºC por 30 segundos, 55 ºC por 30 segundos e 72 ºC por 1 minuto, e por fim 

uma etapa de extensão final a 72 ºC por 10 minutos. A região RPB2 foi amplificada de 

acordo com Liu et al. (1999). Para visualização dos fragmentos, 3 µl de GelRED™ 

foram adicionados a 5 µl dos produtos de PCR, aplicados em gel de agarose 1,5%, que 

foi submetido a eletroforese por 30 minutos a 80 Volts. Após a separação, os 

fragmentos foram visualizados em transiluminador sob luz ultravioleta. O resultado foi 

avaliado de acordo com a presença ou ausência de banda. A estimativa dos tamanhos 

dos produtos amplificados foi feita a partir de comparação com o marcador padrão 

ladder 1Kb. 

 A reação de sequenciamento foi realizada com o kit BigDye Terminator v3.1 

Cycle Sequencing (Applied Biosystems) com volume final de 10 µL contendo 2 µL de 

tampão BigDye 5X, 5 mM de primer e 0,3 µL de BigDye v3.1. Esta foi conduzida em 

termociclador Veriti 96 Well Thermal Cycler (Applied Biosystems) seguindo o 

programa: 96 ºC por 2 minutos, 35 ciclos de 96º C por 30 segundos, 55 ºC por 20 

segundos e 60 ºC por 4 minutos. O sequenciamento foi realizado em sequenciador 
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automático por eletroforese em capilar ABI 3130 Sequence Analizer (Applied 

Biosystems). 

A visualização da qualidade das sequências, a montagem das sequências 

consenso e os alinhamentos foram realizados no programa Geneious R9 (KEARSE et 

al., 2012). Para confirmação das identidades das sequências foram feitas buscas com a 

ferramenta BLAST do NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Para confirmar a 

identidade do fungo O. camponoti-atricipis, as sequências foram submetidas ao BLAST 

em uma análise de similaridade.  

Variáveis climáticas locais  

Nós instalamos um par de torres para coletar os dados das variações de umidade 

relativa, temperatura do ar e luminosidade das parcelas. Uma torre foi posicionada na 

área sombreada e uma na área controle, ambas centralmente localizadas. Cada torre 

possuía um sensor responsável por medir a intensidade de luz através da radiação solar 

incidente (Silicon Pyranometer Sensor modelo S-LIB-M003, conectado a uma micro 

estação Hobo Micro Station Data Logger modelo H21-002, Onset) e um termo 

higrômetro Data Logger (marca Icel, modelo HT-4000). Apenas a torre situada na área 

sombreada estava sujeita à redução da intensidade luminosa. As medições dos sensores 

foram ajustadas para coletar os dados a cada 5 min. Semanalmente, a cada nova rodada 

do monitoramento das formigas, as torres eram realocadas para a parcela adjacente. 

Dessa forma as parcelas tiveram o mesmo intervalo de coleta de dados durante o 

experimento.  
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Análises dos dados ambientais 

Nós utilizamos Testes t pareados para comparar o número de novos cadáveres de 

formigas e o número de corpos de frutificação encontrados durante os 6 meses de 

monitoramento (variáveis dependentes) entre a área sombreada e a respectiva área 

controle (variável preditora). Nessa análise a unidade amostral foi a parcela. 

O efeito da luminosidade na altura dos cadáveres foi investigado por um modelo 

generalizado misto (GLMM). A variável dependente foi a altura dos cadáveres em 

relação ao nível do solo. As variáveis preditoras fixas foram os tratamentos (área 

sombreada ou controle) e a posição do cadáver na parcela (borda ou interior da parcela). 

Nessa análise a unidade amostral foi o cadáver da formiga e as parcelas foram 

declaradas como variáveis aleatórias para controlar a dependência espacial dos dados. 

Análises de resíduos foram realizadas para investigar a adequação do modelo. Gráficos 

de parciais foram produzidos usando o pacote visreg (BREHENY & BURCHETT, 

2017) para cada uma das variáveis preditoras. Esses gráficos representam o efeito de 

uma variável enquanto a outra variável foi mantida constante (BREHENY & 

BURCHETT, 2012; BREHENY & BURCHETT, 2013). Além das estimativas de 

relação das variáveis, o pacote também foi utilizado para criar o intervalo de confiança 

de 95%. 

As variáveis climáticas também foram analisadas por GLMMs. Os valores 

médios a cada hora do dia a luminosidade, a temperatura e a umidade relativa do ar 

foram as variáveis dependentes. A variável preditora fixa foi o tratamento (área 

sombreada e controle) e as parcelas foram declaradas como variáveis randômicas. 

Para validar o ajuste dos GLMMs, nós comparamos o Akaike’s Information 

Criterion (AIC) de cada GLMM com o AIC de seu respectivo modelo nulo (intercepto e 
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variável randômica apenas). O GLMM completo foi selecionado quando o delta AIC 

(diferença entre o modelo completo e nulo) foi maior que 2 (AKAIKE, 1982). Todos os 

GLMMs foram criados usando o pacote lme4 (BATES et al., 2015) do programa R 

versão 3.2.3 (R Development Core Team 2016). 

Para a orientação dos cadáveres das formigas usamos estatística circular 

(BATSCHELET, 1981) através do programa PAST 3.15 (disponível para download em 

https://folk.uio.no/ohammer/past/). Essa análise usa dos ângulos dispostos em graus 

como unidade amostral, e utiliza intervalo de confiança de 95% para estimativa do 

ângulo médio assumindo distribuição circular normal (FISHER, 1983).  

Resultados 

Identificação do fungo parasita  

As 3 sequências utilizadas (RPB2, ITS e nuc-LSU) para a confirmação da 

identidade do fungo foram comparadas através do banco de dados do Genbank. A 

sequência de ITS não foi obtida, mesmo após diversas tentativas de amplificação e 

sequenciamento. Por outro lado, as sequências de RPB2 e nuc-LSU foram obtidas com 

sucesso, e utilizadas para busca de similaridade pelo BLAST. 

O mecanismo de busca BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) utiliza 

uma sequência de DNA ou proteína e compara com sequências similares do banco de 

dados, baseando-se no alinhamento entre estas sequências. A busca resulta do encontro 

com a sequência mais semelhante e pode ser validada por meio de escores específicos. 

Quando utilizado para identificação de espécies, procura-se obter a maior porcentagem 

de similaridade (“Ident”) e o menor e-value (probabilidade de a correspondência ter sido 

ao acaso). No entanto, a eficiência do BLAST depende do banco de dados, se a 

sequência de uma espécie não estiver disponível, o resultado pode ser incipiente. Neste 

trabalho, a sequência RPB2 não resultou em uma identificação confiável por não existir 
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outra sequência RPB2 de O. camponoti-atricipis disponível no banco de dados. Por este 

motivo, a sequência mais similar encontrada para RPB2 foi Cordyceps sp. OSC 110997 

(número de acesso no Genbank EF468929), com 85% de similaridade. A sequência 

nuc-LSU por sua vez apresentou 96% de similaridade com O. camponoti-atricipis, com 

e-value = 0.  

Os resultados encontrados de similaridade das sequências nuc-LSU (96%) e 

RPB2 (85%), a especificidade entre a relação formiga (C. atriceps) e fungo parasita 

(O.camponoti-atricipis) (EVANS; ELLIOT; HUGHES, 2011), aliados ao fato das 

coletas terem sido realizadas na mesma região do espécime tipo (ARAÚJO et al., 2015) 

corroboram com a identificação do fungo como O. camponoti-atricipis.  

Formigas zumbis e a luz 

 Novos cadáveres de formigas surgiram somente em 6 das 10 parcelas 

monitoradas. Consequentemente, as análises dos resultados apresentados aqui foram 

baseadas em seis pares amostrais. Encontramos 162 cadáveres de formigas durante o 

monitoramento, 109 (67,3% do total) formigas infectadas foram encontradas nas áreas 

controle e 53 (32,7% do total) nas áreas sombreadas. O número de formigas que 

desenvolveram corpos de frutificação, 56 no total, também foi maior nas áreas controle 

(41 formigas, 73,2% do total de formigas que frutificaram) em comparação às áreas 

sombreadas (15 formigas, 26,8% do total de formigas que frutificaram). Localmente, 

mais cadáveres de formigas infectadas com mais corpos de frutificação foram 

encontrados na maioria dos pares experimentais nas áreas controle (Figura 2; t = 2,385; 

p = 0,031 e t = 2,538; p = 0,026, respectivamente). As 15 formigas que frutificaram no 

lado sombreado das parcelas estavam na área de borda. 
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Figura 2. Relação de cadáveres de formigas encontrados por área durante o experimento. Total 

de cadáveres encontrados nas áreas controle e sombreada (A). Total de cadáveres encontrados 

que frutificaram durante o experimento (B). Os círculos em cinza representam as 6 parcelas 

monitoradas que apresentaram novos cadáveres. 

 

Altura dos cadáveres das formigas infectadas  

A altura da morte das formigas infectadas também apresentou diferenças em 

relação as áreas controle e sombreada (Delta AIC = 26,58). As formigas morreram em 

média a 110 cm de altura nas áreas controle e em torno de 140 cm de altura as áreas 

sombreadas artificialmente (p = 0,003). Entretanto as formigas infectadas encontradas 

na região da borda das áreas controle e sombreada, morreram aproximadamente a 60 cm 

de altura em média (Fig.3) e no interior das parcelas ao redor de 100 cm (p < 0,001). 
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Figura 3. Relação entre a altura dos cadáveres das formigas e as áreas sombreada, controle e 

borda. Altura dos cadáveres entre os tratamentos, controlando o efeito da borda (A). Altura dos 

cadáveres na área de borda em relação ao interior da parcela, controlando o efeito dos 

tratamentos (B). 

 

Variáveis climáticas 

A radiação solar incidente (µE) apresentou valores superiores nas áreas controle 

ao longo de todas as horas do dia com luz solar (p < 0,001). Os horários mais quentes 

do dia, com maior incidência solar mostraram as maiores discrepâncias entre as áreas 

sombreada e controle. A temperatura foi relativamente estável entre os tratamentos não 

apresentando grandes variações entre os horários do dia e da noite (p > 0,05). Entretanto 

a umidade relativa do ar foi mais alta e mais estável nas áreas sombreadas (p < 0,001) 

em relação as áreas controle, que apresentaram maior variação durante o período de 

coleta (Figura 4). 
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Figura 4. Variáveis climáticas coletadas. Radiação solar incidente, temperatura e umidade 

relativa do ar coletados pelos sensores ao longo do monitoramento (GLMM).  

 

Orientação dos cadáveres das formigas infectadas 

A orientação dos cadáveres das formigas não apresentou padrão consistente para 

os cadáveres encontrados nas áreas controle (Rayleigh’s test: R = 0,138, p = 0,36) e 

sombreada (Rayleigh’s test: R = 0,117 p = 0,73) (Figura 5A e B). Entretanto, para os 

cadáveres que produziram corpos de frutificação houve um viés significativo para os 

quadrantes NO e SO com um ângulo médio de 302° na área de controle (Figura 6A) 

(95% intervalo de confiança = 264° – 341°; Rayleigh’s test: R = 0,401, p = 0,022). A 

área sombreada não apresentou uma direção significativa para as formigas infectadas 

(Rayleigh’s test: R= 0,3201, p = 0,56) (Figura 6B). 
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Figura 5. Orientação das formigas mortas infectadas. Total de cadáveres encontrados nas áreas 

de controle (A). Total de cadáveres encontrados nas áreas sombreadas (B). 

 

Figura 6. Orientação dos cadáveres de formigas que frutificaram na área controle (A). A seta 

em vermelho apresenta o ângulo médio de direção de 302° (264° – 341°) com intervalo de 

confiança de 95%. Orientação dos cadáveres de formigas que frutificaram na área sombreada 

(B). Não apresentou direção significativa.  
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Discussão 

O local da morte das formigas infectadas por fungos do complexo 

Ophiocordyceps unilateralis s.l. é definido no instante em que as mandíbulas são 

travadas na lateral de uma folha ou em outra região de uma planta. O death grip é 

considerado a manifestação do fenótipo estendido do parasita sob o comportamento do 

hospedeiro (ANDERSEN et al., 2009). O local específico onde esse comportamento 

ocorre define o último ato, em vida, da formiga infectada. Após a morte da formiga, se 

as condições ambientais forem favoráveis, o ascoma irá se desenvolver e liberar os 

esporos para o exterior do cadáver, completando o ciclo de reprodução do parasita 

(EVANS; ELLIOT; HUGHES, 2011). Neste trabalho, a redução experimental da 

intensidade da luz demonstrou ter forte influência no local de morte de C. atriceps 

infectadas por O. camponoti-atricipis. As áreas onde a luminosidade foi reduzida, 

receberam metade dos indivíduos infectados em relação às áreas controle. A altura dos 

cadáveres registrada para as mesmas áreas também apresentou mudanças quanto à 

diminuição da luminosidade. Os locais de morte das formigas parasitadas situaram-se 

em alturas superiores nas áreas sombreadas em relação às áreas controle. Esses 

resultados sugerem que C. atriceps infectadas morrem em locais mais iluminados na 

Floresta Amazônica Central Brasileira, e que a luz tem inferência sobre a manifestação 

do fenótipo estendido do parasita O. camponoti-atricipis.   

O local de morte de C. leonardi parasitadas está associado a baixa amplitude 

entre as mudanças de temperatura e umidade. À 25 cm do nível do solo a temperatura é 

mais baixa e a umidade relativa mais alta em relação a regiões superiores do dossel, tais 

características são reconhecidas como favoráveis ao death grip de C. leonardi 

infectadas na Tailândia (ANDERSEN et al., 2009). Entretanto, os resultados 

encontrados no presente trabalho apontam parcialmente, para o oposto em C. atriceps 
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infectadas. Embora a amplitude térmica entre as áreas sombreada e controle não tenha 

apresentado grandes diferenças, a umidade relativa do ar foi mais alta e variou menos 

nas áreas sombreadas do experimento. O número de formigas infectadas e o número de 

corpos de frutificação foram maiores nas áreas controle, onde as flutuações de umidade 

relativa do ar foram superiores. Esses resultados sugerem que para C. atriceps 

infectadas a luz foi a variável ambiental mensurada com maior inferência na escolha dos 

locais de morte. 

As áreas onde a luminosidade foi reduzida, receberam 53 formigas infectadas 

das quais apenas 15 desenvolveram corpos de frutificação (26,8% do total de formigas 

que desenvolveram ascomas). Os Cadáveres foram encontrados em locais mais altos nas 

áreas sombreadas (média de 140 cm). As formigas infectadas parecem ter procurado por 

alturas superiores na região sombreada em busca de maior incidência luminosa. Esses 

resultados sugerem forte influência de fototactismo no comportamento das formigas 

infectadas, como foi encontrado para as lagartas infectadas por baculovírus (HOOVER 

et al., 2011) e também para gamarídeos parasitados (PONTON et al., 2006). Os 

gamarídeos (crustáceos de água doce) quando parasitados por tremátodas nadam até a 

superfície da água onde se tornam mais expostos aos predadores, potencias hospedeiros 

secundários do parasita (PONTON et al., 2006). A altura dos cadáveres encontrados nas 

áreas de borda corroboram com a hipótese do fototactismo. Os cadáveres foram 

encontrados em alturas inferiores (60 cm) em relação às formigas encontradas no 

interior das áreas (100 cm), sugerindo influência da incidência solar lateral nessas 

regiões. 

A fase reprodutiva do fungo (frutificação) parece estar relacionada com a 

incidência luminosa nos locais de morte das formigas parasitadas. Os mecanismos de 

foto recepção moleculares, descritos para o ascomiceto Neurospora crassa, onde a luz é 
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responsável por induzir a esporulação e o desenvolvimento sexual desses organismos 

(BALLARIO; MACINO, 1997; LINDEN; MACINO, 1997; LOROS, 2005; 

SCHWERDTFEGER; LINDEN, 2001), é exemplo de como a luminosidade pode inferir 

nos processos reprodutivos dos fungos. A baixa proporção de 26,8% dos cadáveres que 

produziram ascomas nas áreas sombreadas em relação as áreas controle (73,2%) pode 

estar relacionado com esses mecanismos moleculares de foto recepção. Além disso, as 

15 formigas que frutificaram nas áreas sombreadas estavam situadas na área de borda e 

mais expostas a luminosidade lateral. 

A orientação dos cadáveres apresentou direção consistente para as formigas que 

frutificaram nas áreas controle. O ângulo médio encontrado foi de 302 ° em direção à 

região NO. Resultado similar ao encontrado para Camponotus leonardi, que apresentou 

orientação para o quadrante N-NO e ângulo médio de 345 ° (ANDERSEN et al., 2009). 

Em Dolichoderus thoracicus infectadas com Ophiocordyceps pseudolloydii a direção 

dos cadáveres foi relacionada com a cobertura do dossel nos cemitérios amostrados. A 

abertura do dossel apresentou correspondência com a direção dos cadáveres sugerindo a 

influência da luz solar nos locais de morte das formigas infectadas (CHUNG et al., 

2017). Nossos resultados não apontaram um direcionamento para os cadáveres que 

frutificaram na área sombreada, entretanto nesses locais nenhum indivíduo apresentou 

direção dentro do quadrante predominante da área controle (NO). A cobertura uniforme 

propiciada pela tela de sombreamento sugere o bloqueio da luminosidade de um dossel 

muito fechado, o que corrobora com a ausência de direção dos cadáveres infectados, 

semelhante ao encontrado por CHUNG, 2017. O número reduzido de formigas (15) que 

produziram corpos de frutificação nas áreas sombreadas é também relevante, uma vez 

que a estimativa do ângulo médio não é precisa para tamanhos amostrais pequenos e 

intervalos de confiança maiores do que 45 ° (BATSCHELET, 1981).  
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Os resultados encontrados neste trabalho expandem as evidências do efeito do 

ciclo circadiano no controle fino do comportamento estendido pelos parasitas. Em 

condições controladas de laboratório (formigas Camponotus infectadas com 

O.unilateralis s.l.) o biting behavior (ato de morder a folha) aconteceu no período da 

manhã e a morte dos hospedeiros ocorreu no início da tarde (DE BEKKER; MERROW; 

HUGUES 2014). Entretanto, as formigas infectadas manifestaram o display de morder a 

folha somente quando foram expostas ao ciclo de 24 h de luminosidade e temperatura 

(DE BEKKER; MERROW; HUGHES, 2014). Evidências de campo em uma floresta 

tropical da Tailândia também apontam para um alto sincronismo do horário do death 

grip. Isso foi registrado através de observação focal em que as formigas (Camponotus) 

morderam as folhas ao meio dia (solar noon) e morreram ao fim da tarde, próximo ao 

horário do pôr do sol (HUGHES et al., 2011). As formigas do gênero camponotus 

possuem hábitos noturnos em sua maioria (LEVINGS, 1983), porém nossos resultados 

indicam que os locais de morte de C.atriceps infectadas são influenciados pela 

incidência luminosa. A mudança de comportamento sugere que o fungo parasita é 

beneficiado pela alteração do horário de atividade das formigas infectadas baseado no 

maior número de cadáveres e de corpos de frutificação encontrados nas áreas controle. 

A luminosidade, embasada pelo ciclo circadiano é ainda um assunto pouco 

explorado. Mudanças de comportamento por fototaxia é um dos exemplos mais 

documentados de indução comportamental de parasitas em invertebrados (MOORE, 

2002). Estudos agregados às escalas moleculares e aos caracteres físicos ambientais são 

necessários para avançar o conhecimento sobre a relação entre fungos parasitas e seus 

hospedeiros. Os resultados encontrados neste trabalho podem servir de referência a 

estudos futuros sobre a influência da luminosidade no sucesso reprodutivo de fungos 

parasitas do complexo O. unilateralis s.l. Além disso, mais espécies do gênero 
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Ophiocordyceps podem exibir influência da luz sob o comportamento estendido do 

parasita em função do seu sucesso reprodutivo. 
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Suplementos 

 

Anexo 1. Parcela montada em campo. A imagem mostra a área sombreada ao norte da 

área controle. Tela de sombreamento (A) utilizada para bloquear parcialmente (80%) a 

luminosidade. Torres de coleta (B) utilizadas para o suporte dos sensores de dados 

climáticos locais. 


